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OZET

Amag: Primer fare noron hiicre kiiltiirlerinde bilirubin kaynakli toksisitede
hipoterminin ndroprotektif etkilerini aragtirmak.

Gerec¢ ve Yontem: Yenidogan fare beyinlerinden izole edilen hipokampus hiicre
kiiltiirleri in vitro 3. glinde bilirubin uygulanarak normotermik ortamdan alinip farkli
derecelerde hipotermiye maruz birakildilar. Baslangicta ve bilirubin ile 24 saat
inkiibasyon sonrasinda normotermik (37°C), hafif hipotermik (34°C), orta
hipotermik (32°C) ve agir hipotermik (29°C) gruplar arasindaki hiicre sag kalim ve
apoptoz oranlar1 karsilastirildi. Hiicre olimii degerlendirmelerinde konfokal
mikroskop ve floresan boyalar (Propidiyum-lyodiir ve JC-1) kullanildi.
Hipoterminin ge¢ etkilerinin degerlendirilebilmesi i¢in kiiltiirler normotermik
ortama geri alindiktan sonra in vitro 7. giinde tekrar incelendi. Sonuglarin elde
edilmesi i¢in tiim deneyler ii¢ kez tekrarlandi.

Bulgular: Bilirubin maruziyetinden 24 saat sonra ndral hiicrelerin mortalite oranlari
37°C’de %44,2+0,98 (ort=SEM); 34°C’de %33,4+5,62; 32°C’de %18,1+0,48;
29°C’de %27,6+2,33 olarak saptandi (p=0,002). Alt grup analizlerinde normotermik
gruba gore orta ve agir hipotermik gruplarda mortalitede anlaml diisiis goriildii
(p=0,002 ve p=0,032, sirasiyla). Hafif hipotermi grubunun mortalite oram1 da
normotermik gruba gore diisiik olmakla birlikte, anlamli fark saptanmadi (p=0,230).
Ancak apoptoz oranlar1 hafif ve orta hipotermi gruplarinda daha diisiik iken
(%36,5+0,33 ve %32,3+0,63, sirasiyla), agir hipotermi grubunda diisiis saptanmadi
(%45,6+2,61). In vitro 7. giinde (bilirubin maruziyeti sonrast 3. giinde), orta
hipotermi grubu %25,9+2.7 ile en diisiik mortalite oranina sahip olan grup idi ve
normotermik gruba gore anlamli fark mevcuttu (p=0,043).

Sonu¢: Sonug¢ olarak hipotermi, noéron hiicrelerinde bilirubin kaynakli hiicre
Oliimiinii azaltmaktadir. Hafif hipotermiye kiyasla orta hipoterminin etkileri daha
olumlu iken, 29°C’ye kadar inilen derin hipoterminin hiicre viabilitesine olumsuz
etkileri mevcuttur. Agir yenidogan sariliginda sogutmanin risk ve faydalarinin
belirlenebilmesi i¢in ileri in vitro ve in vivo ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
ANAHTAR SOZCUKLER: hiperbilirubinemi, hipotermi, norotoksisite, apoptoz,

noral hicre kiltiri
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ABSTRACT

Aim: To investigate the neuroprotective effects of hypothermia on bilirubin induced
toxicity in primary mouse neuronal cell cultures.

Material and Method: Hippocampal cell cultures, isolated from newborn mouse
brain were incubated with bilirubin at 3 days in vitro (DIV) and immediately
exposed to varying degrees of hypothermia. Before and after 24 hours of incubation
with bilirubin, the cell viability and apoptosis rates were compared between the
normothermic (37°C), mild (34°C), moderate (32°C) and severe (29°C) hypothermic
groups. Confocal microscopy and florescent dyes (Propidium-lodide and JC-1) were
used for cell death evaluation. To determine the late effects of hypothermia, the
cultures were also examined at 7 DIV after returning to normothermic conditions.
Three independent experiments were carried out to obtain the results.

Results: After 24 hours of bilirubin exposure, the mortality rates of the neural cells
were 44.2+0.98% (mean+SEM) at 37°C; 33.4+5.62% at 34°C; 18.1+0.48% at 32°C
and 27.6+2.33% at 29°C, (p=0.002). The subgroup analysis showed significant
decrease in the overall mortality in the moderate and severe hypothermic groups
compared to the normothermic group (p=0,002 and p=0,032 respectively). Mortality
in the mild hypothermic group was also lower than the normothermic group,
although not significantly (p=0,230). However the apoptosis rate, although lower in
the mild and moderate hypothermic groups (36.5+0.33% and 32.3+0.63%
respectively), was not decreased in the severe hypothermic group (45.6£2.61%). At 7
DIV (3 days after bilirubin exposure), the moderate hypothermic group had the
lowest mortality rate with 25.9+2.7%, significantly different from the normothermic
group (p=0,043).

Conclusion: We conclude that hypothermia reduces the cell death induced by
bilirubin toxicity in neuronal cells. Although moderate hypothermia has a better
outcome than mild hypothermia, deep hypothermia as low as 29°C has adverse
effects on neuronal cell viability. Further in vitro and in vivo studies should be
performed to assess the risks and benefits of cooling in severe neonatal jaundice.

KEY WORDS: hyperbilirubinemia, hypothermia, neurotoxicity, apoptosis, neural
cell culture
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1. GIRIS ve AMAC

Yenidogan doneminde sarilik, bir¢ok iilkede halen 6nemli bir saglik sorunudur.
Saglikli term bebeklerin %60’imnda indirekt hiperbilirubinemi goriiliirken, bu oran

preterm bebeklerde %80’lere ¢cikmaktadir [1].

Normalde, giiglii bir antioksidan olan bilirubinin fizyolojik yiikselisi, dogum
sonras1 hayata adaptasyonun bir sonucudur [2]. Ancak risk grubundaki yenidogan
bebekte indirekt hiperbilirubinemi, uygun yaklasim yapilmadigi takdirde, akut
bilirubin ensefalopatisi ve kernikterus gibi, minimal nérolojik disfonksiyondan agir
serebral palsiye uzanan bir spektrumda mortalite ve morbiditeyi artiran tablolara
neden olabilmektedir [2-4]. Gelismekte olan iilkelerde kernikteruslu olgularin %35’
hayatin1 kaybetmekte ve sag kalanlarin 6nemli bir kisminda ise kalict ndrolojik sekel
gelismektedir [4, 5]. Hiperbilirubinemi erken tani aldiginda ve uygun yaklasim
yapildiginda, agir komplikasyonlarin oniine gegilebilse de, 6grenme giigliigii gibi
minimal norolojik disfonksiyonu 6nlemek her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu
nedenlerle giiniimiizde yenidogan acil pratiginde indirekt hiperbilirubinemi énemini

korumaktadir [4, 6].

Artmis indirekt bilirubin santral sinir sisteminde bir¢ok farkli yolak {izerinden
hasar olusturmaktadir. Olusan hasarin temelinde noéro-inflamasyon, oksidatif stres,
eksitotoksisitenin ve apoptozun major rol oynadigr diisiiniilmektedir [7, 8]. Ancak
olusan norotoksisitenin tam boyutu ve toksisiteye yol agan mekanizmalar heniiz

biitiiniiyle bilinmemektedir [9].

Giliniimiizde yenidogan sarilig1 tedavisi temel olarak fototerapi ve kan
degisimi ile smirhdir [1]. Bu tedavi yontemlerinde ana hedef, bilirubini
uzaklastirmaktir, norotoksisiteyi Onleyici veya olusan hasar1 geri ¢evirici etkileri
yoktur. Bu nedenle hiperbilirubineminin yol ag¢tigt norotoksisitenin, olusum
mekanizmalar1 tanimlanmali ve noronal hasara etkili tedaviler arastirilmalidir [9,

10].

Serebral hipotermi tedavisi, hipoksik iskemik ensefalopatinin uzun dénemde



prognozunu olumlu yonde etkiledigi kanitlanmis olan tek tedavi yontemidir. Yapilan
genis olgu serili klinik ¢alismalarda serebral ve total viicut sogutmasinin, sag
kalanlarda major norogelisimsel handikap: belirgin olarak diisiirdiigi gosterilmistir
[11]. Gilinlimiiz neonatoloji pratiginde hipotermi tedavisi, belli bir protokol
cercevesinde asfiktik bebeklerde yaygin olarak kullanilmaktadir ve dnemli bir yan
etkisi olmadig1 gosterilmistir. Hipotermi, hipoksi modellerinde apoptozis oranini
azaltabilmekte, serebral metabolik hizi yavaslatabilmekte, eksitatuar amino asitlerin
salgilanmasin1 ve nitrik oksit, serbest radikaller gibi toksik madde {iiretimini

azaltabilmektedir [11-13].

Hipoksi ve hiperbilirubineminin néronal hasar yaratma mekanizmalar1 birgok
acidan ortiismektedir. Bu durum goz oniine alinarak planlanan bu c¢aligsmada, primer
fare noron hiicre Kkiiltiirlerinde bilirubin toksisitesi olusturulmus ve sonrasinda
hipoterminin, olusan toksisite iizerindeki noroprotektif etkilerinin incelenmesi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Yenidogan sariligi ¢ogunlukla dogum sonrasi ilk bir haftada goriilen ve selim
seyreden bir durumdur. Sarilik, konjuge edilmemis, apolar ve yagda coziilebilen
bilirubin pigmentinin ciltte birikmesi ile meydana gelir [1]. Cogu yenidoganda
hiperbilirubinemi fizyolojik diizeylerde seyretmekte ve miidahale edilmeden
diizelmekte olsa da, agir hiperbilirubinemi halen yasamin ilk haftasinda morbiditeye

neden olan en 6nemli sorunlardan biridir [14, 15].

Patolojik hiperbilirubineminin etiyolojisi ¢ok farklidir. Temel mekanizma
olarak artmis bilirubin yapimi ve azalmis bilirubin eliminasyonundan kaynaklanir.
Konstitiisyonel ve cevresel faktorler de hem bilirubin seviyelerini hem de klinik

gidisi etkileyebilir [6].

2.1. Yenidoganda Bilirubin Metabolizmas

Normal sartlarda viicuttaki bilirubinin %75°1, retikiiloendoteliyal sistemde (RES)
yaslanmig eritrositlerin yikimi sonucu meydana gelir. Geri kalan %25 ise

miyoglobin, sitokrom ve guanil siklaz gibi hem-proteinlerinin yikimi ile olusur [16].

RES’ten dolasima karisan bilirubine indirekt veya konjuge olmamis bilirubin
denir ve fizyolojik pH’da suda ¢oziinmez. Konjuge edilmemis bilirubin serumda
albumine baglanarak karacigere tasinir ve hepatosit icerine alinarak endoplazmik
retikulumda, tiridin difosfat (UDP) glukuronil transferaz enzimi araciligi ile konjuge
edilerek suda ¢oziinebilen UDP-glukuronik asit ve bu asitin tuzlarina doniistirtliir.
Sonrasinda konjuge bilirubin safra yolu ile bagirsaklara atilarak ve daha az miktar1
da idrar ile viicuttan uzaklastirilir. Albumine baglanamayan ¢ok az miktarda konjuge

edilmemis bilirubin ise dolasimda serbest halde bulunur (Sekil 1) [16, 17].

Yenidoganlarda sariligin sik goriilmesinin temel nedenleri, fetal eritrosit
yikimi nedeniyle bilirubin iiretiminin artmasi, hepatositlerde bilirubin baglayan
ligandin proteinin yetersiz konsantrasyonu ve glukuronil transferaz enzim
aktivitesindeki diisiikliik nedeni ile bilirubinin glukuronik asit ile konjuge edilerek
safra yolundan yeterli miktarda atilamamasidir [18]. Bu nedenlere ek olarak safra

yoluyla bagirsaga atilmis olan bir miktar konjuge bilirubin, yenidogan bebegin



bagirsaginda bulunan B-glukuronidaz enzimi ile konjuge edilmemis bilirubine
doniistiirtilerek tekrar dolagima katilabilir. Bu dongiiye enterohepatik dolagim denir
ve geri emilen bilirubin, toplam bilirubin yiikiinde 6nemli bir rol oynar [17].
Bagirsak motilitesinin az olmasi, diigiik kalori alimi ve B-glukuronidaz enzim
aktivitesinin yiiksek olmasi, enterohepatik dolasimi artiran faktorler arasinda yer alir
(Tablo 1) [19].
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¥
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Sekil 1: Bilirubin Metabolizmasi



2.2.

Yenidoganlarda Hiperbilirubinemi Risk Faktorleri

35 gestasyon haftasi ve iizerinde dogmus bebekler icin hiperbilirubinemi agisindan

major ve mindr risk faktorleri tanimlanmistir [10]. Prematiire bebeklerde ise

prematiirelik ve diisiik dogum agrilig1 bagh basina bir risk faktoridiir.

Major Risk Faktorleri

1.

8.

Taburculuk 6ncesi yiiksek risk zonuna giren total bilirubin seviyesi (serum

veya transkiitandz) (Sekil 2) [20]
[lk 24 saatte ortaya ¢ikan sarilik

Direkt antiglobulin testi pozitif kan grubu uyusmazlii, diger hemolitik

hastaliklar, yiiksek end-tidal karbon monoksit (ETCO) diizeyleri
Gestasyon haftasinin 35-36 haftalarda olmasi

Fototerapi almis olan kardes Oykiisii

Sefal hematom veya yaygin ekimoz

Sadece anne siitii ile beslenmek, ozellikle emzirme sorunu varlifinda ve

fizyolojik diizeylerin iistiinde tart1 kaybi var ise

Dogu Asya 1rki

Minér Faktorler

1.

Taburculuk Oncesi total serum veya transkiitandz bilirubin bilirubin

seviyelerinin orta-yiiksek risk zonunda olmasi (Sekil 2)
37-38 gestasyon haftalarindaki bebekler

Taburculuk oncesi sarilik goriilmesi

Sarilik olmus olan kardes dykiisii

Makrozomisi olan diyabetik anne bebegi

Anne yasinin 25 ve iizerinde olmast

Erkek cinsiyet
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Sekil 2: Yenidoganlarda Postnatal Yas ve Bilirubin Seviyesine Gore
Hiperbilirubinemi Risk Nomogramai [20]

2.3.  Yenidoganda Patolojik Indirekt Hiperbilirubinemi

Fizyolojik sarilik terimi total serum bilirubin (TSB) diizeyi normal sinirlar i¢inde
olan bebekler i¢in kullanilmaktadir. Anne siitii ile beslenmenin bu kadar yaygin
olmadigi ve fototerapinin uygulanmadigi donemde yenidoganlarin %95’inde
TSB’nin 12,9 mg/dl diizeyinin altinda oldugu goriilmiis ve bu deger fizyolojik sarilik
degeri olarak kabul gormiistiir. Ancak giliniimiizde bir¢ok faktdre gore infantlarda
TSB’nin normal kabul edilen degerlerinin degistigi bilinmektedir. Bu nedenle
saritligin fizyolojik veya patolojik kabul edilecegi TSB degeri bebegin gestasyon

haftasina, postnatal yasina, risk faktorlerine ve bilirubinin artis hizina gore

degismektedir [21, 22].

Yenidoganda indirekt hiperbilirubineminin  nedenleri Tablo 1°de
verilmektedir. Indirekt hiperbilirubineminin en biiyiik riski, yiiksek bilirubin

seviyelerinde meydana gelen norolojik disfonksiyondur. Cok diisiik dogum agirlikl



ve hasta bebeklerde noronal hasar yaratan indirekt bilirubin seviyesi kesin olarak

bilinmemektedir [1, 19].



Tablo 1: Yenidoganlarda indirekt Hiperbilirubinemi Nedenleri [19]

Artmus Uretim veya Karacigerde Bilirubin Yiikii

Hemolitik Hastaliklar
e Immiin Kaynakh
= Rh alloimmiinizasyonu, ABO ve diger kan grubu
uyusmazhklar
e Kalitsal
= Eritrosit membran defektleri: Herediter sferositoz,
elliptositozis, piropoikilositozis, stomatositozis
= Eritrosit enzim eksiklikleri: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) eksikligi, piruvat kinaz eksikligi ve diger enzim
defektleri
= Hemoglobinopatiler: Alfa ve beta talasemi
= Stabil olmayan hemoglobin: Konjenital Heinz Cisimcigi
hemolitik anemisi

Uretimi Artiran Diger Nedenler
* Sepsis
* Disemine intravaskiiler koagiilasyon
* Kan ekstravasyonu: Pulmoner, abdominal, serebral hematomlar
* Polisistemi
* Makrozomik diyanetik anne bebekleri

Artmig Enterohepatik Dolasim
* Anne siitii sarihgi
* Pilor stenozu
 1Ince veya kalin bagirsak obstriiksiyonu veya ileus tablosu

Azalms Klirens

* Prematiirite
*  Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi
Metabolizma Bozukluklar:
= Crigler-Najjar sendromlar
= Gilbert sendromu
= Galaktozemi
= Tirozinemi
= Hipermetiyoninemi
Metabolik Sorunlar
= Hipotiroidizm
= Hipopitiiitarizm




2.4.  Yenidoganlarda Bilirubinin Olusturdugu Norotoksisite

Bilirubinin santral sinir sistemini etkileyebilmesi i¢in dncelikle kan beyin bariyerini
gecmesi gerekir. Insanlarda bulunan ana bilirubin izomeri bilirubin-IXa’dir. Farkli
konfigiirasyonlarda suda ¢oziiniirliigli fakli olan izomer, hidrofobik formu ile olusan
toksik etkilerden sorumludur. Suda c¢oziinen bilirubin izomerinin toksik etkisi
bulunmamaktadir Bilirubin; konjugasyon sonrasi, transport i¢in albumine
baglandiginda ve 1s18a maruziyet sonrasi izomerizasyon ile suda ¢oziiniir hale gelir

[23].

Viicuttaki membranlara karsi lipofilik 6zelligi olan bilirubinin, bu nedenle
kan beyin bariyerinden rahatlikla gecebildigi diisliniiliir. Ancak indirekt bilirubin
normalde albumine bagli halde bulunur ve albuminin bilirubin affinitesi normal
oldugu siirece bilirubin-albumin kompleksinin santral sinir sistemine giremedigi

farzedilir. Bu nedenle norotoksisite yaratan serbest indirekt bilirubindir [9].

2.4.1. Kan Beyin Bariyeri ve Bilirubinin Beyne Gegisi

Kan-beyin bariyeri (KBB), beyin ile dolagim sistemi arasinda soliit transportunu
sinirlayan; endotelyal hiicreler, bazal membran, perisitler, astrositler ve mikroglialar
tarafindan olusturulan bir bariyerdir (Sekil 3). KBB’nin fonksiyonlar1 arasinda sinir
sistemi homeostazini saglamak, beyni ekstraselliller ¢evreden korumak, spesifik
transport sistemleri ile besin girisini saglamak ve lokal c¢evresel degisikliklere gore

inflamatuar yanit1 saglamak yer alir [24].

Yasamin ilk haftasinda yiikselen konjuge edilmemis bilirubinin belli bir
kism1 diffiizyon yolu ile KBB’den gecerek beyne ulasir. Beyinde biriken bilirubin
konsantrasyonu; bilirubin baglanma kapasitesi diistiigli durumlarda veya KBB
gecirgenliginin arttig1 (radyasyon, asfiksi, hiperozmolarite) durumlarda yiikselir.
Hiperkarbinin ise beyin kan akimimi artirarak bilirubin konsantrasyonunu artirdigi
diisiiniilmektedir [25, 26]. In-vitro ve in-vivo calismalarda bilirubine maruziyet

stiresinin norotoksisitenin agirligina etkisi gosterilmistir [25, 27].



Sekil 3: Norovaskiiler birim. Endotelyal hiicre, bazal memebran, astrosit,
mikroglia, noron ve perisit [24]

Beyne geg¢mis olan serbest bilirubin KBB ve serebrospinal sivida yiiksek
konsantrasyonda eksprese olan P-glycoprotein (Pgp) ve multidrug resistance-
associated protein 1 (MRP 1) araciligi ile ATP bagiml olarak hiicre disina atilir.
Boylece bilirubinin hiicre iginde birikimi sinirlandirilmis  olur  (Sekil 4).
Yenidoganlarda Pgp’nin ekspresyonunun diisiik olmasi ve yiiksek bilirubin
seviyelerine bagli olarak MRP1’in down regiilasyonu, bilirubin atilimini1 diistirerek

toksisiteyi artirir [2, 28].

@ Red blood cell
. Human serum albumin
© Unconjugated bilirubin (UCB)

Sekil 4: KBB. Pgp ve Mrpl ile bilirubinin hiicre disina atilimm [2]
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Yiiksek konjuge edilmemis bilirubin seviyeleri glutatyon homeostazinda
yarattig1 bozulma ile nitrik oksit (NO) ve sitokin saliniminin artmasina yol acarak da
KBB biitiinliigiinii bozar ve bilirubinin beyne gegisini daha da kolaylastirir [29]. NO
mikrovaskiiler gegirgenligi artirarak bilirubin gegisine olanak saglar. Mrpl ile
kontrol edilen glutatyon salinimi ise normalde oksijen radikalleri ile tepkimeye
girerek ve peroksitleri indirgeyerek reaktif oksijen tiirlerine karsi ndronal hiicreleri

korur [30, 31].

2.4.2. Hiicresel ve Molekiiler Boyutta Bilirubin Norotoksisitesi
2.4.2.1. Bilirubinin Noronlar Uzerindeki Toksisitesi

Otopsilerde konjuge edilmemis bilirubinin ndronlarda ve glialarda birikerek néron
kaybina, demyelinizasyona ve gliozise yol agtigi goriilmiistiir. Izole hiicre
kiiltiirlerinde ise bilirubinin ndronal dallanmayr etkiledigi, mikroglia ve
astrositleriden pro-inflamatuar sitokin salgilanmasini indiikledigi gosterilmistir.
Ancak konjuge edilmemis bilirubine olan hiicresel hassasiyet ve ndrotoksisitede

farkli noral hiicrelerin durumu kesin olarak bilinmemektedir [2].

Calismalarda, total serum bilirubin (TSB) diizeyinin pik yaptig1 gestasyon
haftasinin, meydana gelen ndropatolojide 6nemli yeri oldugu gdsterilmistir [32, 33].
34 gestasyon haftasinin altindaki bebeklerde kernikterus tablosunda isitme kayiplari
daha belirgin iken, ge¢ preterm ve term bebeklerde, motor bozukluklarin daha 6n
planda oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ndronal maturasyonun norotoksisitenin sekli

iizerinde 6nemli bir rolii oldugu diisiliniiliir [34].

Noronlarin, astrositlere kiyasla glutatyon igeriklerinin daha az olmasi
nedeniyle konjuge edilmemis bilirubinin etkilerine karsi daha hassas olduklar
gosterilmistir [35, 36]. Bilirubin maruziyeti sonrasi farklt néron subgruplarinda
astrositlere gore daha yliksek protein oksidasyon ve lipid peroksidasyon oranlari
saptanmistir [35]. Norotoksisitenin anlasilmasindaki en zor adimlardan biri hasarin
baglama seklinin, zaman, agirlhlk ve yer olarak hiicreden hiicreye degisip

degismediginin anlasilmasidir [37, 38].
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Konjuge edilmemis bilirubinin hiicre ile etkilesimi, daha hiicre zarindan
gecerken baslar. Hiicresel membranlardan hizlica gegebilse de polarite ve akiskanligi
etkiledigi ve sonugta noronal hiicre zar1 yapisini bozdugu diisiiniilmektedir [39].
Benzer etkileri astrositler, eritrositler ve mitokondrial zarlarin {izerinde de
gosterilmistir [39-41]. Membran iizerindeki degisiklikler sonucu etkilenen elektron
transport mekanizmalari, hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini artirarak hiicre 6liimiine yol

acabilir (Sekil 5) [2].

Bilirubin hasarina, gelismekte olan noronlar normalden daha agiktir ve bu
hasar ndrogenezin bozulmasina, ndronal atrofiye, nekroz ve apoptoz aracili hiicre
Oliimiine neden olabilir. Daha uzun donemde ise ani ve kalict néronal dallanmada ve
dendritik sinapslarda azalmaya neden olur. Hiicreler sekonder toksik uyarilara daha
acik ve duyarli hale gelmis olur [42]. Noronal dallanmadaki degisimlerin bir kismi,
immatiir ndronlardaki mikrotiibiil iligkili proteinlerin (MAP) etkilenmesine baglanir.
MAP ailesinden olan, mikrotiibiil yapiminda, stabilizasyonunda ve normal ndron
morfolojisinin korunmasinda 6nemli rolii olan Tau proteinin ekspresyonu ve yer
degisikligi de noronal dallanmada onem tasir [43]. Tau proteinin serumda yiiksek

bulunmasinin nérodejenerasyon belirteci olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir
[2].

Bilirubin kaynakli néronal apoptoz mekanizmalarinda mitokondride sisme,
Bax translokasyonu, mitokondride depolarizasyon, sitokrom-c salinimi, kaspaz-3
aktivasyonu ve poli(ADP)-riboz polimeraz yikiminin rol oynadig diisiiniilmektedir

[44].

Immatiir hiicrelerdeki 6liimlerin ¢cogu apoptoz yolu ile meydana gelir ve
biiyiik oranda siiperoksit anyon radikal iiretiminin artmasina bagli oksidatif kriz ile
indiiklenir [45]. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorii iizerinden eksitotoksik
sinyaller ile kalsiyum yiikselmesine bagl nitrik oksit (NO) ve nitrik oksit sentaz
(NOS) aktivasyonu goriilebilir [46]. Hipokampusun serebellar ve kortikal néronlara
gore NO kaynakli strese daha acik olmasinda bilirubin ile indiiklenmis NOS
ekspresyonundaki artisin yeri oldugu diisiiniilmektedir. Daha da 6nemlisi bilirubin
nedenli isitme kaybindaki sinaptik iletinin bozulmasindaki major etkenin NO

jenerasyonu oldugu diistintilmektedir [47, 48].
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Sekil 5: Konjuge edilmemis bilirubinin noral hiicre zari ve hiicre
ici yolaklar ile etkilesimleri [2]

Hipokampal noronlarda diger ndronlara gore belirgin olarak néronal dinamiklerin

bozulmasinda glutamat ve oksidatif stresin de rol oynadigi gosterilmistir [47].
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2.4.2.2. Astrositler ve Mikroglialarin Bilirubin Norotoksisitesinde Yeri

Noronlarin hayatta kalabilmesi ve fonksiyonlarinin korunabilmesi glial hiicrelerin
varhigina baghdir. Ozellikle beyin hasarinda biiyiik dnem tastyan bu hiicre grubunda
oligodendrositler, astrositler ve mikroglialar bulunur. Astrositler ve mikroglialarin
kendi arasindaki IL-1 ve ATP aracili olan iletisimi ise bir ¢ok patolojik durumda

hasarin gelisimini ve agirligini belirleyen faktorlerden biri haline gelir [49].

Mikroglial aktivasyonda mikroglia ile noronlarin arasindaki iletisimin temel
nokta oldugu ve aktive edilmis mikrogliadan salgilanan sitokinlerin hem komsu

noronlar1 hem de astrositleri etkiledigi diigiiniilmektedir [2].

Glial hiicrelerin arasinda en yogun olarak astrositler bulunur. Sinapslarin ¢ogunu
astrosit progesleri kilif seklinde sarar. Astrositlerin noronlar {izerine hem norotoksik
hem de ndroprotektif etkileri olabilir. Salinan pro-inflamatuar sitokinler, glutamat,
ATP ve serbest radikaller ndron hayatta kalimin1 azaltabilir ve norotoksinlere karsi
da noronlart acik hale getirebilir. Astrosit fonksiyonlarindaki bozulmanin néronal

disfonksiyonda goz ardi edilemez bir 6nemi vardir [50].

Calismalarda primer hiicre kiitiirlerinde konjuge edilmemis bilirubinin
astrositlerin viabilitesini, morfolojisini ve mitokondrial fonksiyonunu etkiledigi
goriilmiistiir [32, 51]. Ayn1 zamanda hipoksi ve oksijen-glukoz yoksunlugunun da
astrositleri bilirubin hasarina kars1 daya duyarli hale getirerek norotoksisitede rol

oynadiklar1 diistiniilmektedir [52].

Mikroglialar nérojenez, lezyon sonrasi doku onarimi ve “sinaptik soyulmada”
rol oynarlar. Ayn1 zamanda doku homeostazinin temelinde mikroglia tarafindan
yapilan doku fagositozu yer alir [53, 54]. Ancak asir1 aktive olmalarinin ndrotoksik
sonuglari olabilir. Bilirubin maruziyetinde astrositlerde oldugu gibi mikroglialarda da
mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolaklar1 ve niikleer faktor kappa-B (NF-kB)
sinyal yolaklar1 {izerinden pro-inflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1p, IL-6) salgilanir
[53, 55]. Aymi sekilde bilirubin hasarinda glutamat ve NO salinimi da artarak belli
diizeye geldiklerinde norotoksik hale gelirler [56, 57].

Yapilan ¢aligmalarda konjuge edilmemis bilirubinin bir bagka etkiledigi hiicre

grubunun da oligodendrositler oldugu goriilmiistiir[58]. Mekanizmalar ¢ok 1iyi
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bilinmemekle birlikte bilirubinin oligodendrosit prekiirsor hiicreleri etkileyerek
oligodendrosit matiirasyonunu bozdugu ve sonucta myelinojenezisi bozdugu

distintilmektedir[58, 59].

2.4.3. Bilirubinin Indiikledigi Nérolojik Disfonksiyon (BIND), Akut Bilirubin

Ensefalopatisi ve Kernikterus

Agir indirekt hiperbilirubinemi sonrasinda gelisen ve kronik siirecte koeroatetotik
serebral palsi, igsitme kaybi, yukar1 bakis paralizi ve bazen de zihinsel engel ile
karakterize olan tabloya kernikterus adi verilir. Beyin dokularinin sariya
boyanmasina atfen Yunanca “gekirdek sariligr” (Sekil 6, [60]) anlamina gelen bu
terim ilk kez 1900’11 yillarin basinda kullanilmistir [61]. Makroskopik olarak
etkilenen bolgelerin basinda globus pallidus, hipokampus, lateral ventrikiil duvarlari,
serebellum ve subtalamik nukleus gelir [2]. Kernikterus giiniimiizde agir
hiperbilirubinemi sonrasinda uzun dénemde ortaya ¢ikan kronik tabloyu tarif etmek
icin kullanilirken, agir yenidogan sarilig1 sonrasindaki akut ensefalopatik tablo akut
bilirubin ensefalopatisi olarak adlandirilir. Bilirubinin indiikledigi noérolojik
disfonksiyon (BIND) ise beyin hasariin daha hafif formlarindan komaya uzanan bir

spektrumda bilirubinin neden oldugu tiim norolojik hasar tarif etmek kullanilir [4,
10].

Gilinlimiizde hem prognoz 6ngoriisii hem de tedaviye yonelik standardizasyon
amaciyla yendiogan sariligi gelismis olan bebeklere BIND skoru [62, 63]
uygulanmaktadir (Tablo 2).
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Sekil 6: Kernikterus. Koroner Kesitte bilirubin ile sariya boyanan bazal
ganglia ve korteks [60]

Tablo 2: BIND Skorlamasi

KLINIK 1 PUAN 2 PUAN 3 PUAN
Uyuklama, Letarji, Semikoma

Mental durum emmede zayiflik Iritabilite konvulziyon.
Hiper/hipotoni, Belirgin

azalma/artma,

Kas tonusu Hafif azalmis hafif kemer opistotonus, bisiklet
pozisyonu hareketi
Durdurulamayan/

. Ti 1i/ k
Aglama Yiiksek sesli 12 SeSH seyTe sadece uyaranla
aglama

aglama

BIND skorlamasi :
1-3 Puan: Minimal ensefalopati belirtileri
4-6 Puan: Progresif ancak reversibl ensefalopati belirtileri

7-9 Puan: ileri, cogunlukla irreversible ensefalopati belirtileri
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Akut bilirubin ensefalopatisinde (ABE) ilk ortaya ¢ikan bulgular emmede
azalma, letarji, uykuya meyil, hafif hipotoni ve hafif tiz sesli aglamadir. Ilerleyen
siiregte irritabilite, degisken tonus (¢ogunlukla artmis tonus), emmede belirgin
gerileme, tiz sesli aglama ve bir kisminda retrokollis ve opistotonus gelisebilir. Bu
evrede acil kan degisimi ile ndrolojik fonksiyonda diizelme oldugu bildirilmis
vakalar bulunmaktadir [64]. ABE’nin ileri evresinde ise bebekte agir stupor, koma,
artmis tonus, retrokollis, opistotonus, emmeme ve ¢ok tiz sesli aglama goriilebilir
[10, 19]. Ilerlemis evrede bebeklerin tama yakininda, santral sinir sistemi hasar1 geri

dondiirilemez [10].

Kernikterus tablosu oturduktan sonra ileri yaglarda, c¢ocuklarda
ekstrapiramidal bozukluklar, 6zellikle atetoz, bakis anomalileri, Ozellikle yukari
bakis paralizisi, isitme bozukluklari, 6zellikle sensorindral isitme kaybi, zihinsel

bozukluklar ve mental retardasyon goriilebilir [19].

Geligmis iilkelerde ve fototerapinin yaygin uygulamaya ge¢mesi sonrasinda,
kernikterusun en Onemli nedenlerinden olan Rh immiinizasyonunun gebelikte
profilaksi ile azaltilabilmesi sayesinde, kernikterus vakalarinda belirgin diisiis
goriilmiistlir. Ancak son yillarda bildirilen kernikterus vakalarinda artis gézlenmistir
[4, 6]. Bu artigin vaka bildirimlerinin daha kontrollii yapiliyor olmast ile ilgisi halen
tartisilmakta olsa da, dogum sonrasi erken taburculuk, anne siitiiniin Oneminin
anlasilmasi ile yasamin ilk gilinlerinde formiila ile beslenmenin azaltilmasinin
ozellikle term saglikli bebeklerde goriilen agir hiperbilirubinemilerde rolii oldugu

distintilmektedir [4, 6, 19].

Giliniimiizde kernikterusun kesin insidansi bilinmemektedir. 35 gestasyon
haftasi iizerindeki bebeklerin yaklasik olarak 1/650-1000’inde serum bilirubin
degerlerinin >25 mg/dL, yaklasik 1/10000’inde ise >30 mg/dL ye ulasabildigi
diisiiniilmektedir [6]. Ancak bu demografik veriler bir¢ok faktére gore, ozellikle
bulunulan iilkenin gelismislik diizeyine gére degisebilmektedir. Ozellikle tibbi
yardimin geg¢ gelebildigi veya tibbi cihaza ulagilamayan iilkeler ve savas bolgelerinde

ABE ve ABE kaynakli mortalite oranlar1 ¢arpict olarak yiiksektir [4, 14].
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2.5.  Yenidoganlarda indirekt Hiperbilirubinemi Tedavisi

Indirekt hiperbilirubiminin acil ve dogru tedavisi agir sarilig1 olan bebeklerin hayatta
kalmas1 ve morbiditenin engellenmesi agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Gliniimiizde
3 ana tedavi sekli mevcuttur: 1) Bilirubinin viicuttan atilimimi kolaylastiran
izomerlere doniistiiren fototerapi 2) Bilirubinin direkt olarak viicuttan uzaklagmasini
saglayan kan degisimi 3) Bilirubin iiretimini azaltan, normal bilirubin metabolik
yolaklarin1 hizlandiran veya enterohepatik dolasimi engelleyen farmakolojik ajanlar.
Ancak bu tedavilerin hepsi yliksek bilirubin ylikiinli azaltmaya yonelik olup primer
olarak bilirubinin hiicresel diizeydeki toksisitesinde etkin degildir. Fototerapi ve kan
degisimi endikasyonlari, Amerikan Pediatri Akademisi (AAP) tarafindan
yayinlanmig kilavuzlarda belirtilmistir (Sekil 7-8) [10].

2.5.1. Fototerapi

Fototerapinin ¢alisma prensibi, ciltte ve subkutan dokuda bulunan bilirubinin
fotonlar1 abzorbe ederek daha polar, suda daha rahat ¢oziinen ve safra yolu ile
bagirsaktan ve ufak bir kismi da bobrekten atilabilen foto-izomerlere doniismesidir
[65]. Doz-bagimli bir tedavi olan fototerapide 151k kaynaginin tipi, bebegin 151k
kaynagina olan uzaklig1 ve 1s18a maruz kalan viicut yiizey alan1 tedavinin etkinligini
belirler [10]. Bilirubin ve cildin optik 6zellikleri goz Oniine alindiginda, en etkili
dalga boylarmin 425-490 nm spektrumunda (mavi-yesil spektrum) oldugu
bilinmektedir [66].

Fototerapinin siirekli mi yoksa araliklarla mi1 uygulanmasi gerektigi
konusunda kesin bir dneri yoktur ancak TSB diizeyinde anlamli diisiis saglanincaya
kadar yogun ve devamli verilmesi yaygin olarak kabul gérmektedir [10, 66].
Tedavide amag, total serum bilirubin (TSB) diizeylerini kan degisimi gerektirecek
seviyelere ulagmadan diisiirebilmektir [10]. Fototerapi etkinligi kanitlanmais,

saptanmig 6nemli yan etkileri olmayan bir tedavi yontemidir [1].
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Sekil 7. Gestasyon haftasi 35 ve iizeri bebeklerde fototerapi endikasyonlar: [10]
Fototerapi ¢izelgesi risk faktorleri, izoimmiin hemolitik hastalik, G6PD eksikligi, asfiksi, belirgin

letarji, 1s1 diizensizligi, sepsis, asidoz, albumin <3 g/dL olmasi olarak belirtilmistir

2.5.2. Kan Degisimi

Kan degisimi, bilirubin diizeyleri ile beraber maternal antikorlar1 ve diger toksik
maddeleri uzaklastiran, anemiyi diizelten bir tedavi yontemidir [67]. Postnatal saat
esas alinarak yasa gore kan degisimi icin Onerilen TSB seviyeleri, AAP tarafindan

bildirilmistir (Sekil 8) [10].

Diistik gestasyon haftasindaki ve hasta infantlarda fototerapi ve kan degisimi
icin daha diisiik TSB degerlerinin kabul edilebilmesinin nedeni, bu durumlarda
kernikterus riskinin normalde beklenenden daha diisiik TSB seviyelerinde mevcut
olmasidir. Bu durumlarda tedavi karar1 verirken bebeklerin klinik durumu, gestasyon

haftas1 ve dogum agirlig1 goz onilinde bulundurulmalidir [68-70].

Kan degisimi yapilmadan once goz Oniinde bulundurulmasi gereken risk
faktorlerinden biri de bilirubin/albumin oranidir [19]. Albumine baglanmis olan
bilirubinin KBB’den gecemeyecegi varsayimi ile, albumin serum seviyelerinin diigiik

olmasi kernikterus icin basli baslina risk olusturur. AAP tarafindan kan degisimi
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acisindan degerlendirme yapilirken dikkat edilmesi gereken bilrubin/albumin

oranlar1 da belirlenmistir (Tablo 3) [10].
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Sekil 8. Gestasyon haftasi 35 ve iizeri bebekler icin kan degisimi
endikasyonlar [10]

Kan degisimi cizelgesi risk faktorleri, Izoimmiin hemolitik hastalik, G6PD eksikligi, asfiksi,

belirgin letarji, 1s1 diizensizligi, sepsis, asidoz, albumin <3 g/dL olmasi olarak belirtilmistir.

Kan degisimi sonrasinda dokulardaki bilirubinin plazmadaki bilirubin ile
dengelenmesi sonucu TSB’nin degisim oncesi degerinin %60°1 kadarina diigmesi

beklenir [67].
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Tablo 3. Kan Degisimi Icin Bilirubin/Albumin Oranlar

Kan Degisimi Diisiiniilmesi gereken
Risk Kategorisi Bilirubin/Albumin Oranlarn (TSB
mg/dL, Alb g/dL)

>38 0/7 hafta infantlar 8.0

35 0/7-36 6/7 hafta ve saglikl veya

>38 0/7 hafta ve yiiksek riskli veya 72
izoimmiin hemolitik hastalig1 veya

G6PD eksikligi olan infantlar

35 0/7-37 6/7 hafta ve ytiksek riskli
veya izoimmiin hemolitik hastalik veya 6.8

G6PD eksikligi olan infantlar

2.5.3. Farmakolojik Tedaviler

Indirekt hiperbilirubinemi tedavisinde denenmis farmakolojik ajanlar, intravendz

immiinglobulin (IVIG), fenobarbital, ursodeoksikolik asit ve metallopofirinlerdir.

2.5.3.1. intravensz Immiinglobulin

Glinlimiizde kanita dayali etkinligi tartismali olmakla birlikte intravendz
immiinglobulin (IVIG), yenidoganin hemolitik hastaliginda kullanilmaktadir [71].
Kesin mekanizma bilinmemekle birlikte, IVIG’in anti-D ile duyarlanmis neonatal
eritrositler ile yarigarak anti-D antikorlarimin Fc reseptor alanlarma tutundugu ve
boylelikle ileri hemolizi ve hemoliz kaynakli indirekt hiperbilirubinemiyi engelledigi

distintilmektedir [72].

Kanit diizeyinin yiiksekligi i¢in heniiz gerekli sayida aragtirma bulunmasa da
yapilan c¢aligmalarda yenidoganin hemolitik hastaliginda IVIG kullanimi ile kan

degisimi gereksiniminde azalma oldugu gosterilmistir [71, 73].
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2.5.3.2. Fenobarbital

Fenobarbital hem karacigerde mikrozomal enzim indiiksiyonu yaparak bilirubin
konjugasyonunu artirir hem de bilirubinin karacigere alinmasini1 ve safra atilimin
artirtr.  Ancak yan etkileri nedeniyle gilinlimiizde yenidogan sarilifinda

kullanilmamaktadir [74].

2.5.3.3. Ursodeoksikolik Asit

Ursodeoksikolik asit safra atilimini artirarak serum bilirubin diizeylerinin diismesine

yardimci olur [19].

2.5.3.4 Metalloporfirinler

Metalloporfirinler, hem katabolizmasinda hiz kisitlayict enzim olan hem oksijenazi
inhibe eden hem-analoglaridir. Hem yikimini durdurarak bilirubin olusumunu
engeller ve yenidoganin indirekt hiperbilirubinemisinde bilirubin {iretimini azaltirlar.
Bu konudaki meta-analizde, metalloporfirin kullaniminin fototerapi ihtiyacin1 ve
hastanede yatis siiresini azaltti§1 saptanmustir [75, 76]. Ancak kernikterus riskini ve
bilirubin ensefalopatisine bagli noro-gelisimsel bozukluklar1 engelledigine dair
yeterli kanit bulunmamaktadir. Ayni sekilde kiitanéz 151k duyarliligini artirip
artirmadigima dair de kesin bir sonuca ulasilamamistir. Bu nedenlerle yenidogan

sarilig1 rutin tedavisinde heniiz yerini almamistir [76].

2.6. Yenidoganlarda Hipotermi Tedavisi Uygulamalar
2.6.1. Hipoksik Iskemik Ensefalopati

Gelismis iilkelerde peripartum asfiksi, 1000 canli dogumdan 3-5’ini etkilemekte ve
0,5-1’inde orta veya agir hipoksik iskemik ensefalopatiye (HIE) neden olmaktadir
[77]. Etkilenen infantlarin %10-60’1 hayatin1 kaybederken, hayatta kalanlarin en az
%?25’inde noro-gelisimsel sekel kalmaktadir [78].

Hipoksik-iskemik beyin hasarinda, yasanan hipoksi ve iskeminin agirligi,

sekli, siiresi, bebegin gestasyonel yasi ve metabolik durumu, olusan noropatolojiyi
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belirleyen ana faktorlerdir [79]. Klinik ve deneysel ¢aligmalara gore gegici hipoksik-
iskemik hasar sonrasi noronal 6liim, iki asamada meydana gelmektedir. Eger hipoksi
agir ise, olay aninda hiicresel hipoksi ile hiicrelerin enerji depolarmnin tiikkenmesi
sonucu primer noronal oliim gerceklesir. Bu olaydan en az 6 saat sonrasinda ise
ikinci faz olan sekonder néronal 6liim meydana gelir [80]. Gecikmis ndronal dliimde
rol oynayan mekanizmalar ise hiperemi, sitotoksik 6dem, mitokondrial bozukluklar,
eksitotoksinlerin birikimi, gelisimsel apoptoz, NO sentezi, serbest radikal hasar1 ve

aktive olmus mikroglianin sitotoksik etkileridir [79].

Erken ve gecikmis noronal hiicre 6liim fazlar1 arasindaki pencerede, HIE
geligsmis olan bebeklerde hipoterminin ndroprotektif oldugu 2007 Cochrane meta-
analizinde gosterilmistir [11]. Analizde toplamda 8 ayr1 ¢alismada 638 orta-agir
ensefalopatisi ve intrapartum asfiksisi olan term bebegin verileri degerlendirilmistir.
Degerlendirmeye alinan ¢aligmalarda dis kulak yolunda sicaklik 33-33,5°C olacak
sekilde bas sogutma [81]; rektal sicaklik 32,5-33,5°C olacak sekilde tiim viicut
sogutma [82]; rektal sicaklik 34-35°C olacak sekilde bas sogutma [83]; rektal
sicaklik 34,5-35,4°C olacak sekilde bas sogutma [84]; rektal sicaklik 33,5-34,5°C
olacak sekilde bas sogutma [85]; rektal sicaklik 34-35°C olacak sekilde bas sogutma
[86]; Ozefageal sicaklik 34,5°C olacak sekilde tiim viicut sogutma[87] ve 0zefageal
sicaklik 33-34°C olacak sekilde tim viicut sogutma yapilmistir [88]. Sogutmanin
sag kalanlarda major engel oranini artirmadan mortaliteyi diislirdiigii saptanmistir.
HIE gecirmis bebeklerin sogutma tedavisi uygulananlarinda 18. ayda, uygulanmayan
gruba goére norolojik disfonksiyonun daha iyi oldugu goriilmiistiir. Glinlimiizde
serebral sogutma HIE’de uzun dénemde noro-gelisimsel prognozu olumlu etkiledigi
kanitlanmig tek tedavi yontemidir. Ancak sogutma sekli, sogutma siiresi ve derecesi

ile ilgili ileri caligmalarin yapilmasi gerekmektedir [11].

Shankaran ve ark.’nin, HIE’de daha derin ve daha uzun sogutma ile ilgili
yaptigt randomize klinik c¢aligma hasta giivenligi agisindan  bitmeden
sonlandirilmistir. Ancak elde ettikleri verilerde derin hipoterminin (32°C) veya uzun
siireli hipoterminin (120 saat) mortalite agisindan olumlu etkileri olmadigi
saptanmigtir. Uzun sogutma, aritmi, aniiri ve daha uzun hastane yatis1 ile

iliskilendirilirken; derin sogutma, daha sik NO ve ekstrakorporeal membran
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oksijenizasyonu (ECMO) kullanimi, daha uzun siire oksijen ihtiyact ve daha sik

bradikardi ile iligskilendirilmistir [89].

2.6.2. Diger Endikasyonlar ile Hipotermi Uygulamalari:

Hipotermi eriskinlerde miyokardial infarkt, organ transplanti, kardiyopulmoner
bypass, spinal kord hasar1 ve intestinal iskemide yapilmis olan kiiciik sayili klinik
caligmalarda hiicre koruyucu etkisi gosterilmistir [90]. Eriskinde “inme” de bakilan
ndroprotektivitesi ise meta-analizde anlamli bulunmamistir ancak bu durum

caligmalarin boyutuna ve sayidaki azliga baglanmistir [91].

Yenidoganlarda ise hipoterminin, HIE’de belirlenmis olan kriterlerin
disindaki infantlarda ve diger endikasyonlarda kullanimi ile ilgili ¢alismalar soz

konusu olmustur [92, 93].

Term ve erken term bebeklerde serebral palsinin en sik nedeni perinatal
arterial iskemik inmedir ve siklik neredeyse erigkinlerdeki biiyiik damar iskemik
inmesi insidansina yaklasmaktadir [94]. Iskemide sogutmanin etkilerine bakilan
hayvan ¢aligmalarinin meta-analizinde hipoterminin iskemik lezyonu belirgin sekilde
kiigiilttiigii gosterilmistir [95]. HIE nedeniyle serebral sogutma uygulanmis
infantlarin da icine alindig1 bir ¢aligmada, perinatal inme varlifinda sogutma
uygunlanmig grupta uygulanmamig gruba gore nobet gecirme sikliginda azalma

oldugu gosterilmistir [96].

Kardiyak arrest sonrasi hipoterminin koruyucu etkileri erigkin hastalarda
yapilan randomize klinik g¢aligmalar ile kanitlanmig ve rutin klinik ugulamada
kullanilmaya baglanmistir [97]. Moler ve ark., pediatrik hasta grubunda (postnatal 48
saat-18 yas) kardiyak arrest sonrasi sogutma ile ilgili 2009 yilinda ¢ok merkezli
randomize klinik pilot ¢alismalar1 baslatmislardir. Umit verici sonuglar goriilmekle
birlikte heniiz yapilan ¢aligmalarda terapdtik hipoterminin pediatrik pratige girmesini

saglayacak kanit diizeyinde veri bulunmamaktadir [98].

Intestinal iskemi olusturulmus hayvan modeli kullanilan bir ¢alismada
hipoterminin intestinal hasar1 ve mortaliteyi azalttig1 goriilmiistiir [99]. Son yillarda
yapilmis olan, 15 ileri evre nekrotizan enterekolit (NEK) ve ¢oklu organ yetmezligi

olan bebege hafif ve orta hipotermi uygulanan pilot klinik ¢aligmada ise hipotermiye
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bagli major bir yan etki goriilmemistir [100]. Sogutma, NEK’te arastirilmasi gereken

tedavi yontemleri arasindadir [90].

2.6.3. Hipotermi ve Noron Koruyucu Etkileri

Hipoterminin ndron koruyucu etki olusturma mekanizmalart tam olarak
bilinmemekle birlikte birden fazla metabolik yolagi etkiledigi diistiniilmektedir.
Apoptoz aracili hiicre 6liimiinde néron sag kalimmi artirdigr gosterilmistir [13].
Hipoterminin serebral metabolik hizi, eksitatuar amino asit (glutamat, dopamin)
salmimini, NO ve serbest radikal {iretimini azaltarak noroprotektif etki gosterdigi
saptanmistir [12]. Ayn1 zamanda inflamasyonu, ekstrinsik hiicre 6liim yolaklarini ve
anormal glutamat reseptdr aktivitesini baskilayarak da hiicre oliimlerini azalttig

gosterilmistir (Tablo 4) [101].

Iskemi sonrasi reperfiizyon tedavisinde hipoterminin yerini arastiran bir
hayvan ¢alismasinda, hipoterminin KBB biitiinliigiiniin korunmasina da olumlu etkisi
oldugu gosterilmistir [102]. Yenidogan ratlar {izerinde yapilan baska bir hayvan
deneyinde  hipoterminin  nérojenezisi  artirdifi  ve apoptozu  engelleme

mekanizmalarindan birinin Bcl-2 yoluyla oldugu anlagilmistir (Tablo 4) [103].
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Tablo 4. Hipoterminin Potansiyel Noron Koruyucu Mekanizmalari [101]

Hasar Mekanizmasi

Terapotik Hipotermi ile Iliskisi

Anoksik Kisith. Hipoksi-iskemi (HI) aninda sogutma ile alakali,
depolarizasyon orn., kardiyak cerrahi.
Reqktlf OIFS%J n Kisith. HI aninda etkili. Geg sogutma ile iligkisi
radikallerinin

. konusunda az kanit mevcut.
birikimi
KBB yikiminin Kisitli. KBB yikimini engelledigi gosterilmekte ancak
engellenmesi etki ge¢ meydana gelmekte.

Programl hiicre
olimi

Giicli. Kaspaz-3, hipoksi-iliskili protein sentezini,
mitokondrial gecirgenligi, intrinsik ve ekstrinsik 6liim
yolaklarin1 etkiledigi bilinmekte.

Sekonder
inflamasyon

Giglii. Mikroglial aktivasyonu, inflamatuar sitokin ve
diger norotoksin salinimlarini baskilamakta.

Anormal glutamat
reseptor aktivasyonu

Orta. Reseptor aktivitesini etkiledigi bilinmekte ancak
yeterli klinik ¢alisma mevcut degil

Serebral Disiik thtimal. Serebral hipoperfiizyon evresini

hiperperfiizyon uzatmakta.

Sitotoksik &dem Diistik ihtimal. Gecikmis hiicresel 6demi azaltmakta
ancak noron koruyucu etkisi ile iliskilendirilememekte.

Buy.l.lme‘ . Kisith. Bazi biiyiime faktorlerini artirdig bilinmekte

faktorlerinin N Sy et .

. . ancak noron koruyu etki ile iligkilendirilememekte.

indiiklenmesi

E}ektrograﬁk Kisitli. Yeterli destekleyici veri bulunmamakta.

ndbetler
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Plam

Deneyde 4 ana 1s1 grubunun, 37°C, 34°C, 32°C ve 29°C, karsilagtirilmasi planlanda.
Her grup icin 2 adet bilirubin eklenecek, 1 adet sham, 1 adet kontrol olacak sekilde 4
petri olmasina karar verildi. Noral hiicrelerde normotermik ortamda %50 Oliime
neden olan bilirubin dozunun bulunmasi i¢in artan dozlarda bilirubin eklenen
deneyler i¢in kontrol grubu dahil 4 petri yapilmas: planlandi. Her deneyin 3 kez
tekrar edilmesi kararlastirildi. Bir yenidogan fareden izole edilen hipokampuslerden
4 adet petriye kiiltlir yapilmasi planlandi. Sonug¢ olarak calismada toplam 15 adet
Balb-c yenidogan fare (Postnatal 0-1. giin) kullanildi. Bu ¢alisma, Istanbul Medipol
Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan 15.06.2015 tarihindeki
45 No’lu karar ile onay alindiktan sonra Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve

Restoratif Tip Arastirmalar1 (REMER) Laboratuvari’nda yapildi.

3.1.1. Genel Deney Plam

1. Toz konjuge edilmemis bilirubinin saflastirilmasi.
2. Yenidogan farelerden diseksiyon ile hipokampus elde edilmesi.
3. Hipokampus primer noron hiicre kiiltiirlerinin elde edilmesi

4. Bilirubin stok soliisyonu hazirlanmasi ve hiicre kiiltiirlerine artan dozlarda
uygulanarak, normotermik ortamda %50 mortaliteye neden olan bilirubin

dozunun saptanmasi.

5. Saptanan dozda bilirubinin, hazirlanmis olan in vitro 3. Giliniindeki (DIV3)
hiicre kiiltlirlerine uygulanmasi ve kiiltiirlerde bilirubin norotoksisitesi

olusturulmasi.

6. Bilirubine maruz kalmis kiiltiirlerin ve bilirubin uygulanmamis kontrol grubu
kiiltiirlerin, normotermik, hafif, orta ve agir hipotermik ortamlarda 24 saat

inkiibe edilmesi.
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7. 24 saat inkiibasyon sonrasi normotermik ve hipotermik hiicre kiiltiirlerindeki
hiicre sag kaliminin, apoptoz ve nekroz oranlarinin konfokal mikroskop

incelemesi, PI ve JC-1 boyamalari ile degerlendirilmesi ve karsilagtirilmasi

8. Hipoterminin geg etkilerini gérebilmek amaciyla deney gruplarinin in vitro 7.

Giinde (DIV7) tekrar incelenmesi.

3.2. Bilirubinin Hazirlanmasi
3.2.1. Bilirubinin Saflastirilmasi

Kimyasal firmasindan alinmis olan toz, konjuge edilmemis bilirubin (Sigma Aldrich,
B4126) oncelikle McDonagh ve Assisi [104] metodu ile saflastirildi. Tiim deney
1siktan korunarak yapildi.

1. 500 mg bilirubin, 500 ml kloroform ile karistirilarak kaynayana kadar 1sitild1

ve sonrasinda oda 1sisina kadar sogutulmaya birakildi.

2. Soliit de igeren soliisyon, 500 ml 0,1 M NaHCOs soliisyonu ile (5x100ml) ile
yikandi ve ekstraksiyon yapildi.

3. Elde edilen soliisyon anhidroz NaSO, yavas yavas eklenerek kurutuldu ve

filtrelendi.
4. Soliisyon kloroformun yaklasik '2’si ugana kadar kaynatildu.
5. Kaynayan soliisyona ufak miktarlarda metanol kristalize olana kadar eklendi.

6. Oda sicakligina soguduktan sonra preparat metanol ile yikandi ve azot ile
kurutularak elde edilen saf bilirubin alikotlanarak ve 1siktan korunarak -

20°C’de saklanda.

3.2.2. Bilirubin Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Albumin ile Kullaniimasi

Saflagtirilmis bilirubin kullanilmadan hemen o6nce 0,1 M NaOH ile 10 mM
konsantrasyonunda olacak sekilde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi. Soliisyon
yogun hazirlanarak kiiltiirlere eklenecek miktarin azaltilabilmesi amaglandi.
Kiiltiirlere eklenmeden 6nce 1:1 molarite oraninda insan serum albumini (Sigma

Aldrich, A1887) (Fraksiyon V, yag asitsiz) ile karigtirildi. Albumin ile baglanmasi
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saglanarak yiiksek konjuge edilmemis bilirubin oligomerleri ve hatta presipitatlar
olusmasi nedeniyle hiicre zarlarinin etkilenmesinin engellenmesi amaclandi.
Bilirubin/albumin orani ise ¢alismamizda agir indirekt hiperbilirubinemi aragtirilmasi
amaglandigindan 1:1 olarak ayarlandi. Literatiirdeki ¢alismalarda, hafif-orta
hiperbilirubinemi modellerinde 1:2 oram1 kullanilirken agir hiperbilirubinemi
tablosunda fizyolojiye uygun olarak albumin orani daha diisiik kullanildi [57, 105,
106]. Kiiltiirlere bilirubin eklendikten sonra ortam pH’inin 7,4 civarinda tutulmasina
Ozen gosterildi. Caligmalarin hepsi, fotodegredasyonu engellemek amaciyla minimal

1s1kl1 ortamda yapildi.

3.3. Noron Hiicre Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

3.3.1. Petrilerin Kaplanmasi

Hiicrelerin in vitro ortamda canliliklarini uzun siire koruyabilmeleri ve bir yiizeye
tutunabilmeleri i¢in petrilerin kaplanmasi gerekir. Petriler oncelikle elektrostatik
ozelligi sayesinde hiicrelerin yapismasini saglayan %10 poly-L-lizin ile kaplanarak

oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Sonrasinda steril distile su ile yikandi.

3.3.2. Diseksiyon

Diseksiyon besiyeri olarak Hibernate-A (Gibco, A1247501) kullanildi. Hibernate-A,
bir¢ok hiicre kiiltiirlinde kullanilan zenginlestirilmis bir besi ortamidir. Hibernate-A,
icerisine %1 oraninda glutamin ve ayni oranda antibiyotik-antimikotik soliisyonunun
aseptik kosullarda eklenmesiyle hazirlandi. Diseksiyon siiresince besiyeri soguk
olarak kullanildi. Postnatal 0. glinlindeki Balb-c fareler dekapite edildi ve beyinleri
hazirlanmis Hibernate-A iizerinde diseke edilerek hipokampus dokulari mikroskop
altinda izole edildi (Sekil 9). Hipokampus dokusunun daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
gosterildigi lizere bilirubine olan hassasiyeti nedeniyle deneylerimizde ozellikle

hipokampus ndron kiiltiirleri kullanildi [47].
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3.3.3. Kiiltiir ve Hiicre Yasam Besiyeri

Izole edilen hipokampus dokular1 L-15 (Sigma Aldrich, L5520) atmosfere uyumlu
besiyeri icesinde kimyasal ayrigtirmaya birakildi. L15 igerisine %1 oraninda
glutamin ve ayni oranda antibiyotik-antimikotik soliisyonunun aseptik kosullarda

eklenmesiyle hazirlandi.

Sekil 9. A) Yenidogan Balb-c fare; B) izole edilmis beyin; C)
Izole edilmis hipokampus dokulari

3.3.4. Kimyasal Ayristirma

Sinir sistemi ile hazirlanmis hiicre kiiltlirlinde, enzimler yardimiyla hiicreleri bir
arada tutan yapilar parcalanir (bag doku, bazal lamina, hiicreler arasi baglantilar).
Papain, merkezi sinir sisteminde, hiicreler aras1 baglantilar1 koparmak i¢in kullanilir.

Dokular +4°’de L15 igerisinde 40 dakika papain eklenerek inkiibasyona birakildi.
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3.3.5. Mekanik Ayristirma

Enzimatik olarak gevsemis hiicrelerin ayrigmast tiritlirasyon ile saglandi. Bunun i¢in
cam Pasteur pipet ucundan dokular nazikge gecirildi. Mekanik ayristirma yapilmadan
once, daha iyi ayristirilabilmesi icin hiicre siispansiyonuna %1 oraninda DNAse

eklendi. Siispansiyon sonrasinda 15 dakika oda sicakliinda ajitatorde inkiibe edildi.
3.3.6. Hiicre Ekimi

Fetal dana serumu (Sigma, F9665) ile papainin etkisi durdurulduktan sonra hiicre
siispansiyonu santrifiij edildi ve slipernatant uzaklastirildi. Kalan pellet , Neurobasal-
A (NBA, Gibco, A 12475) besiyerinde ¢oziildii. NBA’da ¢6ziilmiis olan hiicreler, 35
mm ¢apinda cam petrilere ekildi. iki hipokampus dokusundan elde edilen hiicreler
toplam 4 petriye ekildi. Ekim sonrasi hiicrelerin petri tabanina yapismasi igin
inkiibatorde 2 saat beklendikten sonra besiyeri 1,5 ml’ye tamamlandi. Kiiltiirler %5
CO, ayarhi 37°C’lik etiivde inkiibasyona alindi. Normal fizyolojiyi saglayabilmesi
icin, noronlar ve glial hiicreler bir arada ekildi. Deneyler sirasindaki
degerlendimelerde konfokal mikroskop ile hem propidium iyodiir (PI) hem de bright
field (BF) goriintiiler almarak ndron veya glia ayirimi, morfolojilerine bakilarak

yapild.

3.4. Kiiltiirlerde %50 Mortalite Saglayan Bilirubin Dozunun Bulunmasi

Yapilan in-vitro ¢alismalarda farkli diizeylerde bilirubin konsantrasyonlar1 ile néron
hiicre kiiltiirlerinde toksisite olusturulmustur [105-107]. Calismalarda farkl: tip hiicre
kiiltiirleri, kiiltiir yapim sekilleri ve bilirubin:albumin oranlart  kullanilmis
oldugundan ¢aligmamizda Oncelikle, yapilan kiiltiirlerde normotermik ortamda 24
saatlik bilirubin inkiibasyonundan sonra yaklagik %50 mortaliteye neden olacak
bilirubin dozunu hesaplamayr hedefledik. Uygulanacak dozlar icin bilirubin
norotoksisitesi ile ilgili yapilmig farkli in vitro ¢aligmalarda toksisitesi kanitlanmig

dozlar1 baz aldik[106-108].

Deneyde 4 grup olusturuldu: Sham grubu, 25 mikromol/L bilirubin eklenmis
grup, 50 mikromol/L bilirubin eklenmis grup, 75 mikromol/L bilirubin eklenmis
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grup. Sham grubuna, bilirubin eklenirken koyulan kimyasallar (albumin, NaOH)
eklendi.

Hazirlanmis olan kiiltiirlerin DIV3’te dnce goriintiilemeleri alindi, viabiliteye
bakild1 ve sonrasinda bilirubin eklenerek 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonrasinda
tekrar kiiltiirlerin goriintiilemeleri alinarak mortalite oranlar1 hesaplandi. Deneyler 3

kez tekrarlandi.

3.5. Bilirubin Uygulanmis Kiiltiirlerin Sogutulmasi

Sogutma deneylerinde her sicaklik grubunda 4 adet petri kullanildi; kontrol grubu,
sham grubu, bilirubin eklenen gruplar. Bilirubin eklenen petrilerden biri Propidium

Iyodiir (PI) gériintiilemesi icin, digeri de JC-1 goriintiilemesi igin kullanildi.

Hipokampus kiiltiirlerine inkiibasyonun in vitro 3. Giiniinde, bilirubin dncesi
goriintliilemeleri yapildiktan sonra saptanmis olan bilirubin dozu eklendi. Bilirubinin
eklenmesinin 72. saatte olma sebebi bu siire¢ i¢erisinde ndronlarin ve glial hiicrelerin
rejenerasyonlarinin saglanmasi ve tipki normal fizyolojide oldugu gibi gozlenmesine
olanak verilmesinin istenmesidir. Bilirubin norotoksisitesi ile ilgili bir¢ok ¢alismada
bilirubin uygulanmasi i¢in bu nedenle in vitro 3. giin tercih edilmektedir [57, 109].
Petriler 4 ayr1 deney grubu halinde; normotermik (37°C), hafif hipotermik (34°C),
orta hipotermik (32°C) ve agir hipotermik (29°C) derecede inkiibatorlere alinarak 24
saat bekletildi. Hipotermi dereceleri saptanirken, pratikte yenidogan bebeklerde,
preklinik ve klinik ¢aligmalarda yine yenidogan farelerde kullanilmakta olan

hipotermi dereceleri kullanild1 [87, 110, 111].

Her sicaklik derecesindeki inkiibatorde, hem bilirubin uygulanmis hem de
uygulanmamig kontrol kiiltiirler bulunmasi sayesinde hipoterminin kendi neden

olabilecegi hiicre 6liimii de gdz dniinde bulundurulmus oldu.

Yirmi dort saat sogutma sonrasinda normotermik ve hipotermik hiicre
kiiltiirleri hiicre sag kalimi ve apoptoz oranlar1 agisindan konfokal mikroskop
aracilif1 ile karsilagtirildi. Hipoterminin uzun siirecteki etkilerini gérmek amaciyla
24 saat sogutma sonrasinda bilirubin kiiltiirlerden uzaklastirildi ve Kkiiltiirler

normotermik ortama alindiktan sonra bilirubin maruziyetinin 72. saatinde, bir diger
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deyisle in-vitro 7. gilinde, sogutma yapilmamis olan kiiltiirler ile hiicre sag kalimi

acisindan karsilagtirildi. Tiim sogutma deney semasi Sekil 10°da verilmistir.

3.6. Kiiltiirlerin Goriintiilemeleri

Gorilintiilemeler i¢in tiim deney gruplarindaki petrilerin goriintiisii lazer taramali
konfokal mikroskop (LSM 780, Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile tarandi.
Noron ve glial hiicreler morfolojilerine bakilarak ayirt edildi. Konfokal mikroskopta
yer alan Zeiss Black yazilimi petrilerin merkezinden tiim petriyi kapsayacak sekilde
goriintii alinmasina ve sayim yapilmasina olanak saglamaktadir. Ayrica yazilimin
sagladig diger bir imkan ile ayn1 anda hem Bright Field (BF) hem PI goriintiilerini
alarak ve bunlarin birlestirilmis goriintiisiinii vererek deneyin daha iyi analiz edilmesi
saglanmaktadir. Petriler goriintiileme Oncesi isaretlenerek ve mikroskoba ayni
konumda yerlestirilerek, bilirubin sonras1  goriintiilemelerde ayni1 alanin
bulunabilmesi kolaylastirildi. X20 biiyiitmede 25 mikroskop alani tarandi ve 9’u
rastgele olarak sayildi. Her petride minimum 3000 hiicre sayildi. Mortalite
hesaplamalarinda her petri Oncelikle kendi igerisinde degerlendirildi. Bilirubin
sonrasindaki goriintiilemelerdeki PI pozitif hiicre sayilari, petrideki toplam hiicre

sayisina boliinerek mortalite hesaplandi.

3.6.1. PI goriintiilemeleri

Propidium iyodiir (PI) 6len hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlasarak floresan goriintii

alinmasini saglar (eksitasyon 535 nm maximum emisyon 617 nm).

Bilirubin ile muamele edilen kiiltiirlerin bilirubin maruziyeti 6ncesi ve
sonrasi PI ve BF goriintiileri alind1 (Sekil 11). Olen néron ve glial hiicrelerin orani bu
yol ile tespit edildi. Tiim petrinin taranarak goriintiisiiniin alinmasi en fazla 5 dakika
stirdii ve bu nedenle 6rnekler arasinda bekleme kaynakli bir fark olmadi. Bu siiregte

bilirubinin 1s1ktan olumlu veya olumsuz etkilenmesi s6z konusu degildi.
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In vitro 3. glinde hipokampus kulturlerine bilirubin eklenerek
24 saat sogutmaya alindi

Normotermik (37°C) Hafif hipotermik Orta hipotermik Agir hipotermik
grup (34°C) grup (32°C) grup (29°C) grup
-Kontrol grubu -Kontrol grubu -Kontrol grubu -Kontrol grubu
-Sham grubu -Sham grubu -Sham grubu -Sham grubu
-Bilirubin uygulanmig -Bilirubin uygulanmis  -Bilirubin uygulanmis -Bilirubin
grup grup grup uygulanmis grup

24 saat sogutma sonrasinda néronlarin morfolojleri, hayatta kalim oranlari ve 6lim sekilleri
(nekroz-apoptoz) konfokal mikroskop araciligi ile saptandi

Tam kdltdrlerin, incelemeler yapildiktan sonra, bilirubin uzaklastirilarak normotermik
ortamda inklibasyonuna devam edildi ve bilirubin maruziyetinin 72. saatinde (in vitro
7.ginde) hipoterminin uzun dénemde devam eden etkisini gormek amaciyla, kultirler tekrar
gruplar halinde degerlendirildi

Sekil 10. Kiiltiirlere Bilirubin Uygulanmasi ve Sonraki Degerlendirmelerin
Deney Plani

3.6.2. JC-1 Goriintiillemeleri

Mitokondrial membran potansiyelindeki degisiklikler hiicrenin fonksiyonlar1 ve

saghig1 agisindan bir belirte¢ olarak kullanilabilmektedir. JC-1 boyasi (5,5°,6,6 -
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tetrakloro-1,1’,3,3 -tetraetilbenzimi-dazolikarbosiyanin iyodid) erken donemde
apoptozun gostergesidir. Hiicre kiiltiirlerine eklenen JC-1 ile meydana gelen floresan
degisiklikler hiicrelerin 6lim siirecleri konusunda bilgi vermektedir. 488 nm ile
eksitasyonu, 590 nm ile emisyonu ger¢eklesmektedir. Hayatta olan hiicreler kirmizi,
Olenler ise yesil olmaktadir. Kiiltiirlere apoptoz oranlarinin saptanmasi i¢in JC-1

uygulandi. JC-1 toksik bir boya oldugundan goriintiilemeler sadece bilirubin

Sekil 11. A, Hipokampus kiiltiirii, BF ile goriintiileme; B, Hipokampus Kiiltiirii, PI ile
goriintilleme; C, Hipokampus kiiltiirii, PI ve BF ile goriintiileme

maruziyetinin 24. saatinde alindi, hipoterminin ge¢ etkilerine bakilirken apoptoz

oranlarina ayrica bakilmadi (Sekil 12).

Sekil 12. Bilirubin maruziyeti sonrasi
apoptoz, JC-1 ile goriintiileme
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3.7. istatistiksel Analizler

Sonuglar IBM SPSS Statistics V21.0 programi kullanilarak analiz edildi. Analizlerde
tek yonlii ANOVA ve sonrasinda Bonferroni post-hoc diizeltmesi yapildi. Ortalama

degerler istatiksel olarak p<0,05 oldugunda anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bilirubin Dozlarina Gore Hiicre Oliim Oranlari

24 saat normotermik ortamda

Farkli ve artan dozlarda bilirubin eklenen ve

inkiibasyon sonrasi mortalite agisindan degerlendirilen kiiltlirlerde, %50’ye yakin

mortalitenin 25 mikroMol/Lt konsantrasyon ile saglandig1 saptandi (Tablo 5) (Sekil

13). Sonraki

tim sogtuma deneylerinde 25 mikroMol/Lt bilirubin kullanildi

(Bilirubin:Albumin 1:1).

le Inkiibasyon

ini

Tablo 5. Normotermik Ortamda 24 Saat Bilirub
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Sekil 13. Normotermik Ortamda Bilirubin Dozlarina Gore Mortalite
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4.2. Sogutma Derecelerine Gore Mortalite
4.2.1. Normotermik (37°C) Grupta Mortalite

Normotermik grubun kendi igindeki analizlerinde bilirubin eklenmeden Once
petrilerdeki spontan hiicre Sliimii oran1 %7,76+0,62 (CI 4,80-10,5) idi. Kontrol ve
sham gruplar1 arasinda hiicre sag kalimlar1 agisindan anlamli fark yok idi. Bilirubin
eklenen grup ile sham ve kontrol gruplar1 arasinda hem 24. saatte hem de 3. giinde

anlaml1 fark mevcuttu (p<0,001) (Tablo 6) (Sekil 14).

Tablo 6. Normotermik Grupta Mortalite Oranlari

Mortalite
(Ortalama) S(l;i)l\)/[ %95 CI
(%)
Bilirubin
Bilirubin Oncesi Eklenecek 7,40 £1,46 1,10-13,7
Olan
Sham 8,26 +1,36 2,39-14,1
Kontrol 7,63 +0,65 4,80-10,5
Bilirubin Sonrasi 24. Bilirubin 442 10,98 39.9-48.4
saat Eklenen
Sham 14,6 +3,25 0,58-28,6
Kontrol 12,9 +2.,45 2,32-2,35
Bilirubin Sonrasi 3. giin Bilirubin 47,8 +0,96 43,7-51,9
Eklenen
Sham 20,9 +1,99 12,3-29,4
Kontrol 18,6 +1,92 10,3-26.9
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4.2.2. Hafif Hipotermik (34°C) Grupta Mortalite

Hafif hipotermi uygulanan grubun analizlerinde, bilirubin eklenmeden once

petrilerdeki spontan hiicre 6liim oranm1 %9,31£1,80 (CI 7,90-10,7) idi.

Sham ve kontrol gruplar1 arasinda mortalite oranlarinda anlamli fark yoktu.
Bilirubin eklenen grup ile sham ve kontrol gruplari arasinda bilirubin maruziyeti
sonrast hiicre sag kalimi acisindan 24. saatte (p=0,005) ve 3. giinde (p=0,012)
anlamli fark saptandi (Tablo 7) (Sekil 15).
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Tablo 7. Hafif Hipotermik Grupta Mortalite Oranlar:

Mortalite SEM

Ortalama %95 CI
| 0

Bilirubin
Bilirubin Oncesi Eklenecek 10,3 +0,66 7,47-13,1
Olan

Sham 9,42 +1,47 3,09-15,8

Kontrol 8,21 +0,77 4,88-11,5

Bilirubin Sonrasi 24. Bilirubin 33.4 506 9.18-57.5
saat Eklenen

Sham 11,0 +1,66 3,83-18,1

Kontrol 11,0 +0,80 7,43-14,3

Bilirubin Sonrasi 3. giin Biligym 34,1 +5,40 10,9-57.4
Eklenen

Sham 15,0 +1,68 7,8-22.3

Kontrol 14,2 +2.30 4,32-24,1
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4.2.3. Orta Hipotermik (32°C) Grupta Mortalite

Orta hipotermi uygulanan grubun analizlerinde bilirubin eklenmeden &nce

petrilerdeki spontan hiicre 6liim oranm1 %7,64+0,52 (CI 6,44-8,84) idi.

Sham ve kontrol gruplar1 arasinda mortalite oranlarinda anlamli fark yoktu.
Bilirubin eklenen grup ile sham ve kontrol gruplart arasinda bilirubin maruziyeti
sonrast hiicre sag kalimi acisindan 24. saatte (p<0,001) ve 3. giinde (p=0,006)
anlamli fark saptandi (Tablo 8) (Sekil 16).

Tablo 8. Orta Hipotermik Grupta Mortalite Oranlar

Mortalite
(Ortalama) S(l;i)l\)/[ %95 CI
(%)
Bilirubin
Bilirubin Oncesi Eklenecek 8,02 +1,41 1,92-14,1
Olan
Sham 7,62 +0,99 3,39-11,9
Kontrol 7,28 +0,40 5,57-8.98
Bilirubin Sonrasi 24. Bilirubin 18,06 10,48 16,0-20.1
saat Eklenen
Sham 9,24 +0,86 5,54-12,9
Kontrol 9,18 +0,66 6,33-12,0
Bilirubin Sonrasi 3. giin | . .ru0i 25,9 272 | 142-37,6
Eklenen
Sham 11,6 +2,12 2,51-20,7
Kontrol 12,9 +1,24 7,57-18,2
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4.2.4. Agir Hipotermik (29°C) Grupta Mortalite

Agir hipotermi uygulanan grubun analizlerinde bilirubin eklenmeden Once

petrilerdeki spontan hiicre 6liim oranm1 %8,73+0,72 (CI 7,07-10,4) idi.

Sham ve kontrol gruplar1 arasinda mortalite oranlarinda anlamli fark yoktu.
Bilirubin eklenen grup ile sham ve kontrol gruplari arasinda bilirubin maruziyeti
sonrast hiicre sag kalimi agisindan 24. saatte anlaml fark (p=0,002) mevcut iken, 3.
giinde (p=0,139) anlaml1 fark bulunmadi (Tablo 9) (Sekil 17).
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4.2.5. Sogutma Derecelerine Gore Bilirubin Maruziyeti Sonrasi Noral

Hiicrelerde Hayatta Kalim

Farkli sogutma derecelerinde bilirubin maruziyeti sonrasi mortalite bakildiginda 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda gruplar arasinda anlamli fark oldugu saptandi
(p=0,002). Grup i¢i analizlere bakildiginda normotermik grup ile orta hipotermi
(32°C) grubu arasinda (p=0,002) ve agir hipotermi (29°C) grubu arasinda anlamli
(p=0,032) iliski saptandi. Normotermik grup ile hafif hipotermi (34°C) grubu
karsilagtirildiginda, hipotermik grupta mortalitenin daha diisiik oldugu ancak
istatiksel olarak anlamli fark olmadigi saptandi (p=0,23). Hafif ve orta hipotermi
karsilagtirildiginda erken mortalite oranlarinda orta hipotermide hayatta kalimin daha

iyi olmasi lehine anlamli fark bulundu (p=0,049) (Sekil 18, 21).

Bilirubin maruziyeti sonrasi 3. gilinlinde tespit edilen mortalite oranlari
karsilagtirildiginda sicaklik gruplar arasinda anlamli iliski saptandi (p=0,042). Alt
grup analizlerine bakildiginda normotermik grup ile karsilastirildiginda, orta
hipotermi gurubunun mortalitesinde anlamli diisiiklik saptandi (p=0,043). Hafif
hipotermi grubundaki hiicre sag kalimi1 normotermik gruba kiyasla daha iyi bulundu
ancak istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p=0,34). Agir hipotermi grubu ise ge¢
mortalite agisindan diger hipotermi gruplarn ile karsilagtirildiginda hiicresel sag
kalimin daha diisiik oldugu fark edildi. Normotermik grup ile karsilastirildiginda ise
viabilitede bir fark saptanmadi(p=0,624) (Tablo 10) (Sekil 19, 21).
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Tablo 10. Sogutma Derecelerine Gore Bilirubin Sonras1 Mortalite Oranlari
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4.3. Sogutma Derecelerine Gore Bilirubin Maruziyeti Sonras1 Apoptoz Oranlari

Bilirubin maruziyeti sonrasi 24. saatte bakilan apoptoz oranlar1 hipotermi
derecelerine gore karsilastirildiginda, fark anlamli olarak sonuglandi (p=0,021).
Apoptoz oranlart hafif ve orta hipotermi gruplarinda, normotermik gruba gore
belirgin diistik idi ancak alt grup analizleri yapildiginda anlamli sonu¢ bulunmadi
(p=0,062). Agir hipotermi grubu diger gruplar ile karsilastirildiginda apoptoz
oranlarinin normotermik gruptan diisiik olmadig1 ve orta hipotermi grubuna gore
belirgin yliksek oldugu ve istatistiksel anlamliligin buradan kaynaklandigi goriildii
(p=0,045). Hafif ve orta hipotermi gruplarinin apoptoz oranlar1 arasinda anlamli fark

bulunmadi (Tablo 11) (Sekil 20, 21).
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Tablo 11. Sogutma Derecelerine Gore Bilirubin Sonrasi1 Apoptoz
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Sekil 21. A) Bilirubin sonrasi PI; B) Bilirubin
oncesi JC-1; C) Bilirubin sonras1 JC-1
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5. TARTISMA

Yenidogan sariligl, mevcut tedavi yontemleri ve uluslararasi kabul gormiis yaklasim
rehberlerine ragmen gilinlimiizde halen yadsinamaz éneme sahip bir saglik sorunudur
[6]. Kernikterus olgularinin son yillarda artis gostermesi bilirubin norotoksisitesini

tekrar giincel bir konu haline getirmistir [3, 112].

Agir veya uzamis orta derecedeki indirekt hiperbilirubinemide, akut biliriibin
ensefalopati klinigi tespit edilmemis olsa dahi bu bebeklerin uzun donem
takiplerinde, bazi ndrolojik problemlerin gelisebilme riskinin olduguna ¢aligmalar
bulunmaktadir. Soorani-Lunsing ve ark., orta derecede hiperbilirubinemisi olan
saglikli term bebekleri 12. ayda degerlendirdiklerinde, yenidogan déneminde maruz
kaldiklar1 bilirubin seviyesi ile anlamli iligki gosteren mindr nérolojik disfonksiyon
(tonus, postiir ve reflekslerde anormallikler) tespit etmistir [113]. American
Colloborative Perinatal Project verilerine gore orta derecede hiperbilirubinemiye
maruz kalmis c¢ocuklarda okul g¢aginda mindér motor bozukluklar goriilebildigi
saptanmigtir [114]. Minér norolojik bozukluklar zor tam1 alir ve yenidogan
doneminde hiperbilirubinemi olgularinin bildirimindeki sikintilar da gz Oniine
alindiginda, sariligin uzun donemdeki etkileri ile ilgili farkindalik yaratilmasi ve ileri

klinik ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir [115].

Kernikterus tablosu, indirekt hiperbilirubineminin uzun donemdeki etki
spektrumuna bakildiginda buz dagiin sadece goriiniir kismidir. Bu nedenle bilirubin
norotoksisitesi mekanizmalarinin anlasilmast ve bu toksisiteyi onleyebilecek veya
modifiye edebilecek tedavi yoOntemlerinin arastirilmasi, son derece Onem

kazanmaktadir.

Konjuge edilmemis bilirubin, bircok yolak iizerinden farkli mekanizmalar ile
noronal hasar olusturabilmektedir [2]. Heniiz hiicre i¢ine diffiizyon yolu ile gecerken
karbon molekiillerinin polaritesi ve akiskanligini degistirerek ndron ve astrosit hiicre
zarlarina ve sonrasinda mitokondrial zarlara hasar verdigi gosterilmistir [39].
(Calismalarda ayn1 zamanda hiicre zarlarindaki akiskanlik artisinin hiicreyi fagositoza
daha agik hale getirdigi ve iyon transport mekanizmalarini da etkileyerek hiicre igi

kalsiyum artisina neden olarak hiicrenin Sliimiine sebebiyet verdigi gosterilmistir
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[116, 117]. Mitokondrial zardaki hasarlanma da transmembran potansiyeli
etkileyerek sitokrom c artigina ve sonrasinda kaspaz aktivasyonu yolu ile apoptoza

neden olmaktadir [44].

Konjuge edilmemis bilirubinin hiicre zarindaki kalsiyum kanallarini agmast
ile olusan hiicre ici kalsiyum artiginin “cAMP response element binding” (CREB)
ailesi transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu yoluyla NO artigina sebep oldugu
gosterilmistir  [118, 119]. Bilirubinin mitokondri iizerinden diger hasar
mekanizmalarinin iginde Bax translokasyonu, depolarizasyon, poly(ADP)riboz
polimerazlarinin yikimi mevcuttur. Tiim bu siireclerin bilirubin kaynakli apoptoz

nedenleri arasinda oldugu diisiiniilmektedir [44].

Bilirubinin bir diger hasar mekanizmasi, sinapslar iizerinde yarattig1 etkiler
aracilif1 ile meydana gelir. Yapilan ¢aligmalarda inhibitdr sinaptik iletimi artirdigi,
sinaps yapiminda ve ndrotransmitter saliniminda rolii olan sinaptofizin ve SNAP-25
proteinlerinin ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir [57, 120, 121]. Yine ratlar ile

yapilmis bir ¢alismada presinaptik dejenerasyona neden oldugu tespit edilmistir [48].

Hiicre i¢i kalsiyumun artarak bir¢cok hiicre yikimma ilerleyen kaskadi
baglatmasin1 saglayan nedenlerin biri de bilirubinin N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorlerini aktive etmesidir [46]. Yine NMDA reseptorleri ile iligkili olarak
eksitotoksik etkileri olan glutamat ekstraselliiler alanda artmaktadir [32]. Bilirubin
kaynakli apoptoz mekanizmasinda atlanmamasi gereken bir baska yolak ise serbest
oksijen radikalleri, azalmis glutatyon ve NADPH diizeylerine bagli oksidatif krizdir
[35].

Son donemde bilirubin ndrotoksisitesinde iizerinde durulan bagka bir konuda
pro-inflamatuar sitokinlerdir. Vaz ve ark., TNF-a ve IL-1B’nin bilirubin kaynakl
oksidatif stres ve apoptotik hiicre 6liimiinii mitokondri bagimli ve bagimsiz yolaklar

izerinden artirdigini gostermistir [109].

Terapotik hipotermi yillardir kardiyak cerrahide kullanilan bir yontemdir
[122, 123]. Yenidogan doneminde tedavi protokollerine girisi nispeten yeni olup
hipoksik iskemik ensefalopatide noroprotektif amacl kullanilmaktadir[11]. Noron
koruyu etkilerinin tam mekanizmalar1 bilinmemekle birlikte, ndrolojik prognozdaki

iimit verici etkisi nedeniyle, giiniimiizde bir¢ok farkli alanda klinik kullanima ile ilgili
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caligmalar yapilmaktadir [90, 101].

Yenidoganlarda hipoksik iskemik hasar oncelikle hiicresel diizeyde anoksi
sonucunda direkt hiicre 6liimiine yol acar. Noronun kullanabilecegi yiiksek enerji
metabolitlerinin tiikenmesi ile enerji bagimli intraselliiler homeostaz bozulur.
Sodyum-potasyum iyon kanallarimin disfonksiyonu ile hiicre i¢ine sodyum ve su
girigi basglar ve bu durum hiicre sismesi ve sonrasinda lizis ile sonuglanir [124].
Sonraki siiregte voltaj bagimli ve ndrotransmiter aracili iyon kanallarinin aktive
olmasi ile kalsiyum birikimi meydana gelir [125, 126]. Hiicre disinda glutamat
birikimi ise hem hiicre i¢ine sodyum ve su girisini artirir hem de NMDA kanallar1
iizerinden hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin daha da artmasina neden olur [126, 127].
Artmis kalsiyum hiicre 6liimiine giden yolaklar1 aktive eder. Reperfiizyon fazinda ise
oksijen radikallerine bagli membran hasar1 meydana gelir. Tiim bu siire¢ gecikmis
hiicre 6limi fazi olarak adlandirilir. Bu faz ayn1 zamanda aktive mikroglianin
sitotoksik etkileri, NO sentezi ve eksitotoksinler ile de iliskilendirilir [79].
Hipoterminin gecikmis hiicre 6liim fazinda néron koruyucu etkileri gosterilmistir.
Sogutma tedavisi giiniimiizde, HIE’de nérolojik prognoza olumlu katkis1 bulundugu
kanitlanmig olan ve uzun donemde major yan etkileri goriilmeyen bir tedavi

yontemidir [11].

Hipoterminin agir hipoksik iskemide beyni, Oncelikle serebral metabolizma
hizin diisiirerek ve bdylece anoksik hiicre depolarizasyonunu geciktirerek korudugu
diisiiniilmektedir [128]. Ayrica g¢aligmalarda hipoterminin ekstraselliiler eksitatur
amino asit birikimini ve ayni zamanda da NO ve oksijen radikallerinin iretimini

azalttig1 gosterilmistir [129, 130].

In vitro yapilmis calismalarda hafif hipoterminin kaspaz yolaklarinin
aktivasyonunu baskilayarak ve sitokrom c translokasyonunu engellereyek apoptozu
hem intrinsik hem ekstrinsik yolaklar iizerinden baskiladig1 saptanmistir [131]. In-
vivo hayvan c¢aligmalarinda ise iskemi sonrasi uygulanan hipoterminin kaspaz-3
aktivasyonunu baskiladigi gosterilmistir [132]. Yine erigkin ratlarda yapilmis
caligmalarda, kaspaz-3 baskilanmasi diginda anti-apoptotik bcl-2 proteinini up-regiile

ettigi ve pro-apoptotik p53 proteinin ekspresyonunu azalttii kanitlanmigstir [133].

Hipoterminin beyin hasarinda olusan inflamatuar yaniti1 baskilayict etkisi de
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in-vitro ¢aligmalarda gosterilmistir. Schmitt ve ark. [134] hipoterminin, aktive olmus
mikroglialarda ERK sinyal yolag: tizerinden inflamasyonu baskiladigini gosterirken;
Yenari ve Han [135], inflamatuar yolakta 6nemli basamaklardan biri olan niikleer

faktor kappa B’yi etkileyerek de etki gosterdigini saptamistir.

Calismamiz, bu anlatilmis olan hipoksik beyin hasari ile bilirubin kaynakl
beyin hasar1 olugsma mekanizmalarinin Ortligiiyor olmasi ve hipoterminin bilirubin
norotoksisitesinde de noron koruyucu olabilecegi hipotezi iizerine kuruldu. Daha
once bilirubin kaynakli beyin hasarinda hipoterminin etkileri {izerine yapilmis bir

caligma bulunmamaktadir.

Kernikterus nedeniyle kaybedilen infantlarda bilirubin birikiminin 6zellikle
hipokampus, korpus striatum ve serebellumda oldugu goriilmiistiir [136]. Vaz ve
ark., konjuge edilmemis bilirubinin farkli beyin bdlgelerine olan etkilerini
karsilastirdiklar1 c¢aligmalarinda, hipokampusun, korteks ve serebelluma nazaran
bilirubin norotoksisitesine daha hassas oldugunu gostermistir [47]. Bu nedenle
calismamizda noron hiicre kiiltiirleri i¢in hipokampus dokusu tercih edildi. Brites ve
ekibi [2] bilirubinin néron hasari olusturma mekanizmalarinda astrositlerin ve
mikroglialarin noéronlarla olan iletisiminin 6nemini, in-vitro ¢aligmalarinda
gostermislerdir.  Hipoterminin  koruyucu mekanizmalarinin  bazilarinin  ise
mikroglialar lizerinden gerceklestigi bilinmektedir [134]. Normal bilirubin
patofizyolojisine daha yakin olabilmesi amaciyla c¢aligmamizda, hipokampus
dokusundan mikst ndral hiicre kiiltiirleri yapild1 ve bdylece noronlar, astrositler ve

mikroglialar birlikte degerlendirildi.

Hiicre kiiltiirlerine bilirubin uygulanmasi in-vitro 3. giinde yapildi. Hiicrelerin
ekilmesinden sonra, noral iletisim aginin kurulmasina zaman taninabilmesi i¢in 3
giin inkiibasyonlar1 beklendi. Bilirubinin in-vitro etkilerinin c¢alisildig1 birgok

caligmada da DIV3 kiiltiirler kullanilmaktadir [57, 109].

In vitro bilirubin nérotoksisitesinin  konjuge edilmemis  bilirubin
konsantrasyonlar1 ile iliskisini irdeleyen meta-analizde, yapilan hiicre kiiltiiriniin
tipinin, kullanilan bilirubin:albumin oraninin, kullanilan bilirubinin safliginin ve
bilirubin maruziyet siiresinin norotoksisiteyi etkileyebildigi saptanmistir [108].

Gilinlimiizde ticari olarak satilan toz konjuge edilmemis bilirubin preparatlar: farkli
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izomerler igerdiginden, bilirubin kiiltiirlere uygulanmadan saflagtirilarak sarilikta
toksisite olusturan asil bilirubin IXa izomeri elde edildi. Calismamizda agir bilirubin
toksisitesi olusturmayr amagladigimizdan bilirubin:albumin oran1 1:1 olarak
kullanild1 [105, 106]. Hafif yenidogan sariliginda bilirubin:albumin oranlar1 daha
diisiik kabul edilmekte,albumin diizeyindeki artisin bilirubine baglanarak serbest
indirekt bilirubinin toksisitesini azalttig1 bilinmektedir [7]. Deneylerimizde bilirubin
maruziyeti ve hipotermi siiresi 24 saat olarak planlandiktan sonra, bilirubin:albumin
orani 1:1 sekilde, 24 saat normotermik ortamda (37C derecede, %5 CO, ile
humidifiye) inkiibasyon sonrasi yaklasik %50 mortaliteye neden olan bilirubin
konsantrasyonu, 25uM olarak saptandi ve sonraki deneylerde bu konsantrasyonda

bilirubin kullanild:

Literatiirde ¢ogu in-vitro bilirubin toksisite ¢alismasinda, bilirubin eklenen
deney gruplari, mortalite ag¢isindan maruziyet sonrasi sham gruplan ile
karsilastirtlmistir [105, 107]. Ancak noral hiicre kiiltiirlerinde spontan hiicre 6limii
belli bir orana kadar beklenen bir durumdur ve hiicre Oliimlerinin bilirubinden
kaynakli oldugunun degerlendirmesinin daha saglikli yapilabilmesi amaciyla,
calismamizda her deney, sham ve kontrol grubu DIV3’te deney gruplarina bilirubin
eklenmeden Once goriintiilenerek spontan 6liim oranlari saptandi. Boylece gruplar
arasinda mortalite karsilastirmasi yapilirken mortalitenin ne kadarinin spontan hiicre
olimii kaynakli oldugu goriilebildi. Gruplarin arasinda spontan 6liim oranlarinda
istatistiksel bir fark olmadigi gosterildi. Hiicre oliimii degerlendirmeleri igin
hiicrelere toksik olmayan PI boyamasi kullanildi. Boylece gruplar, hem bilirubin
oncesi hem 24 saat hem de 3 giin sonra hipoterminin akut ve geg etkileri agisindan

incelenebildi.

Tiim farkli sicaklik gruplarinda kontrol ve sham gruplar1 arasinda hiicre sag
kalimi agisindan anlamli bir fark saptanmadi. Bilirubin eklenmesi sirasinda
kullanilan kimyasallar ve insan serum albumininden kaynakli hiicre oliimii
goriilmedigi gosterildi.

Bilirubin maruziyetinden 24 saat sonra deney gruplari incelendiginde, tim
hipotermi gruplarinda normotermik gruba gore hiicre sag kaliminin daha iyi oldugu

goriildli. Ancak erken donem mortalitede istatistiksel olarak anlamli diisiikliik orta ve
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agir hipotermi gruplarinda goriildii. Glinlimiizde yenidogan pratiginde HIE’de bas
sogutma ve tiim viicut sogutmada farkli dereceler uygulanmakla birlikte yan etkiler
acisindan daha giivenilir oldugundan genellikle rektal sicaklik 33,5-35°C olacak
sekilde hafif ve orta sogutma yapilmaktadir [137, 138]. Ancak son dénemde orta
derecede hipotermi (33-34,5°C) uygulanan vaka serilerinde major yan etki ¢ok sik
goriilmemesi ve norolojik sonuglarin yiiz giildiiriicii olmasi sebebi ile yenidogan

pratiginde daha yaygin kullanilmaya baglanmistir [139].

Bilirubin sonras1 3. giinde deney gruplari incelendiginde normotermik gruba
gore orta hipotermi grubunda mortalitenin anlamli diisiik oldugu goriildii. Hafif
hipotermi grubunda normotermik gruba gore istatistiksel anlamlilik saptanmasa da
viabilitenin daha iyi oldugu goriildii. Ancak agir hipotermi grubunda hiicre sag
kaliminin ge¢ donemde, diger hipotermi gruplarina gore daha koti oldugu ve
normotermik gruba gore neredeyse hi¢ fark olmadigi goriildii. Bilirubin sonrasi 24.
saatte bakilan apoptoz oranlarinda da agir hipotermi grubunda, apoptoza giden hiicre
oraninin diger hipotermi gruplarina gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii. Yine
agir hipotermi grubunda sham ve kontrol gruplarindaki mortalite oranlarinin diger
hipotermi gruplarina gore daha yiiksek oldugu goriildii. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
bilirubin toksisitesinde, ndron koruyucu etki amaciyla agir hipotermi tedavisinin
optimal bir yaklasim olmadig1 diisiiniildii. Asfikside derin hipotermi denenmis olan
hayvan calismalarinda da noroprotektif etkinin azaldigi ve kardiyak ciddi
komplikasyonlarm oldugu goriilmiistiir [140]. HIE’de klinik uygulamada derin
hipotermi kabul edilmis olan 32°C sogutmanin denendigi genis ¢apli bir ¢aligma ise
hastalarin giivenligi agisindan tamamlanmadan sonlandirilmak zorunda kalinmuistir.
Calismada derin ve uzun sogutmada, hafif ve orta dereceli hipotermiye uygulamasina
gore yenidoganlarda daha sik ve agir komplikasyonlar oldugu goriilmiistiir [89]. Bu
konudaki ileri caligmalar, hasarin agirligina gore farkli sogutma derecelerinin

etkinligini de arastirmalidir.

Calismamizda mortalite ve apoptoz oranlarinin sadece konfokal mikroskop
aracilif1 ile boyama yapilarak tespit edilmesi kisitlayici bir faktordiir. Apoptotik gen
ekspresyonlari saptanarak elde edilen verilerin dogrulugunun kanitlanmasi

caligmanin giiclinii artiracaktir.
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Sonug¢ olarak bu calisma bilirubin ndrotoksisitesinde hipoterminin ndron
koruyucu etkisinin oldugunu gosteren ilk ve tek caligmadir. Sogutmanin bilirubin
kaynakl1 beyin hasarindaki etkinliginin daha ileri in vitro ve in vivo ¢aligmalar ile de
kanitlanmasi halinde hipotermi, yenidogan sariliginda kolayca kullanilabilecek olan

ve norolojik sekeli azaltabilen bir tedavi yontemi olarak yerini alabilecektir.
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6. SONUCLAR

10.

11.

. Normotermik ortamda 24 saat inkiibasyon sonrasi %50 mortaliteyi saglayan

bilirubin dozu 25 mikroMol/Lt olarak saptandi.

Tiim sicaklik gruplarinda yapilmis olan hiicre kiiltiirlerinde DIV3’te bakilan

spontan hiicre 6liim oranlar1 arasinda anlamli fark saptanmadi.

Tiim deney gruplarinda, aymi sicaklikta inkiibe edilmis olan kontrol ve sham

gruplar1 arasinda mortalite a¢isindan anlamli fark saptanmadi.

Normotermik grupta (37°C) bilirubin maruziyeti sonrasit 24. saatte mortalite

orani ortalama %44,2+0,98 olarak bulundu.

Normotermik grupta, bilirubin eklenen grup ile sham ve kontrol gruplar
arasinda mortalite oranlarinda hem 24. saatte hem de 3. giinde anlamli fark

mevcuttu (p<0,001).

Hafif hipotermik grupta (34°C) bilirubin maruziyeti sonras1 24. saatte mortalite

orani ortalama %33,4+0,98 olarak bulundu.

Hafif hipotermi grubunda bilirubin eklenen grup ile sham ve kontrol gruplari
arasinda mortalite oranlarinda hem 24. saatte (p=0,005) hem de 3. giinde

(p=0,012) anlaml1 fark mevcuttu.

Orta hipotermik grupta (32°C) bilirubin maruziyeti sonras1 24. saatte mortalite

orani ortalama %18,1+0,48 olarak bulundu.

Orta hipotermi grubunda bilirubin eklenen grup ile sham ve kontrol gruplari
arasinda mortalite oranlarinda hem 24. saatte (p<0,001) hem de 3. giinde

(p=0,006) anlaml1 fark mevcuttu.

Agir hipotermik grupta (29°C) bilirubin maruziyeti sonras1 24. saatte mortalite

orani ortalama %27,6+2,33 olarak bulundu.

Agir hipotermi grubunda bilirubin eklenen grup ile sham ve kontrol gruplari
arasinda mortalite oranlarinda 24. saatte (p=0,002) anlamli fark saptanirken, 3.

giinde (p=0,139) anlaml:1 fark bulunmad.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

Farkli sogutma derecelerine gore mortalite degerlendirildiginde bilirubin ile 24

saat inkiibasyon sonrasi gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p=0,002).

Bilirubin maruziyetinden 24 saat sonra mortalite hesaplamalarina gore
normotermik grup ile orta hipotermik grup (p=0,002) arasinda ve agir

hipotermik grup (p=0,032) arasinda anlamli fark saptandi.

Bilirubin maruziyetinden 24 saat sonra mortalite hesaplamalarina goére hafif
hipotermik grubun hiicre sag kalimi normotermik gruba goére daha iyi olmakla

birlikte istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p=0,230).

Hafif ve orta hipotermi karsilastirildiginda erken mortalite oranlarinda orta
hipotermide hayatta kalimm daha iyi olmasi lehine anlamli fark bulundu

(p=0,049).

Bilirubin maruziyeti sonrast 3. giiniinde tespit edilen mortalite oranlar

karsilastirildiginda sicaklik gruplari arasinda anlamli iliski saptandi (p=0,042).

Bilirubin maruziyeti sonrasi 3. giinde, normotermik grup ile karsilastirildiginda,

orta hipotermi gurubunun mortalitesinde anlamli diisiikliik saptandi (p=0,043).

Bilirubin maruziyeti sonras1 3. giinde, hafif hipotermi grubundaki hiicre sag
kalim1 normotermik gruba kiyasla daha iyi bulundu ancak istatistiksel anlamlilik

saptanmadi (p=0,34).

Bilirubin maruziyeti sonrasi 3. giinde agir hipotermi grubu normotermik grup ile

karsilastirildiginda viabilitede bir fark saptanmadi(p=0,624).

Bilirubin maruziyeti sonrast 24. saatte bakilan apoptoz oranlar1 hipotermi

derecelerine gore karsilagtirildiginda, fark anlamli olarak sonuglandi (p=0,021).

. Bilirubin maruziyeti sonras1 24. saatte hafif ve orta hipotermik gruplarda

apoptoz oranlari, normotermik gruba gore daha diisiik saptandi ancak

istatistiksel anlamlilik bulunmadi (p=0,062).

Bilirubin maruziyeti sonras1 24. saatte agir hipotermi grubu diger gruplar ile
karsilagtirildiginda apoptoz oranlarinin normotermik gruptan diisiik olmadigi;
orta hipotermi grubuna gore belirgin yiiksek oldugu ve istatistiksel anlamliligin

buradan kaynaklandigi goriildii (p=0,045).
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23. Hafif ve orta hipotermi gruplarmin apoptoz oranlar1 arasinda anlamli fark

bulunmadi.
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