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SARILIKLI YENIDOGANLARDA
BiLiRUBIN VE FOTOTERAPIDEN KAYNAKLANABILECEK GENOTOKSIK
ETKILERIN ALKALIi COMET TEKNIiGI iLE DEGERLENDIRILMESI

OZET

Amac: Fototerapi alan term, indirekt hiperbilirubinemili yenidoganlarda olusabilecek
DNA hasarinin comet teknigi ile belirlenmesi ve plazma katalaz aktivitesinin bu hasari

onlemedeki roliiniin arastirilmasi.

Gere¢ ve Yontemler: Hasta grubuna non-hemolitik indirekt hiperbilirubinemisi
bulunan ve fototerapi uygulanan 20 term yenidogan alindi. DNA zincir kirik miktarlar
periferal lenfositlerde, alkali comet teknigi ile degerlendirilerek kuyruk uzunlugu, kuyruk
momenti ve kuyruk DNA yiizdeleri belirlendi. Bu yenidoganlarin fototerapi Oncesi ve
sonrasinda serum bilirubin diizeyleri, comet skorlar1 ve plazma katalaz aktiviteleri dl¢iilerek,
fizyolojik diizeyde sariligi bulunan 20 saglikli term yenidogandan olusan kontrol grubunun
sonuglart ile karsilastirildi. Sonuclar ortalama * standart sapma veya ortanca (min-max)
olarak verildi. Istatistiksel analizde Student’s z-test, Mann-Whitney U, Wilcoxon Rank ve

korelasyon testleri kullanildi.

vii



Bulgular: DNA hasar1 diizeyinin gostergesi olan comet skorlar1 (kuyruk uzunlugu, kuyruk
momenti ve kuyruk DNA yiizdeleri) fototerapi Oncesi grupta sirasiyla 23.5£16.3, 9.6+9.6,
33.0+12.1; fototerapi sonras1 grupta sirastyla 3.2+1.8, 0.6 0.5, 10.74£3.7 bulundu. Kontrol
grubu comet skorlar ise sirastyla 3.0+2.9, 0.25 (0.03-3.22), 10.9+4.5 idi. Fototerapi dncesi
grupta comet skorlari, hem fototerapi sonrasi, hem de kontrol grubuna gore yiiksek olarak
degerlendirildi (p<0.001). Fototerapi sonrasi ve kontrol gruplar arasinda ise anlamh farklilik
saptanmad:1 (p>0.05). Plazma katalaz aktiviteleri benzer sekilde fototerapi Oncesi grupta
(150.3+47.5), fototerapi sonrasi (64.9+18.5) ve kontrol grubuna (55.0£16.3) gore anlaml
derecede yiiksek bulundu (p<0.001).

Sonug: Bu calismada comet teknigi ile, orta derecede yiiksek serum bilirubin degerlerinin
oksidatif DNA hasar1 yapici etkilerinin oldugu tespit edildi. Indirekt hiperbilirubinemi
tedavisinde kullanilan fototerapinin, DNA hasar derecesini artirmadigi, aksine tedaviyle
azalan bilirubin degerlerine paralel olarak, fototerapi sonrasi comet skorlarinin azaldig:
gosterildi. Sarilikli yenidoganlardaki yiiksek plazma katalaz diizeylerinin, fototerapi ile

olusabilecek toksik fotoiiriinlerin zararl etkilerinden korumus olabilecegi diistiniildii.

Anahtar kelimeler: indirekt hiperbilirubinemi, fototerapi, comet, DNA hasari,

katalaz.
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ASSESSMENT OF GENOTOXIC EFFECTS
OF BILIRUBIN AND PHOTOTHERAPY IN JAUNDICED NEWBORNS BY
ALKALINE COMET ASSAY

ABSTRACT

Aim: To determine the possible DNA damage in term indirect hyperbilirubinemic
newborns receiving phototherapy and to investigate the role of plasma catalase activities in
preventing this damage.

Materials and methods: Non-hemolitic hyperbilirubinemic jaundiced 20 term
neonates receiving phototherapy were included in the study group. DNA strand breaks were
assesed by alkaline comet assay in peripheral lymphocytes and tail lenght, tail moment and
% DNA in tail were measured. Serum bilirubin levels, comet scores and plasma catalase
activities of these newborns were determined before and after phototherapy and compared
with those of 20 healthy term neonates who all had bilirubin levels in physiological ranges.
The results were expressed as mean = SD and median (min-max). Student’s z-test, Mann-

Whitney U, Wilcoxon Rank and corelation tests were used for statistical analysis.

Results: Comet scores (tail length, tail moment and % DNA in tail) of before

phototherapy group were 23.5£16.3, 9.64£9.6, 33.0+12.1 respectively and scores of after

ix



phototherapy group were 3.2+1.8, 0.6 £0.5, 10.7+3.7 respectively. Comet scores in control
group were also 3.0+2.9, 0.25 (0.03-3.22), 10.9+4.5 respectively. Comet scores and plasma
catalase activities in hyperbilirubinemic newborns were significantly higher in before
phototherapy, according to the after phototherapy and control groups (p<0.001). There was
not any statistical difference between after phototherapy and control groups (p>0.05).
Conclusion: In this study it’s revealed that moderate bilirubin levels have oxidative
DNA damaging effects. Phototherapy does not cause an increase on DNA oxidation or
induce genotoxic effects of bilirubin; decreasing bilirubin levels after phototherapy results in
a decrease of comet scores. Higher catalase activities in hyperbilirubinemic newborns may be

responsible inactivating toxic and the damaging effects of these photoproducts on DNA.

Key words: Indirect hyperbilirubinemia, phototherapy, comet, DNA damage,

catalase.



1. GIRIS VE AMAC

Yenidogan sariligi, term bebeklerin yaklasik %50-60’1nda, pretermlerin
%80’inde gozlenmektedir (1). Yenidogan sariligi tedavisinde en sik kullanilan
yontem olan fototerapi sayesinde bilirubin, toksik olmayan, suda eriyebilen
metabolitlerine ¢evrilerek idrarla atilmaktadir.

Yaklasik kirk yildir kullanimda olmasina ve heniiz uzun siireli yan etkileri
yeterince ag¢ik bilinmemesine ragmen, fototerapinin dogal ve non-invaziv bir tedavi
sekli oldugu ileri siiriilmiistir (2). Farkli caligmalarda ise fototerapinin bir
fotodinamik stres oldugu ve oksidatif stresi indiikleyebilecegine ait bilgiler
mevcuttur (2-4).

Ultraviyole (UV) veya goriiniir 1sikla maruziyeti sonrasi meydana gelen
toksik etkiler, ¢esitli endojen veya ekzojen maddeler tarafindan 15181n absorblanmasi
yoluyla meydana gelen flavin ve porfirinler gibi fotoeksitasyon iiriinlerinden
kaynaklanir. Bu iiriinler direkt veya indirekt yollarla DNA hasar1 meydana getirirler
(5). Prooksidant/antioksidant dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda
gelisen oksidatif stres, cesitli mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar vermektedir
(6,7). Stabil bir molekiil olan DNA da, lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi
kimyasal olarak oksidatif hasara ugrayabilmektedir (8).



Ayrica, yenidoganlarda yiiksek bilirubin diizeylerinin, oksidatif stresle
iligkisine dair de zit bilgiler mevcuttur. Plazma bilirubininin dnemli bir antioksidant
oldugunu ve lipid peroksidasyonundan korudugunu belirten ¢aligmalar (9-12) oldugu
gibi; bebeklerde, plazma bilirubin miktarinin diistiikce, antioksidant enzim
kapasitesinin arttigini, oksidatif stresin ise azaldigim1 bildiren ¢alismalara
rastlanmistir (13). Yine de, ileri derecede yiiksek serum bilirubin diizeylerinin
sitotoksik  {iriinler olusturabilecegi  bilinmektedir. Yapilan hiicre Kkiiltiirii
caligmalarinda bilirubine bagh toksik etkiler fototerapi uygulamasi ile artmistir
(14,15). Bu sitotoksik fotoiiriinlerin in vitro ¢alismalarda peroksitler oldugu ve
ortama eklenen bir peroksidazla (katalaz) DNA hasarinin azaldigi, farkl
genotoksisite ¢calismalarinda gosterilmistir (16)

Bu calismada, nonhemolitik indirekt hiperbilirubinemili yenidoganlarda,
yilksek bilirubin diizeylerinden ve tedavi amaglhi uygulanan fototerapiden
kaynaklanabilecek genotoksik etkilerin, ‘comet teknigi’ ile belirlenmesi ve plazma

katalaz aktivitelerinin arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. BILIRUBIN

2.1.1.Yapasi

Bilirubin, hemoglobin katabolizmasi sonucu olusan portakal saris1 renkli bir
pigmenttir. Bilirubinin biiyiik bir kismi eritrositlerin parcalanmasindan kaynaklanir.
Hemoglobin viicutta yikildiginda hem ve globin yap1 elemanlarina ayrisir. Protein
kismi1 olan globin, amino asit havuzuna dahil olur. Tetrapirol halkasindan olusan hem
molekiilii ise Once tasidigr demiri kaybeder. Karaciger tarafindan dolasimdan alinir,
biyotransformasyona ugrar; ardindan safra ve idrarla atilir.

Tetrapirolik bilirubin yapis1 Sekil 1’de gosterilmektedir.

HOHRC CO0H

|

Sekil 1: Bilirubinin kimyasal yapisi



Bilirubinin en oOnemli Ozelliklerinden birisi, suda c¢Oziiniirliigiiniin
olmamasidir. Ancak bilirubinin bu suda ¢oziinmeme 6zelligi Sekil 1’de gosterilen
lineer tetrapirolik yapisindan kaynaklanmaz. Ciinkii yapidaki iki propiyonik asit yan
grubunun, bilirubine yiiksek polar 6zellik, dolayisiyla suda ¢oziiniirliikk kazandirmasi
beklenir. X-151m kristalografisi arastirmalar: ile kristal bilirubinin ¢ok dnemli iki
ozelligi daha oldugu belirlenmistir: Bunlardan ilki 4.-5. ve 15.-16. karbon atomlar1
arasinda yer alan ¢ift baglarin yapiya Z-Z konformasyon olarak tanimlanan trans
ozellik kazandirmasi; ikincisi ise propiyonik asidin karboksil gruplarinin, pirol
halkas1 azot gruplar1 ile molekiil ici hidrojen baglar1 olusturmasi, dolayisiyla suda
cOziiniirliiklerinin zorlagsmasidir. Isiga maruz kaldiginda bilirubin, trans (Z-Z)
formdan cis (4E-15Z, 4Z-15E) forma doniisiir. Bu da daha ¢oziinebilir bir bilirubin
yapisidir. Pratikte bu oOzellik temel alinarak sarilikli yenidoganlar 1s18a maruz

birakilmakta ve bilirubinin suda ¢oziiniirliik ve atilimi artirilmaktadir (17,18).

2.1.2.Metabolizmasi

Giinliik toplam bilirubin iiretimi 250-300 mg kadardir. Olusan bilirubinin
yaklasik %851 karaciger, dalak ve kemik iliginin retikiilo endotelyal sistem (RES)
hiicrelerinde parcalanan, omriinii doldurmus eritrositlerden salinan hem yapisindan
kaynaklanir (19). Geri kalan %15°1 ise, kemik iliginde parcalanan eritrositler ile
miyoglobin, sitokromlar ve peroksizomlar gibi diger hem iceren proteinlerin

katabolizmasindan olusur (Sekil 2) (20,21).

P M
. g NADPH
"‘"HC CHV PosO NADP
v M Fe

Hem oksijenaz

CcO
M YV M P P
HOLJCJ\J LJ‘ LJOH
M y Blllverdm reduktaz Biliverdin
'—”7/_‘*“ NADPH
HO =C OH
B i NADP

Bilirubin

Sekil 2: Hemden hem oksiienaz ve biliverdin rediiktaz araciligivla bilirubin olusumu



Hem yapisi, hem oksijenaz ve biliverdin rediiktaz tarafindan bilirubin
olusturmak amaciyla yikilir. Islemin ilk basamaginda NADPH ve sitokrom c
rediiktaz rol oynamaktadir. Burada, molekiiler oksijen kullanilir. Hem i¢indeki demir
ferroz forma indirgenir; reaksiyon sonucunda biliverdin ve karbon monoksit (CO)
tiretilir, CO akcigerler yolu ile atilir (Sekil 2). CO’in solunum havasinda 6l¢iimii
sayesinde hem metabolizmasi ve bilirubin iiretimi hakkinda bilgi edinilebilir (22).
Suda c¢oziinebilir bir bilesik olan biliverdin, biliverdin rediiktaz ve NADPH ile
bilirubine, bilirubin ise bilirubin rediiktaz ile bilirubin IXa’ya (insanlarda dogal
olarak olusan izomer) doniistiiriiliir. Intramolekiiler hidrojen baglarindan dolayi,
bilirubin I[Xa suda ¢oziinmez.

Tasinmasi: Bilirubin, hidrofobik yapisindan dolay1 dolagimda albiimine
baglanarak karacigere tasinir. Bir molekiil insan albiimini en az iki molekiil bilirubin
baglar ve bu baglama, bilirubinin plazmada ¢6ziiniirliigiini artirir. Albiimine baglh
bilirubin genellikle kan beyin bariyerini asamaz ve toksik degildir.

Hepatik tutulumu: Bilirubin, hepatosit siniizoidal membraninda albiiminden
ayrilir ve hiicre membranindan gecer. Hepatositlere giren bilirubin, ligandinler ve
proten Y olarak bilinen ¢oziinebilir proteinlere baglanir. Ligandinler ve proten Y,
glutatyon-S-transferaz gen ailesinin sitozolde bulunan proteinleridir ve insan
karaciger sitozoliindeki total proteinin yaklasik %5’ini olustururlar.

Konjiigasyon ve atilmi: Bilirubin hepatositler icinde, bilirubin
monoglukuronidleri ve diglukuronidleri olusturmak {izere glukuronik asitle hizla
konjuge edilir (Sekil 3). Bu iiriinler safra ile atilir. Mikrozomal bilirubin-UDP-
glukuronil transferaz (UDPGT), bilirubin monoglukuronid sentezini katalizler.
Konjuge bilirubinin safraya ekskresyonu kayda deger yiikseklikteki konsantrasyon
farkindan ileri geldigi i¢in, safraya atilimin enerjiye bagimh aktif transport islemi
oldugu diisiiniilmektedir. Eriskinlerde bilirubinin yaklasik %951 glukuronid
konjugatlar1 formunda safraya verilir. Geri kalanmi ise glukozidler ve ksilozidler
olusturur (23-26).

Serumdan izole edilen dort bilirubin formu ve bulunma yiizdeleri soyledir:
Konjuge-olmayan bilirubin (a- bilirubin) %27; mono-konjuge bilirubin (B-bilirubin)
%?24; di-konjuge bilirubin (y-bilirubin) %13; proteinlere doniisiimsiiz olarak baglh
olan bilirubin (8 bilirubin) %37. Atilim hiz1 farkhiliklarindan dolay1 sariligin derecesi

ile tiretilen bilirubin miktarlar1 her zaman korele degildir (17).
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Sekil 3. UDP-glukuronil transferaz tarafindan bilirubinin konjligasyonu

Safra icinde tasimm ve intestinal transportu: Bilirubin glukuronidler
bagirsakta onemli Olciide geri emilmezler. Daha cok karaciger, bagirsak epitel
hiicreleri ve bakteri kaynakli B-glukuronidazin katalitik etkisiyle hidroliz olurlar.
Olusan konjuge olmayan bilirubin, iiclii renksiz tetrapirollii gruplar1 (hepsi birlikte
irobilinojenler olarak adlandirilir) olusturmak {izere anaerobik bagirsak bakterileri
tarafindan indirgenir. Bu iriinlerden her birinde koprii karbonlar doymus (metilen)
durumdadir. Urobilinojenler yan vinil zincirlerindeki ve ug iki pirol halkasindaki
hidrojenlenme derecesi bakimindan birbirlerinden farklidirlar. Bilirubinden 6, 8 veya
12 hidrojen fazla iceren iirobilinojenler sirasiyla sterkobilinojen, mezobilinojen ve
tirobilinojen olarak adlandirilirlar. Olusan giinliikk {irobilinojenin %20 kadar1
bagirsaktan geri emilir ve enterohepatik dolasima girer. Geri emilen {irobilinojenin
biiyiik bir kismu karaciger tarafindan tutulur ve safraya verilir. Cok az bir kismi1 genel
dolagima gecerek idrarla atilir. Ince bagirsakta iirobilinojen; sterkobilin, mezobilin ve
irobilini olusturmak iizere kendiliginden yiikseltgenir. Bu {iriinler portakal-kahve
renklidir ve diskinin 6nemli pigmentleridir. Safra ile atilan konjuge bilirubinin %50

kadar1 iirobilinojenin disindaki baska bilesiklere doniistiiriiliir (20,21).

2.1.3.Bilirubinin Hiicresel Toksisitesi
Yiiksek konsantrasyonlardaki konjuge olmamis bilirubin, basta sinir hiicreleri

olmak {iizere pekcok hiicrede metabolik fonksiyonlar1 bozmaktadir. Ancak bu



etkilerin nedeni ve olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bilirubinin
konjuge olmamis ve baglanmamis formu, toksik olamidir; albuminle baglanma
toksisiteyi azaltir.

Kan-beyin bariyeri, normalde albumine gecirgen olmadigi i¢in albumine
baglanmis bulunan bilirubinin beyine gecisi s6z konusu degildir. Kan beyin bariyeri
ayrica, konjuge olmus bilirubin ve bilirubin [Xa disindaki konjuge olmamis bilirubin
izomerlerine karsi1 da gecgirgen degildir. Bu nedenle term yenidoganlar fizyolojik
sartligin zararh etkilerinden 6nemli oranda korunmus olurlar (23).

Kan beyin bariyerinin ge¢irgenligini bozan bazi klinik durumlarda bilirubinin
beyine gecisi ve dolayisiyla toksisitesi artar (27-29). Kan-beyin bariyerinin hasari,
prematiire bebeklerde termlere gore ve hasta bebeklerde saglamlara gore daha
fazladir. Beyinde meydana gelebilecek hiperosmolarite, konviilziyonlar, sepsis ve
menenjit, hipertansiyon, agir respiratuar asidoz ile prematiirelerdeki intrakranial
kanamalar, kan-beyin bariyerinde fonksiyon bozukluguna yol agabilen olaylardir
(28,29).

Bilirubin, albumine 1:1 molar oranda baglanir. Bunun anlami, her 1 g
albuminin 8.3 mg bilirubin baglamasi demektir. Plazma albumini 3 g olan bir
yenidoganda, 24.9 mg bilirubinin albumine baglanabilecegi anlasilir. Bilirubin:
albumin oranmin bir degerinin {izerine ¢ikmasi, albuminin baglanma bdlgelerinin
baska molekiiller tarafindan doldurulmasi veya albumin diizeyinin diisiik olmasi
durumlarinda, bilirubinin albumine baglanmasi bozulur. Bir miktar bilirubin
eritrositlere ve dokulara baglansa bile, bu baglanmalarin klinik bir onemi yoktur
(23,24).

Bilirubin hiicrelerde, hiicre membrani, lipozomlar, sinaptozomlar ve
membrandz vezikiillerdeki fosfolipidlere baglanir. Noronlarda ise Once distal
aksonlara baglanir ve daha sonra retrograd olarak giderek hiicre govdesine ulasir
(30).

Bilirubin, in vitro ortamda bircok hiicresel fonksiyonu bozar. Bilirubin hem
ekstraseliiler ortamda bulunur, hem de membrana baglanir. Membrana baglanan
bilirubin, surfaktan etkisi gostererek ylizey gerilimi ve membran polaritesini azaltir
ve membrandaki iyon transport kanallarini etkileyerek iyon degisimine yol acar.
Bilirubin, vazopresine bagli su ve sodyum transportunu inhibe eder. Bu degisiklikler,

kernikterus sonrasi goriilen noronal sisme ve piknozis ile uyumludur (23).



Hiicre i¢i metabolizmada bilirubinin inhibe ettigi 6zel bir enzim yoktur.
Bilirubin in vitro ve in vivo olarak proteinlerin fosforilasyonunu ve protein kinazlarin
aktivasyonunu Onler. Diger yandan mitokondrilerin fonksiyonlarm ve DNA
sentezini bozar, DNA zincir kiriklarini indiikler, Na-K-ATPaz aktivitesini azaltir.
Sinaptozomlarda, tirozin alimin1 ve dopamin sentezini azaltir, diger baz1 hiicrelerde
ise metiyonin ve timidin alimini azaltarak mitokondri ve hiicre canliligmi bozar
(23,31).

Bilirubin, noronlar arasindaki iletiyi de etkiler. Bilirubin toksisitesinin erken
donemlerinde membran potansiyellerinin azalmasi, hiicreler arasi iletiyi azaltir. Bu
azalma, bilirubinin deterjan etkisine baglanmistir. Beyin sapindaki isitsel uyarilmis
potansiyellerin azalmasi ve uzun donemde goriilebilen isitme kayiplarinin ortaya
cikmasi, bilirubine baglh bu etkilerin gecici veya kalic1 olmasiyla agiklanmaktadir.
Sinaptozomlarda tirozin aliminin, dolayisiyla dopamin sentezinin azalmasi da
bilirubin konsantrasyonuyla orantili olarak sinir iletisini azaltir (31). Degisik beyin
bolgelerinin fonksiyonel durumlar1 farkli oldugu gibi, néronlarin bilirubine karsi
duyarliliklar1 da gestasyonel yasi ve postnatal yasa baglh olarak farkliliklar gosterir
(32).

Bilirubine bagh norotoksisite sonucunda ortaya ¢ikan kalic1 nérolojik hasarla
karakterize tabloya kernikterus adi verilir. Bu terim, patolojik bir bulgu olarak bazal
ganglionlarin sartya boyanmis olmasini ifade etmek i¢in ortaya atilmis olsa da, bu

olaylarin sonucunda goriilen klinik bulgular1 anlatmak i¢in de kullanilir.

2.1.4.Bilirubin Olciim Metodlar

Bilirubin ve ilgili bilesikler ¢esitli kromatografik, kapiller elektroforetik ve
fotometrik yontemlerle Olgiiliirler. Bu metodlardan baslicalart; diazo reaktifi,
diklorobenzendiazonyum (DPD), bilirubin oksidaz ve direk spektrofotometrik 6l¢iim
yiintemleridir.

HPLC (high pressure liquid cromotography) metodu referans metoddur (33,
34). Bilirubin Olclimiiniin en yaygmin kullanilan kimyasal yontemleri ise diazo
reaksiyonuna dayali olanlardir.

Diazo reaktifi metodlar

Bilirubin 6l¢iimiinde en sik tercih edilen metoddur. Ilk olarak 1883’te Erlich
tarafindan tanimlanan bu reaksiyonda diazolanmis sulfanilik asit (diazo reaktifi),

bilirubinle iki azopirol olusturmak iizere reaksiyona girer. Bu azopirol nétral pH’da



kirmizi-mor; yiiksek veya diisiik pH’larda mavi renklidir (Van der Berg reaksiyonu).
Sonraki calismalarda, ankonjiige bilirubinin diazolama reaksiyonunu alkoliin
hizlandirdig1 gosterilmistir. Alkoliin yoklugunda diazo reaktifi ile reaksiyon veren
bilirubin fraksiyonu direkt bilirubin olarak tanimlanmigstir. Reaksiyon ortamina alkol
eklenerek yapilan bilirubin 6l¢iimii total bilirubini gosterir ve total bilirubin ile direkt
bilirubin arasindaki fark da indirekt bilirubin olarak adlandirilir. Daha sonraki
degisikliklerde ankonjiige (indirekt) bilirubinin diazo reaktifi ile reaksiyonunu
hizlandiran cesitli hizlandiricilardan biri kullanilmastir (17 ).

Pratikte, direkt reaksiyona giren bilirubin konjiige bilirubin ve indirekt
bilirubin de ankonjiige bilirubin olarak tanimlanir. Total bilirubin ise bu ikisinin
toplamidir. Malloy ve Evelyn tarafindan gelistirilen diazo yontemi (bu yontemde
hizlandiric1 olarak metanol kullanilir) hemoglobinden ve ortama eklenen metanol
nedeniyle proteinlerin olusturdugu bulanikliktan etkilenir ve reaksiyon siiresi
goreceli olarak daha uzundur (35).

Jendrassik ve Grof’'un 1938’te tanimladigi ve daha sonra Doumas ve
arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen diazo yontemi (36), referans bir HPLC
yonteminin verdigi serum bilirubin sonuglar1 kadar giivenilir sonuglar verir. Bu
yontemde serum veya plazmadaki total bilirubin, reaksiyon ortamina once kafein
(hizlandiric1) ve daha sonra diazolanmis sulfanilik asit eklenerek 6lciiliir. Inkiibasyon
sirasinda hem konjiige hem de ankonjiige bilirubin azobilirubin olusturmak {izere
diazo reaktifi ile reaksiyona girer. Diazo reaktifinin eklenmesinden 10 dk sonra
askorbik asit, alkali tartarat ve seyreltik hidroklorik asit cozeltileri reaksiyon
karsimina eklenir. Olusan mavi-yesil azobilirubin ¢6zeltisinin absorbanst 600 nm’de
Olciiliir. Konjiige bilirubini 6lgmek icin serum veya plazma seyreltik HCI ile
seyreltilir ve daha sonra azobilirubin olusturmak {iizere diazolu siilfanilik asitle
karstirilir. Kafein—benzoat hizlandiricisinin yoklugunda sadece konjiige bilirubin
reaksiyona girer. Reaksiyon bir askorbik asit ¢ozeltisi eklenerek durdurulur; sonra
reaksiyon ortamina sirasi ile alkali tartarat ¢ozeltisi ve kafein reaktifi eklenir. Kafein
¢Ozeltisi azobilirubinin absorpsiyon pikini 585 nm’den 600 nm’ye kaydirir ve 6l¢iim
600 nm dalga boyunda yapilir. Tartarat reaktifi alkali pH olusturarak mavi renkli
azobilirubin meydana getirir (18).

Konjiige bilirubin yonteminde numune serum veya plazmadir. Lipemiyi
Onlemek icin sabah aclik kani tercih edilir. Diazo yontemlerinde yalanci diisiik

sonuclara neden oldugu i¢cin hemolizden kaginilmalidir. Konjiige ve ankonjiige



bilirubinin her ikisi de, beyaz veya ultraviyole 1518a maruz kaldiklarinda
yiikseltgendiklerinden, numuneler giines 15131 ve diger 1siklardan korunmalidir. Isi18a
duyarlilik sicakliga bagimhidir. Optimal kararlilik saglamak icin numuneler diisiik
sicakliklarda ve karanlikta saklanmalidir. Buzdolabinda saklandiginda numuneler ii¢
giin dayaniklidir. Karanlkta -70°C’de saklanan 6rnekler 3 ay kadar dayanabilir (17,
18).

DPD metodu

Bilirubinin, 0.1 mol/LL HCI i¢inde hazirlanmis 2,5-diklorobenzendiazonyum
ile reaksiyonu sonucu olusan kompleks 540-560 nm’de absorbans verir. Absorbans
bilirubin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bir deterjan (6rn. Triton X-100)
varliginda unkojuge bilirubinin de reaksiyona girmesi ile Olgiilen bilirubin, total
bilirubindir. Deterjan yoklugunda sadece konjuge bilirubin reaksiyona girer.

Bilirubinin direkt spektrofotometrik dlciimii

Bilirubin bebeklerde direkt olarak spektrofotometre ile olgiilebilir. Serum
bilirubini, 454 nm’de yiiksek absorbans verir ve bu absorbans bilirubin
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Numunede oksihemoglobin varsa 454 nm’deki
absorbanstan 540 nm’deki absorbans c¢ikarilarak diizeltme yapilir. Yenidogan
serumunda 454 nm’de absorbans artisina yol acan karoten ve diger pigmentler
bulunmaz. Diger taraftan bu pigmentler daha biiyiik cocuklarin ve erigkinlerin
serumlarinda bulunabileceginden bu yontem, sadece yenidogan numunelerine sinirl
kalmaktadir (18).

Karbon monoksit iiretiminin ol¢iimii

Asir1 bilirubin iiretiminde erken tani1 6nemlidir. Hemoliz bilirubin {iretimini
artirir. Hem yikimi sonucu olusan bilirubin ve CO belirli ekimolar miktarlarda
oldugundan, ekspiryum havasindaki CO miktarinin 6l¢iimii bilirubin iiretiminin
gostergesi olarak kullanilabilir. Hemolitik hastaligi olan infantlarda end-tidal CO

Olctimii tanida yardimei olur (22).

2.2. NEONATAL SARILIK VE FiZYOPATOLOJiSi

Serum bilirubin diizeyinin 5 mg/dL’nin (86 pmol/L) iizerinde olmasi seklinde
tanimlanan neonatal sarilik, term bebeklerin yaklasik %60’mda yasamlarmmn ilk
haftasinda gozlenmektedir (37,38). Yenidogan doneminde sarilik baslica ii¢ grupta

incelenebilir: Fizyolojik sarilik, anne siitii sarilig1, patolojik sarilik.
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2.2.1. Fizyolojik Sarihk

Fizyolojik sarilik, yenidogan karacigerinin bilirubini tutma, transport etme ve
konjugasyonundaki olgunlagsma eksikliginden kaynaklanir. Bu durum yasamin ilk
haftasinda serum indirekt bilirubin diizeylerinde artisa yol agar. Ortaya ¢ikan bu
gecici hiperbilirubinemi fizyolojik sarilik olarak adlandirilir (39-41).

Intrauterin yasamda indirek bilirubin plasenta tarafindan temizlendiginden,
kord kanindaki bilirubin diizeyi sadece 2 mg/dL (35 umol/L) veya daha azdir.
Dogumdan sonra bilirubin yavag yavas yiikselmeye baslar ve en yiiksek diizeye 60-
72. saatlerde ulasir. Maksimum bilirubin diizeyi 12 mg/dL yi gecmez. Genellikle
yasamin 3. giiniinde 12 mg/dL’den (210 umol/L) az bilirubin varlig1 fizyolojik
sarilik kabul edilmelidir (42). Bilirubin diizeyi daha sonraki 2-3 giin i¢inde giderek
azalr, izleyen giinlerde yavas yavas diismeye devam ederek 1-2 haftada erigkin
diizeye iner (36,37). Prematiirelerde ise bilirubin 5-6. giinlerde pik yapar ve term
bebeklere kiyasla bu deger daha yiiksektir; 2-4 hafta kadar siirebilir.
Prematiirelerdeki pikin daha ge¢ olmasi, glukuronil transferaz aktivitesinin daha
yavas artmasindan dolayidir (38-42 ).

Ancak son c¢aligmalar bu degerlerin normal total bilirubin degerlerini
yansitmadigint  gostermektedir. Artik klinikte daha fazla sarilikli  bebekle
karsilagilmakta ve normal populasyondaki total serum bilirubin degerleri eskisine
gore belirgin sekilde daha yiiksek saptanmaktadir. Bhutani ve arkadaslar1 2840
bebegin total serum bilirubin diizeyini degerlendirmis ve 95. persantil degerini 17,5
mg/dl olarak bulmuslardir (43). Bu bebeklerin %41°1 siyah, %43’1li beyaz ve Asyali
olup, %59’u anne siitii aliyordu.

Bu bilgiler 1s1ginda degisik populasyonlarda total serum bilirubin igin
normalin {ist sinir1 17-18 mg/dl olarak kabul edilebilir. 15-16 mg/dl’'lik degerler
bebegin ileri tetkikini gerektirmez, bu olgularda izlemin yeterli olabilecegi
diistiniilmektedir (43).

Sonu¢ olarak Amerikan Pediatri Akademisi, tedavinin zarardan ¢ok yarar
getireceginin diisiiniildiigii yliksek bilirubin diizeylerine miidahaleyi dnermekte, bu
degerlendirmeyi yaparken bebegin yasi ve klinik durumunu da goz Oniine almaktadir
(44).

Normal sartlarda indirek bilirubinin %99.9’u plazmada albiimine baglidir.

Serbest bilirubin ¢ok az miktarlarda bulunur (45). Serum bilirubin diizeyi;
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karacigerdeki bilirubin yiikii, hepatik ekskresyon hizi ve bilirubin baglama
kapasitesinin gostergesidir.

Yenidoganda UDPGT aktivitesinin azlig1 ve ligandin diizeylerinin diisiikligii,
konjiigasyon yetersizligine neden olur. Bunlarin disinda, yenidoganlardaki bilirubin
yapim hizi da artmigtir. Saglikli bir yenidoganda bilirubin yapim hizi 8-10
mg/kg/giin kadardir ki bu deger, eriskindekinden 2 kat fazladir (46). Eritrosit
kiitlesinin fazla olusu, enterohepatik dolagimin artmis olmasi, mekonyum icindeki
bilirubin miktarmin énemli diizeylere ulagsmasi ve bagirsak bakterilerinin yoklugu da
hiperbilirubinemiye zemin hazirlar.

Yenidoganda bilirubin diizeyini arttiran risk faktorleri (42)

1-Bilirubin yiikiinde artis: Eritrosit hacminin fazla olusu, eritrosit yasam

stiresinin kisa olusu, erken bilirubin artisi, enterohepatik dolagimin artigi

2-Bilirubinin karacigere ahnmasinda defekt: Ligandin (Y proteini) azligi,

Y ve Z proteinlerinin diger anyonlarla baglanmasi, karacigere alinmasinda

defekt

3-Bilirubinin yetersiz konjugasyonu: UDP glukuronil transferaz

aktivitelerinde azalma, UDP glukoz dehidrogenaz aktivitesinde azalma.

4-Bilirubin atihminda defekt

5-Karaciger dolasimi: Gobek kordonunun kesilmesiyle karacigere gelen

oksijen miktarinda azalma, duktus venosus agiksa portal akimin karacigere

ugramadan ge¢cmesi

2.2.2. Anne Siitii Sarihgi

Anne siitiine bagl sarilik uzun yillardan beri bilinmektedir. Anne siitiiyle
beslenen bebeklerde mamayla beslenenlere gore sarilik 3-6 kat daha sik
gozlenmektedir. Bu tip sarilik, herhangi bagka bir sarilik etyolojisi bulunmayan, anne
siitiiyle beslenen bebeklerde fototerapinin en sik uygulandigir sarilik tipi gibi
goriinmektedir (47). Anne siitii sarilig1 erken ve ge¢ olmak iizere iki donem halinde
incelenirse de, ikisi arasinda net bir ayrim yapmak giictiir.

Erken anne siitii sariligi ilk birka¢ giin icinde goriiliir ve anne siitiiniin
ozelliklerinden ziyade emzirmedeki teknik yanlisliklara baghdir. Beslenme hacim ve
sikliginda azalma sonucu bebek dehidratasyona girer ve mekonyum pasaji da gecikir

(48). Normal agirlikta bir bebegin mekonyumunda toplam 100-200 mg bilirubin
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bulunabilecegi  tahmin  edilmektedir. = Artmis  enterohepatik  dolasim,
hiperbilirubinemiye neden olur (48,49).

Gec¢ anne siitii sarihigi ise iiglincii giinden itibaren yavas yavas artan
hiperbilirubinemi ile karakterizedir ve anne siitii icindeki bazi1 maddeler ile iligkilidir.
Bilirubin yiiksekligi ikinci haftaya kadar devam eder ve daha sonra yavas yavas
azalarak birkag¢ ay icinde normale doner. Bilirubin diizeyleri 12-20 mg/dL’ye kadar
yiikselebilir ancak patolojik degildir (50). Bebeklerde hemoliz bulgusuna veya
herhangi bir hastalik belirtisine rastlanmaz. Tartt alimi ve bagirsak fonksiyonlari
normaldir. Tan1 ancak diger patolojik nedenleri ekarte ederek konur.

Gec anne siitii sarilig1 etyolojisinde, anne siitii icinde bulunabilen pregnan-
3alfa-20betadiol, B-glukronidazlar, non-esterifiye yag asitleri sorumlu tutulmustur.
Bu maddeler, in vitro olarak UDPGT' inhibe eder (24,51-53). Bagirsak florasi
gelisiminin, anne siitii alanlarda ve mama ile beslenenlerde farkli olmasi ve boylece
bilirubinin {irobilinojene doniismesindeki farkliliklar da, enterohepatik dolasimi
etkileyerek anne siitii sarilig1 gelismesine katkida bulunabilir.

Tam1 konduktan sonra anne siitii 24-72 saat kesilir ve bebek mama ile
beslenirse sarilik hizli bir sekilde azalir. Anne siitii tekrar verilmeye baslansa bile
sarilik artmaz veya 1-3 mg/dL gibi ¢ok kiiciik miktarlarda artar. Ancak bu yontem,
tim anne siitii sariliklarinda uygulanmasi gereken rutin bir yOontem olarak
degerlendirilmemeli, bilirubin diizeyleri kernikterus acisindan tehlikeli sinira
yaklasan bebeklerde uygulanmalidir. Anne siitiiniin kesilmesi ile sarilikta diizelme

olmuyorsa bagka bir patoloji diisiinmek gerekir.

2.2.3. Patolojik Sarihk

Fizyolojik ve anne siitii sarilig1 disindaki sarilik nedenleri, patolojik sarilik
kabul edilir. Maisels’in 1981 yilinda ilk tariflendigi sekliyle patolojik sarilik
taniminda; sariligin ilk 24 saatte ortaya cikmasi, bilirubin artis hizinin giinde 5
md/dL’yi ge¢cmesi, serum direkt bilirubin diizeyinin 1,5-2 mg/dL nin iistiinde olmasi1
ve sariligin term bebeklerde bir, preterm bebeklerde ise iki haftadan daha uzun
stirmesi kurallar1 yer almaktaydi (54). Ancak daha sonra bu tanimlara uyan tiim
durumlarin patolojik sarilik olmayabilecegi goriildii. Anne siitii sariligi nedeniyle
term bebeklerde indirekt bilirubin diizeyinin ve sarilik siiresinin bu simirlar1 agsmasi,
bunun en giizel 6rnegi olmus ve daha sonraki yillarda anne siitii ile beslenenlerde

patolojik serum bilirubin diizeyi 15 mg/dl’ye ylikseltilmistir. Ancak anne siitii ile
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beslenen pek c¢ok saglikli bebekte bu smnir da asildigindan giiniimiizde term
bebeklerde serum bilirubin konsantrasyonlarinin 17 mg/dl’den daha yiiksek oldugu
durumlarda fizyolojik olmadiginin diisiiniilmesi ve sarilik siiresinin iki haftadan daha
uzun siirdiigli durumlarda uzamis olarak kabul edilmesi giderek kabul gormiistiir
(59).

Yenidogan bebeklerdeki patolojik sariliklarin  biiyilk ¢ogunlugundan
bilirubinin metabolizma basamaklarinda normal fizyolojinin disinda gelisen patolojik
siirecler (artmig bilirubin {iiretimi, hepatik alim eksikligi, yetersiz bilirubin
konjugasyonu ve artmis bilirubin enterohepatik dolasimi) sorumludur.

Eritrosit yikimina bagh hiperbilirubinemi nedenleri (42)

1. izoimmunizasyon: Rh uyusmazligi, ABO uyusmazhgi

2. Eritrosit ici biyokimyasal defektler: G6PD eksikligi, piruvat kinaz
eksikligi, heksokinaz eksikligi, konjenital eritropoetik porfiri

3. Eritrosit yap1 bozukluklari: Herediter sferostoz, herediter eliptositoz

4. Enfeksiyon: Bakteriyal, viral, protozoal

5. Sekestrasyon: Subdural hematom veya sefal hematom, ekimozlar,
hemanjiomlar

6. Diger: Akciger, beyin, karmn i¢i kanamalar, dissemine intravaskiiler

koagiilasyon, alfa talasemi

2.3.INDIREKT HIPERBILIRUBINEMI TEDAVISi

Bilirubin toksisitesinin gegici ve kalic1 etkilerini ortadan kaldirilmasi igin
hiperbilirubineminin zamaninda tedavisi biiyilk 6nem tasir. Ancak hangi bilirubin
diizeylerinde hangi tedavilerin uygulanmasi1 gerektigi konusu, son yillarda biiyiik
tartigmalara neden olmustur. Klasik olarak, kernikterus bulgular1i hemoliz varliginda
20 mg/dL tizerindeki diizeylerde ortaya cikar (56-57). Bu infantlarda kan degisimini
de iceren agresiv tedaviler uygulanmistir. Fakat son zamanlarda hemolizi
bulunmayan saglikli term bebeklerin ¢ok daha yiiksek bilirubin diizeylerini tolere
edebilecekleri bulunmus ve primer tedavi fototerapiye odaklanmistir (58).

Hiperbilirubinemi tedavisinde kullanilan {i¢c yontem vardir: Fototerapi, kan

degisimi ve farmakolojik ajanlar.
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2.3.1.Fototerapi

IIk kez 1956 yilinda Ingiltere’de Rochford General Hospital’da, Prematiire
Servisi’nin sorumlu hemsiresi Miss J.Ward fototerapinin etkinligini kesfetmistir.
Miss Ward’in en onemli 6zelligi baktig1 premature bebekleri kiivozden ¢ikararak
hastanenin bahcesinde temiz hava ve bol giines almalarimi saglamaktir. Bir vizit
sirasinda servisin doktoru, Dr Dobbs karni tamamen agilarak giines gdrmiis bir
bebegin sirtinda, etrafindaki deriye gore daha sar1 renkte smirlari keskin {icgen
seklindeki bir alan1 gorerek sebebini sorar. Miss Ward ise bu bebegin onceden
sartligimin oldugunu, simdi derisinin beyazlastigini, ancak ortii altinda kalan yerin
sar1 renkte kalmig olabilecegini soyler (59).

Daha sonra tesadiifen cam 6niinde unutulan bir tiip kanda, bilirubin diizeyinin
10 mg/dL daha diisiik oldugu goriiliir. 1958 yilinda Cremer ve ark. (60) bu konuyu
test etmek icin prematiir infantlar1 hem giines 15181, hem fluoresan 1s1k altinda
biraktiklarinda, bilirubin diizeyinin her iki durumda da 6nemli derecede azaldigini
goriince, 15181 bilirubin {izerine etkisi olabilecegini diisiinerek, hiperbilirubinemi
tedavisinde ilk olarak fototerapi kullandilar. O giinden bu yana fototerapinin etki
mekanizmasi ve uygulama teknikleri hakkinda cok sey Ogrenildi ve standart bir

fototerapi yontemi olusturulmaya ¢alisild.

2.3.1.1. Etki Mekanizmasi

Fototerapi yenidoganda indirekt hiperbilirubineminin tedavisinde en sik
kullanilan yontemdir. Hemen hemen tiim yenidoganlarda serum bilirubin
konsantrasyonunun yiikselmesini durdurur veya azaltir. Bunu hemoliz varligindan,
matiiriteden veya derinin pigmentasyon derecesinden bagimsiz olarak yapar (55).
Daha onemlisi fototerapi kan degisimi gibi invazif bir tedavi yontemine olan ihtiyac1
da azaltmaktadir (61).

Viicuttaki herhengi bir fotoreseptdr molekiil, 1518in bir kuantumunu ya da
fotonunu absorbe ettigi zaman daha yiiksek bir enerji diizeyine itilir. Buna uyarilmis
molekiil denir. Uyarilmis molekiillerden birka¢ yolla bazi foto {iiriinler olusur ve
kendileri daha ileri bir takim reaksiyonlara girerler. Bu mantiga dayanarak uygulanan
fototerapi, bilirubin atilimim artirir ve ek olarak bilirubini hizli bir bicimde daha az
toksik olan bilesiklere doniistiiriir (62).

Fototerapide esas meydana gelen olay, bilirubinin bir foton absorbe

etmesidir. En fazla absorbe edilen fotonlar 450 nm dalga boyundaki mavi fotonlardir.
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Daha sonra, 510 nm dalga boyundaki yesil fotonlar gelir. Kirmizi fotonlar hic
absorbe edilmez. Absorbe edilen foton ile bilirubin uyarilmis hale gelir ancak, bu
durumda fazla kalamaz ve tekrar eski haline donebilmek icin enerji kaybeder. Bu
enerji kaybi ii¢ sekilde olabilir:

e Foton emisyonu (fluoresans): Cok nadir olur.

e [s1iiretimi: En sik olan olaydir.

¢ Fotokimyasal reaksiyon.

Ik iki olay sonucunda bilirubin molekiilinde herhangi bir degisiklik
olmazken, fotokimyasal reaksiyonlar sonucu bilirubin molekiilii degisir. Bu
degisiklik de ii¢ sekilde meydana gelebilir:

- Geometrik (konfigrasyonel) izomerizasyon,
- Yapisal izomerizasyon,
- Foto oksidasyon.

Geometrik izomerizasyon swrasinda, dig pirol halkalarin1 ortadaki halkalara
baglayan cift baglardan biri ¢oziiliir, distaki halka 180° doner ve yeniden ¢ift bag
olusur (Sekil 4). Bu sekilde olusan izomere E izomeri denir. Izomerize olabilecek 2
cift bag bulundugu ve her biri de Z ve E konumunda olabilecegi i¢cin 4 degisik
izomer olusabilir: 47 15Z tabii bulunan esas formdur. Digerleri 4Z 15E, 4E 15Z ve
4E 15E olarak adlandirilir. Bu izomerler fotokimyasal olarak geri doniisiimliidiir ve
birbirlerine doniisebilirler (63). izomerlerin hemen hemen hepsi deri, derialt1 dokusu
ve kapillerler i¢inde olusurlar (64). E konumundaki ¢ift bag tagiyan izomerlerin suda
cOziiniirliikkleri fazladir. Bilirubin, albumine bagl oldugu dahi bile izomerizasyon
devam eder. Suda erir hale gelen bu izomerler plazma ile karacigere, oradan safraya
tasinir. Safra asitleri ile tekrar eski formuna donerler ve bagirsaklara ZZ seklinde
atilirlar. Serumdaki 4Z 15E izomerin miktari, kullanilan 15181n rengi ile iliskili olup,
yogunluguyla iliskili degildir. Diger bir deyisle 1s18in rengini degistirmeden,
yogunlugunu arttirarak dengedeki serum 4Z 15E izomer miktar1 degistirilemez.
Bilirubin eliminasyonu %80 geometrik izomerizasyon yolu ile olur (55,63).

Bilirubin ve insan albiimini kapsayan bir soliisyonda 4Z, 15E izomerinin yani
sira Z-Z izomerinin de olustugu goriilmiistiir. Bu iki izomer birbirine 15181n etkisi ile
doniisebilmektedir. Fototerapi kesildigi zaman 4Z, ISE izomeri dolasimda saatlerce
kalmaktadir. Ciinkii atilim hiz1 yavastir. 4Z, 15E izomerinin dogal yolla ve fototerapi
ile olusan olmak iizere iki tiirlii oldugu diisiiniilmektedir. Fototerapi ile olusan 4Z,

ISE izomeri digerine gore daha az lipofilik ve daha az toksiktir.
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Sekil 4. Bilirubinin Z-E karbon c¢ift bagl geometrik izomerizasyonu.

Yapisal izomerizasyonda pirol halkasi iizerindeki CH=CH, (vinil) grubu,
komsu diger pirol halkasi ile birleserek 7 karbonlu yeni bir halka olusturur. Bu

yapiya lumirubin, siklobilirubin veya fotobilirubin 2 denir (Sekil 5).

Sekil 5. Bilirubinin lumirubine doniistiigii intramolekiiler siklizasyonu (yapisal izomerizasyon).

Daha polar olan bu izomerin de suda c¢oOziiniirliigii fazladir. Lumirubinin
onemli bir 6zelligi geri doniisiimsiiz olmasi, yani esas bilirubine geri donmemesidir.
Bu 6zelligi nedeni ile fototerapinin yogunlugu arttikca olusan lumirubin miktar1 da
artar. Dolayisiyla uzun siireli fototerapi sirasinda bilirubinin esas atilma yolu
lumirubin olur. Lumirubin olusumu, bilirubin eliminasyonunda hiz kisitlayici
basamaktir (55,63).

Fotooksidasyon, in vitro ortamda oldukg¢a etkili olmasina ragmen sarilikli bir
yenidoganda etkisi oldukca simirhdir. Tek bir oksijen atomunu igeren bir reaksiyon
sonucunda biliverdin, dipirol ve monopirol gibi renksiz iiriinler ag¢iga ¢ikar. Bu

tiriinler oldukc¢a az olup, idrarla atilabilecek kadar polardir (62).
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2.3.1.2. Fototerapinin Etkinligini Belirleyen Faktorler

Fototerapinin etki mekanizmalar1 Sekil 6’da 6zetlenmistir (55). Neonatal
hiperbilirubineminin tedavisinde en ¢ok kullanilan yOontem olan fototerapinin
etkinligini belirleyen degiskenler ve yan etkileri iyi bilinmeli ve bu cihazlarin dogru

kullanildigindan emin olunmalidir.

Deri Kan Karaciger Safra

|
|
|
|
PB-—-=PB. Alb ===-=PB --== PB—g=B

4 V4 \
1 /’, \\
mk — B STTT5 B Alb === Bagmwsak
T P, ’/
P - ,/
\ ,//
LR---=LR.Alb "-I-"LR -—| -= R
0
2 Bobrek fdrar
|
OxB---OxB----*-OxB-l—--—OxB
B = Biliruhin  PB = Fotobilirubin LR = Lumiruhin  OxB - Bilirubin Alb = Albumin

(Z.Zlzomer) (E.E ve E,Z fzomerler) (E ve Z izomerler) oksidasyon iiriinleri

$ekil 7. Yenidogan sarihg@inda fototerapinin etki mekanizmalari.

Sekil 6. Yenidogan sarilig1 tedavisinde kullanilan fototerapinin etki mekanizmalari

Isigin dalga boyu: Bilirubin 400-520 nm dalga boylar1 arasindaki mavi 15181
maksimum diizeyde absorblar (5). Albumine bagl bilirubin 460 nm’de pik
absorpsiyon yaparken, bagli olmayan bilirubin 440 nm’de pik absorpsiyon yapar
(55). Giin 15181 550-600 nm dalga boylar1 arasinda oldugundan, etkisi daha azdur.
Mavi 151k kaynagi olarak, 420-480 nm arasinda 1gik yayan, 6zel mavi lambalar
kullanilir. F20T12/BB olarak adlandirilan bu lambalar, F20T12/B olarak taninan
normal mavi lambalardan daha etkilidir. Mavi 1s1k altindaki yenidoganlarin cilt
rengini degerlendirmenin zor olabilece§i ve bazen mavi 15181n saglik personelinde
bas donmesi ve bulanti gibi yan etkilere yol acgabilecegi gz Oniine alinarak,
fototerapi iinitelerine beyaz 151k da eklenmistir. Boylece bir fototerapi iinitesi 2 mavi,
2 beyaz veya 4 mavi, 4 beyaz lambadan olusmus olur. Yapilan ¢aligmalarda 525nm
dalga boyuna sahip yesil 151810 da, en az mavi 151k kadar etkili oldugu, hatta beyaz
1siktan daha fazla etkili oldugu gosterilmistir (63). Ebbesen ve ark. (65) yaptiklar1 bir

calismada pretermlerde turkuaz renkli fluoresan lambalarin bilirubin miktarini
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disirmede mavi renkteki fluoresan lambalara gore daha etkili oldugunu
gostermislerdir.

Fototerapinin enerji yogunlugu veya irradyasyon miktar1 (m/cm’/nm):
Etkili fototerapi icin enerji yogunlugu, bilirubin yikimi i¢cin minimal etkili diizeyin
tizerinde olmali. Ayni1 zamanda potansiyel yan etkiler olusturabilecek diizeye de
ulagsmamalidir. Sekiz beyaz 11k lambasi iceren optimal durumdaki fototerapi iinitesi
klinik olarak anlamli fakat fototerapi i¢in minimal etkili diizeyi saglarlar (5
mW/cm?/nm). Su anki bilgilere gére bilirubin yikimindaki satiirasyon noktast,
standart fototerapi iinitelerinde bulunan 4 beyaz ve 4 mavi lamba ile saglanir (11
mW/cm?/nm). Optimal tedavi icin lamba enerji ¢ikisim olcen fotometreler
kullanilmalidir. %20’den fazla enerji kaybi1 olan lambalar degistirilmelidir (60).
Fototerapi lambalarinin yenidogana uzakligi 30-40 cm olmalidir. Tiim lambalar
emniyet acisindan mutlaka pleksiglas bir koruyucu icine alinmalidir. Halojen
fototerapi lambalarinin 1s1 yaniklarina yol agma riski daha fazla oldugu i¢in hastaya
olan uzakligina dikkat etmek gerekir (63). Son 10 yilda optimal fototerapi icin dnemi
en fazla vurgulanan faktorler, 15181 dalga boyu ve irradyasyon miktaridir (66).

Yenidoganin yiizey alam ve baslangic¢ bilirubin diizeyi: Baslangi¢ bilirubin
diizeyi fototerapi etkinligini negatif yonde etkiler (5,67). Tedavinin tam olarak etkili
olabilmesi icin bebegin tamamen ciplak olmasi gerekir. Derinin rengi cok fazla
pigmente olmadikg¢a fototerapinin etkinligini degistirmez (5).

Yataga beyaz Ortii serilmesi bebegin 151k almayan bdlgelerine 15181
yansitmada yardimci olabilir (55). Son yillarda gelistirilen fiberoptik fototerapi,
bebege sarilan battaniye benzeri bir ortii yardimiyla, kiivoze gerek kalmaksizin,
yatakta fototerapi verilmesini saglamistir (63). Bu fototerapi modunda 151k halojen
lambadan gegirilerek, i¢inde hastanin da bulundugu fiberoptik bir demet bulunan
battaniyeye yayilir. Pezzati ve ark. (68) yaptiklar1 bir calismada term yenidoganlarda
fiberoptik fototerapi alanlarin viicut 1sisinda, konvansiyonel fototerapi alanlara gore
daha az artig tesbit edildi. Ancak periferik dolasimi bozuk olan hidropslu veya
prematiire bebeklerde termal yanik olabilir (60). Fiberoptik fototerapi ile
konvansiyonel fototerapi karsilastirildiginda, fiberoptik fototerapi alan diisiik dogum
agirlikli bebeklerde daha az sivi kaybi olustugu ve renal kan akiminda fazla azalma
olmadigindan, bu bebeklerin daha fazla idrar ¢ikardigi saptandi (69). Dani ve ark.
(70)’min  yaptig1 bir calismada ise pretermlerde konvansiyonel fototerapi ile

fiberoptik fototerapinin serebral kan akimi iizerine etkileri arasinda fark
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bulunamamis ve ikisinde de fototerapi sonlandirildiginda serebral kan akiminda
artma saptanmigtir.

Aralikli ve siirekli fototerapinin karsilastirildigr caligmalar farkli sonuclar
dogurmustur. Baz1 ¢calismalarda aralikli tedavinin etkinligi gosterilememistir, ancak
bunun, 151810 kapatildig: intervallerin siiresinden kaynaklanabildigi diistiniilmektedir.
Bilirubinin fotoizomerizasyonu primer olarak deride olur ve deriden uzaklastirilan
bilirubinin yerine yeni bilirubin oturmas: i¢in bir-ii¢ saat gerekir, bu nedenle bir
saatten fazla fototerapiye ara vermek cok fazla anlamli degildir. Beslenme ve ziyaret
saatlerinde bebegin gozlerinin acilarak fototerapiye bir saatten az bir sure ara

verilmesi, fototerapinin etkinligini diistirmez (60-64).

2.3.1.3. Fototerapinin Komplikasyonlari

Kirk yil1 askin bir siireden beri cok yaygin olarak kullanilan fototerapi genel
olarak etkili ve giivenilir bir tedavi olarak kabul gormekle beraber bazi yan etkilere
de sahiptir. Bunlar:

Retinal dejenerasyon: Yiiksek yogunlukta 1s18in yenidoganlarin goziindeki
etkileri halen tam olarak bilinmemekle beraber, hayvan deneyleri devamli 1sikla
retinal dejenerasyonun olusabilecegini gostermektedir. Bu yiizden fototerapi
uygulanan tiim yenidoganlarin gozleri, opak materyalle, hasara kars1 kapatilmalidir.
Fiberoptik fototerapi de bu korumayi gerektirir (55).

Dehidratasyon ve ishal: Gerek buharlasma yoluyla, gerekse digski miktar ve
kivaminin artmasi nedeniyle, bebeklerde sivi kaybinin artmasi sik goriilen bir
komplikasyondur. Diskida meydana gelen degisikliklerin nedeninin, vazoaktif
intestinal peptid (VIP) sekresyonundaki artis oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bebek sulu,
hafif yesil diski (fototerapi digkis1) yapabilir. Bunda, bebegin besinlerindeki laktoz
ve siikrozun Onemi yoktur (63,64). Hidrasyonun direkt olarak serum bilirubin
seviyesini azalttig1 yolunda delil yoktur, ancak dehidratasyon onlenmelidir. ideal
olarak s1vi, gastrointestinal motiliteyi uyarmak icin enteral yoldan verilerek,
bilirubinin enterohepatik reabsorpsiyonu engellenir (55).

Boo ve ark. (71) yaptiklar1 calismada saghkli term ve ciddi
hiperbilirubinemisi olan yenidoganlarda, yogun fototerapi ile ilk dort saat sonunda
meydana gelen bilirubin seviyesindeki azalmanin, oral sivi tedavisi alan grupla

intravendz sivi tedavisi alan grup arasinda farkli olmadigimni gostermislerdir.
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Bronz bebek sendromu: Bu sendromda serum, idrar ve cilt birka¢ saat
icinde kahverengi siyah bir goriiniim alir. Kolestaz nedeniyle biliyer ekskresyonun
yetersiz kaldigi ve safra pigmentinin fotoliriinlerle birlikte retansiyonu sebebiyle
olustugu sanilmaktadir. Lumirubinin yikilmasiyla ortaya c¢ikan kahverengi
pigmentler, tipik deri dokiintiisiiniin rengini verir. Ayrica serumda artan
koproporfirin ve foto yikim iiriinlerinin bu tabloya neden olduklari ileri siiriilmiistiir
(60). Bu sendromun gelistigi tiim yenidoganlar sekelsiz iyilesirler, yalniz literatiirde
bir term yenidogan Olmiis, otopsisinde kernikterus saptanmistir. Kolestazli veya
konjuge hiperbilirubimemili hastalarda fototerapi kullanilmamasi tavsiye edilir
(55,63,64).

Deri dokiintiisii: Fototerapi alan bebeklerde deride igne bas1 biiyiikliigiinde
gecici eritamatoz dokiintiiler (fototerapi dokiintiisii) olabilir.

Trombositopeni: Fototerapi alan bebeklerde hemoliz artabilir. Ayrica
fototerapi sirasinda trombositlerin yikimi da biraz hizlandigindan, kemik iligi
kompansasyonu yetersiz kalirsa trombositopeni gelisebilir (64).

Hipokalsemi: Fototerapi ile 6zellikle prematiirelerde hipokalsemi gelisebilir.
Bunun nedeninin pineal bezin dogrudan i1sik ile uyarilmasi sonucu melatonin
sekresyonunun azalmasi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

PDA: Fototerapi alan 1000 g’in altindaki bebeklerde PDA riski artmistir. Bu
bebeklerde PDA’nin cerrahi olarak kapatilmasi da, almayanlara kiyasla 2 kat daha
fazla gozlenir. Tam olarak belli olmamakla beraber, duktus diiz kaslarmin i¢indeki
kontraktil proteinlerin oksidasyonu, direkt nitrik oksit benzeri etki ve oksijene bagli
kontraksiyonun 6nlenmesi gibi mekanizmalar neden olabilir (57).

DNA hasar: Cesitli in vitro ve hayvan kiiltiirii caligmalarinda, fototerapiye
bagl gelisen DNA hasar1 gosterilmistir (20).

Riboflavin eksikligi: Riboflavin insan viicudundaki enzim sistemlerinin
kullandig1 bir koenzim olup, mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarda cesitli
fotokimyasal reaksiyonlarda fotoreseptor olarak kullanilir. Bilirubin ile ayni dalga
boyundaki 1siktan etkilenir. in vitro olarak indirekt bilirubinin fotooksidasyonunu
arttirr (72). Knobloch ve ark. (73) calismalarinda, fototerapi alan yenidoganlarda
kan riboflavin seviyesinin hipovitaminoza yol acacak kadar diistiiglinii ve oral
riboflavin uygulamasi ile fototerapi siiresinin kisaldigini gostermislerdir. Riboflavin
seviyesindeki diisme, eritrositlerin NADPH sentez yetenegini, G-6-PD ve glutatyon

rediiktaz aktivitelerini azaltarak, hiicreyi oksidatif strese duyarl hale getirir. Ancak
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oksidatif  hasar1  engelleyecek olan riboflavin diizeyi  bilinmemektedir.
Yenidoganlarda riboflavin konsantrasyonu fototerapiye basladiktan 18 ile 24 saat
icinde iicte bir oraninda azalir. Giinliik 0.3 mg riboflavin suplementasyonu ile bu

azalmanin engellenebilecegi diisiiniilmektedir (72).

2.3.1.4.Fotokimyasal Genotoksisite

Bir bilesigin UV veya goriiniir 151kla maruziyeti sonrast genotoksik etkileri
artirmasina fotokimyasal genotoksisite (fotogenoksisite) denir. Bu etki bilesigin 15181
absorbe etmesine baghdir (5,74,75).

Solar radyasyon genotoksik etkilerini esas olarak iki tip mekanizma ile
gosterir: (i) DNA’nin direk eksitasyonu (ii) DNA’nin porfirin ve flavin gibi endojen
seliller kromoforlar olarak adlandirilan diger molekiiller tarafindan indirek
eksitasyonu. DNA’nin fotoeksitasyonu, UV absorpsiyonu ile pareleldir ve 260 nm’de
(UVC) maksimumken, 280-320 nm aralig1 (UVB) ve 320-400 nm araliginda (UVA)
giderek azalmaktadir (5).

Cesitli endojen veya eksojen maddeler, UV veya goriiniir 15181 absorblama
yoluyla flavin ve porfirinler gibi fotoeksitasyon iiriinleri olustururlar. Bu iiriinler
direkt veya indirekt mekanizmalarla DNA hasar1 olustururlar. Goriiniir bolge dalga
boylarinda uygulanan fototerapiye bagl genotoksik etkiler de, cesitli caligmalarda
bildirilmektedir (76).

Fotonlar NAD koenzimleri, riboflavin veya melanin gibi seliiler kromoforlar
tarafindan hemen absorblanir. Ardindan olusan reaktif okijen metabolitleri (ROS) ile
lipid, protein ve DNA gibi seliiler makromolekiillerin oksidatif hasar1 meydana gelir
(77).

Stabil bir molekiil olan DNA; lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi
spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her
hiicresinde DNA’nin giinde 103 kez oksidatif hasara maruz kaldig1 one siirtilmiistiir
(78). DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, cok diisiik diizeylerde
hasar, saglikli bireylerde de saptanmaktadir. Reaktif oksijen metabolitleri
olusumundaki artma, antioksidant enzim diizeylerindeki azalma ve/veya DNA
onarim mekanizmalarinda defekt olmasi, oksidatif DNA hasarinin artmasina yol

acmaktadir (77,79).
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2.4. COMET (TEK HUCRE JEL ELEKTROFOREZ) TEKNIGI

Sitogenetik yontemler, mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan
topluluklarin biyolojik izlenmesinde genis Olciide kullanilmaktadir. Son yillarda
gelisen ‘comet teknigi’ de cesitli tipte DNA hasarlarinin tespiti i¢in hassas, hizli ve

giivenilir bir yontem olmasi nedeniyle yaygin kullanim gormektedir.

2.4.1. Tarihge

IIk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan tek hiicre diizeyinde
DNA hasarmi tespit etmek iizere "Tek Hiicre Jel Elektroforez Teknigi" (SCGE)
gelistirilmistir (80). Ostling ve Johanson mikroskop lami {izerinde, bir ince tabaka
agar jeline siispanse ettikleri az sayida hiicreyi, tuz ve deterjanlarla lize ettikten
sonra, notral sartlarda elektroforeze tabi tutmuslardir. Elektroforez sirasinda
uygulanan elektrik akimi, kirilmis ve hafif DNA parcalarinin ¢ekirdekten hizh
gociinii saglamaktadir. Comet teknigi, hasar gormiis DNA'nin elektroforez ile
cekirdekten salinmasi prensibine dayanir. Eger DNA kirik iceriyorsa, hasarli DNA,
cekirdekten anoda dogru goc etmekte ve etidyum bromid gibi fluoresan baglayici bir
boya ile boyandiklarinda bu hasarli hiicreler, kuyruklu yildiz (comet) benzeri
goriiniim almaktadir (80).

DNA c¢ift sarmal kirilmalarinin tespitine izin veren notral sartlar, tek sarmal
kirilmalarinin belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa ki, DNA'da hasar olusturan
cogu ajan, DNA cift sarmalindan ¢ok, DNA tek sarmalinda hasar meydana
getirmektedir. Bunun yaninda notral sartlarda proteinler tam olarak
uzaklastirilamamaktadir.

Bu nedenlerden dolay1 1988'de Singh ve arkadaslari tarafindan alkali sartlar
altinda (pH>13), DNA tek sarmal kirilmalariin tespitine izin veren comet teknigi
olusturulmustur (81). Kullanilan daha giiclii lizis kosullari, proteinlerin %95'inden
fazlasin1 yok edebilmektedir. Alkali elektroforez uygulamasi ile alkali oynak
bolgelerin ve tek zincir kiriklarinin basit ve duyarli bir sekilde tanmmasi
saglanmistir. Pek ¢ok genotoksik ajanin ¢ift zincir kiriklarindan c¢ok tek zincir
kiriklar1 ve/veya alkali oynak bolgeler olusturmasi nedeniyle metodun bu versiyonu
daha ¢ok Onerilir hale gelmistir (81, 82).

Boylelikle comet tekniginin yeni dizayni, birey hiicrelerinin hemen hepsinde

DNA hasar1 biiyiikliigiiniin direk olarak tespitini saglamaktadir. Bunun yaninda,
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DNA hasar/onarim tespiti ve mekanizmasi ¢aligmalarinda kullanilabilmektedir (83,

84).

2.4.2. Kullamim Alanlar

SCGE teknigi tek bir hiicrede DNA hasarmin direk tayininin yani sira, bir
populasyondaki tiim hiicrelerin ayni oranda hasara ugrayip ugramadigmin tespitine,
dolayisiyla da bir tedavi swrasinda hiicrelerin cevabmin ozellikle radyoterapi ve
kemoterapi rejimlerinde tiimor cevabinin saptanmasina yardimci olabilmekte, direncli
hiicre populasyonunun tanimlanmasini saglamaktadir. SCGE teknigi pek ¢ok deneysel
sartlarda DNA hasar ve onarimini incelediginden, son yillarda genotoksisite ve DNA
onarim mekanizmalarinin incelemesinde kullanimi artan bir yontemdir (85, 86).
Yontem tek hiicre siispansiyonu seklinde elde edilebilen hemen hemen her 6karyot
hiicrede DNA hasar ve onarimini tespit etmektedir. Oldukg¢a kiiciik hacimde orneklerle
caligilabilmekte, sonuglar bir giinde elde edilebilmektedir. Yontem alkali eliisyon gibi
diger uzun DNA analizleri kadar duyarhdir (87).

Gilinlimiizde comet teknigi insan populasyonlarindan alinan lenfosit
orneklerinde oksidatif hasar, UV ve iyonizan radyasyona duyarliklarin incelenmesi
yoniinden basarili  bir sekilde uygulanmaktadir. Ozellikle izleme (human
biomonitoring) ¢calismalarinda, meslekleri nedeniyle veya cevresel ya da kazayla cesitli
kimyasal maddelere maruz kalan kisilerde, DNA hasarinin incelemesinde son yillarda
ragbet goren bir tekniktir (85-87).

Comet 6l¢iimii insan caligmalarinda kullanilabilecek en uygun testlerdendir.

Ciinkii radyoaktif maddelerle isaretleme gibi zararh islemleri icermez ve kolaylikla
goriinebilir hiicrelere uygulanabilir. Normalde siklikla kullanilan beyaz kan
hiicreleridir. Bu hiicreler relatif olarak invaziv olmayan yollarla, kolaylikla ayrilabilir
ve metoda iyi uyum saglar. Ancak kanser icin hedef doku olmamalar1 ve beyaz kan
hiicrelerindeki hasarin  gercek hedef dokudaki hasar1 yeterince yansitip
yansitmadiginin net olmamasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bazen cerrahi
sonrast ¢ikarilan dokular kullamilabilmekle birlikte saglikli kontrol dokusu elde
etmek oldukga giictiir. Bukkal ve iiretelyal epitel hiicreler de denenmistir ancak bu
hiicreler yapilar1 nedeniyle ek proteaz kullanimi ve uzun bir lizis siiresi gerektirirler

(85).
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2.4.3.Uygulama Protokolii

Teknigin uygulanmasinda iki tip jel modeli vardir. Tek tabakal jel ve sandvic
jeller. Daha yaygin olarak kullanilan, sandvi¢ modeldir. Gomiilen bu hiicreler, lysing
soliisyonunda bekletilir. En ¢ok tercih edilen yontem, en az bir saat siireyle, pH>10-
12'de, deterjanla ve yiiksek tuz konsantrasyonunda hiicrelerin bekletilmesi
seklindedir. Elektroforezden ©Once lamlar, alkali elektroforez soliisyonunda DNA
sarmalmin ayrilmasi i¢in bekletilir. Bu soliisyon pH>12 ve disik tuz
konsantrasyonunda olmalidir. Uygulanacak olan elektroforez siiresi ve voltaji
hiicrelerdeki DNA gociinii etkiledigi icin, her denemede standart segilen bir tanesi
kullanilmalidir. Elektroforezi takiben lamlarin yikanmasi i¢in en ¢ok tris tamponu
tercih edilir. En son olarak DNA baglayic1 boyalarla (akridin oranj, etidium bromid,

propidyum iyodit, DAPI gibi) fluoresan renk olusturulur (88) (Sekil 7).

S HUCRELER
ﬁ‘i": 'S \ —
Lot R KAPLAMA

Lizis
BOYAMA
l NOTRALiZASYON | DNA ZIiNCIRININ AYRILMASI
(pH>13, SURE?)

\ ELEKTROFOREZ /

(Viem?, mA?, pH>13)

Sekil 7. Alkali comet tekniginde kritik basamaklarin sematik gosterimi (83)

Comet olusum sekillerini degerlendirmek ve tayini yapmak icin pek cok
farkli caligmalar yapilmaktadir. Degerlendirme tekniklerinin en basiti hasar
derecelerine gore kategorilendirerek (genelde 4 veya 5 sinifta) cometleri goz ile
ampirik olarak kaydetmektir (84, 89). Gozle goriintii analizinde go¢ etmis hiicreler,

siklikla kuyruk uzunluklarina gore, siniflandirilarak ayirt edilebilmektedir (Sekil 8).
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Sekil 8. Comet kuyruklarin gozle amprik degerlendirilmesi (1: Hasarsiz, 2: Az hasarli, 3: Orta

derecede hasarli, 4: Cok hasarli)

Belli bir bolgedeki DNA miktari, o bolgedeki fluoresans yogunlugu ile dogru
orantilidir. Bu 6zellikten yararlanarak dijital goriintii sistemlerinde ve analiz yazilim
programlarindaki ilerlemeye paralel olarak daha hassas ve dogru sonu¢ veren miktar
tayini yontemleri gelistirilmistir. Hasarl1 hiicrelerin bas uzunlugu, bas ve kuyruktaki
DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk moment gibi ¢esitli comet parametreleri
Olciilebilmektedir. Bunlar arasinda kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu en sik
kullanilanlar olmasina ragmen, Onerilen ve kullammm gittikce artan Olgiim
parametresi kuyruk DNA yiizdesidir. Ciinkii bu parametre cometlerin goriiniir
kismidir ve DNA kirik frekansi ile dogru orantilidir. Kuyruk momenti; kuyruk
uzunlugu ve kuyruk icindeki toplam DNA oraninin ¢arpimi olarak tanimlanmaktadir.
Arastirmact  hangi 0Ol¢iim parametresini  kullanirsa  kullansin, parametreler
calismalarda acik¢a not edilmelidir (83, 90).

Gelismis  laboratuvarlarda  ise  genellikle  ‘image  analyzer’'dan
yararlanilmaktadir. Son yillarda ise Ol¢iimler LSM (Laser-scanning microscopy)
teknolojisiyle gelistirilmistir. Boylece sarmal kirilmalarindaki farkliliklar kolaylikla

belirlenebilmektedir (91).

2.4.4.Comet Teknigini Etkileyen Faktorler

SCGE tekniginin farkli uygulanmasi sonuclar etkilemektedir. Ornegin,
elektroforez sartlar1 (siire, uygulanan voltaj), lysing soliisyonu sartlar1 (tuz
konsantrasyonu, siire ve pH), metodun hassasiyetini etkilemektedir. Bu nedenle

deneylerde sartlar standart tutulmalidir. Ayrica insana yonelik calismalarda
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genotoksik etkiyi potansiyelize ettigi tartisilan faktorler SCGE teknigi de
etkileyebilir.

2.4.5.Comet Tekniginin Avantajlari

e Az sayida hiicre gerektirir.

e Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir.

e Kolay uygulanabilir.

e Hassastir.

e Hizhdir.

e Ekonomiktir.

e Giivenilirdir.

e (esitli tiirlerde DNA hasarlarim tespit edebilir.

e Tek hiicre seviyesinde bilgi edinilebilir.

e Endiistriyel toksikoloji, ¢cevresel toksikoloji, genetik toksikoloji, insan
biyoizlemleri, DNA onarim ve hasarinin temel mekanizmasi gibi
calismalarda genis olarak kullanilabilmektedir (85, 90).

Yontem in vivo modellerde herhangi bir dokuya da uyarlanabildiginden,
sadece hizli prolifere olan hiicrelerde uygulanabilir olan diger genotoksisite
testlerinden daha {istiindiir. Ayn1 zamanda tek bir doku hasarini belirlemek de

miimkiindiir (90).

2.5.KATALAZ
Katalaz (EC 1.11.1.6) aerobik canlilarda yaygin bulunan ve hidrojen peroksiti
(H,0,) su ve molekiiler oksijene yikan antioksidant bir enzimdir (92).

HO, + H0, 4992 o\ 2HO

Esas olarak peroksizomlarda lokalizedir ve yapisinda 4 adet hem molekiilii
bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositler katalazin en yiiksek aktiviteye
sahip oldugu organlardir. Katalaz hiicreyi respiratuvar patlamalara kars1 da koruyucu
olarak hizmet eder. Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksitin yani sira
metil-, etil- hidroksiperoksitler gibi kiiciik molekiillii lipit hidroperoksitleri de icine
alir. Katalaz aktivitesi seliiler H>O; tiretimi arttik¢a artmaktadir (92).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Komisyonu
tarafindan desteklendi ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onay1
almarak uygulandi. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Proje kodu: TT-05-03;
etik kurul onay tarihi: 04.01.2005; onay kodu: 05/48.

Bu calisma Mayis 2005 - Eyliil 2005 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’'nda yapildi. Numune toplama islemleri
Cocuk Saghgir ve Hastaliklar1 Yenidogan Servisi’nde gergeklestirildi. Hiicrelerin

immiinofluoresan mikroskobik incelemeleri Genetik Laboratuvari’nda yapildi.

3.1.HASTA VE KONTROL GRUPLARININ TANIMI

Bu caligmada hasta grubu, patolojik diizeyde indirekt hiperbilirubinemisi olan
ve fototerapi alan 20 term yenidogandan, kontrol grubu ise fizyolojik sarilikli 20
term yenidogandan olusturuldu. Bebeklerin ailelerine c¢alisma hakkinda bilgi
verilerek onamlar1 alind1.

Hasta grubunda bulunanlarin tamami, normal hemogram bulgulariyla non-
hemolitik hiperbilirubinemisi olan ve fototerapi uygulanan, klinik olarak stabil
sarlliklt infantlardan olusturuldu. Kan degisimi ihtiyaci olan hastalar ¢alismadan

cikarildi. Prematiireler, kan grubu uygunsuzlugu bulunanlar, direkt Coombs testi
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pozitif olanlar; asfiksi, sepsis, major konjenital malformasyonu bulunanlar, direkt
hiperbilirubinemisi olanlar, maternal hastalig1 veya antenatal ila¢ kullanimi hikayesi

bulunanlar ¢caligmaya alinmada.

Kontrol grubu, rutin kontroller amaciyla Sosyal Pediatri Unitesi’ne bagvuran
20 saglikli term yenidogandan secildi. Hasta ve kontrol grubundaki her bir
yenidogan icin cinsiyet, yas, dogum agirhigi, dogum sekli, 5. dakika Apgar skorlar1

ve tam kan sayimi degerleri kaydedildi.

Numune alimi: Hastalarin ilk muayeneleri sirasinda olgiilen total ve direkt
bilirubin diizeyleri ve tam kan sayimi degerleri bu ¢alisma icin de kullanildi. Hasta ve
kontrol gruplarinda bulunan yenidoganlara, bu calisma i¢in ek herhangi bir invaziv
girisimde bulunulmadi. Tam kan sayimi i¢in EDTA’ 11 tiiplere alinan kanlardan comet
parametreleri ve katalaz aktiviteleri calisildi. Kontrol grubundaki yenidoganlarin bir
kez, hasta grubundakilerin ise fototerapi 6ncesinde ve sonrasinda olmak iizere iki kez

comet skorlar1 degerlendirildi.

3.2.COMET TEKNIiGi iCIN KULLANILAN COZELTILER VE KIMYASAL

MADDELER

e Fosfat tamponu: NaCl, Art.6400, Merck; KCI, Art.4935, Merck; Na,HPO,, Art.
6586, Merck; KH,PO4 Art.4871, Merck

e Lizis ¢ozeltisi: NaCl, Art.6400, Merck; EDTA, 131026, Panreac

¢ Elektroforez tamponu: EDTA, 131026, Panreac; NaOH, Art.6462, Merck; 8-
hidroksikinolin, H-6878, Sigma

e Notralizasyon tamponu: Tris base T3253, Trizma-Sigma

¢ Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA): Low Melting Agarose, % 0.75, 25 g,
Amresco

e Normal kaynama dereceli agaroz (NMA): Normal Melting Agarose % 0.5,
Agarose Standart, A 9539, Sigma

¢ Temizleme ¢ozeltisi: NaOH, Art.6462, Merck; %95 Etanol, Merck

e Polilizin ¢ozeltisi: Poly-L-Lysine, P-8920, Sigma

¢ Etidyum bromiir, 46067, Fluca

e Histopaque-1077, 109H6043, Sigma

e pH4, 7, 10 kalibratorleri
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3.3 COMET TEKNIiGi iCIN KULLANILAN ARAC VE GERECLER

® Digital block heater, Thermolyne BK 165x12A

¢ Elektroforez gii¢ kaynagi, Gelman Instrument CoA, Model:38207, Seri No: 361
¢ Elektroforez tanki

e Digital pH metre, Beckman, Seri No: 1050717

e Benmari, Memmet, ML 0080

e Mikrodalga firin, Argelik, MD 554, Seri no. 0300472807

o Elektronik terazi, AND GR-200, Seri no: 14200578

e  Orbital karistirici, Electro Mag, M 1201

e Sogutmali santrifiij, Sigma 3K30

e Santrifiij, Hettich EBA 12

e Mikropipetler; Socorex 20- 200, 100-1000, Genex Beta 10-100, 2-20
e (Cam sale

e Fotograf makinesi (Sensys) atasmanli fluoresans mikroskop (Nikon Eclips)

3.4. COMET TEKNIiGi COZELTILERININ HAZIRLANISI

Fosfat tamponu (10 mM, pH 7.4, 1000 mL)

Bir behere ayr1 ayri tartilarak, 136 mM (7.937 g) NaCl, 2.7 mM (0.201 g)
KCI; 10 mM (1.4196 g) Na,HPO, ve 10 mM (1.3606 g) KH,PO, kondu. Uzerlerine
600 mL distile su eklendikten sonra, karistirilarak ve 1sitilarak ¢oziinmeleri saglandi.
pH metrenin kalibrasyonu yapildiktan sonra ¢ozelti pH’s1 7.4°e ayarlandi. Karisim
balon jojeye aktarilarak son hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi. Kullanilincaya

dek 2-8°C’de saklandi. Ayda bir yeni ¢ozelti hazirlandi.

Lizis cozeltisi (pH 10, 500 mL)

Bir behere 2.5 M (73.05 g) NaCl, 100 mM (18.6 g) EDTA ve 10 mM (0.6 g)
Tris tartilarak kondu. Uzerlerine 350 mL distile su eklenerek karistirici yardimu ile
coziinmeleri saglandi. Cozelti pH’s1 10’a ayarlandiktan sonra karisim balon jojeye

aktarilarak son hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlandi. Kullanilincaya dek 2-
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8°C’de saklandi. Ayda bir yeni ¢ozelti hazirlandi. Kullanilmadan 6nce ¢6zeltiye son

konsantrasyonu % 1 olacak sekilde, Triton-X-100 eklendi.

Elektroforez tamponu (pH 13.1, 500 mL)

Elektroforez tamponunu hazirlamak i¢in, 10 mM (1.86g) EDTA, 300 mM
(6g) NaOH tartilarak behere kondu. 400 mL distile su eklendi, karistirilarak eritildi.
Kalibrasyonu ayarlanmis pH metre ile pH’s1 13.1’e ayarlandi. Balon jojeye
aktarilarak son hacim 500 mL’ye tamamlandi. Kullanilincaya dek 2-8°C’de saklandi.
Ayda bir yeni ¢ozelti hazirlandi.

Kullanilmadan oOnce c¢ozeltiye final konsantrasyonu % 0.1 (w/v) olacak

sekilde, 8-hidroksikinolin eklendi.

Notralizasyon tamponu (pH 7.5, 250 mL)

Notralizasyon tamponu hazirlamak icin, 0.4 M (15.76 g) Tris tartilarak bir
behere aktarildi. Uzerine 150 mL distile su eklendi. Karistiric1 yardimiyla eritilerek,
pH’s1 kalibre edilmis pH metre ile 7.5’e ayarlandi. Balon jojeye aktarilarak iizeri
distile su ile tamamlandi. Kullanilincaya dek 2-8°C’de saklandi. Ayda bir yeni ¢ozelti

hazirlandi.

Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA)

Diisiik kaynama dereceli agarozdan 0.75 g tartildi; tizerine 10 mL PBS (10
mM, pH 7.5) eklenerek 400 Watt mikrodalga firinda bir tasim kaynatildi. Birer
mL’lik alikotlara ayrilarak, 2-8°C’de sakland.

Normal kaynama dereceli agaroz (NMA)

Normal kaynama dereceli agarozdan 0.05 g tartilip iizerine 10 mL PBS (10
mM, pH 7.5) eklendi. Mikrodalga firinda 400 Watt’da bir tasim kaynatildi. Birer
mL’lik alikotlara ayrilarak, 2-8°C’de saklandh.

Temizleme ¢ozeltisi (100 mL)

Temizleme cozeltisi hazirlamak icin 10 g NaOH, 40 mL distile suda
¢cOzdiiriildiikten sonra iizerine 60 mL % 95 etanol eklendi. Karisim, lamlar1 tamamen
kapatacak sekilde saleye eklendi. Orbital karistiricida 10 dakika siireyle ¢alkalanarak

lamlar temizlendi.
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Polilizin ¢ozeltisi (70 mL)
Polilizin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 7 mL poli-L-lizin, 7 mL PBS ve 56 mL

distile su ile karistirildi. Karigim kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.

Stok boyama c¢ozeltisi
Stok boyama ¢ozeltisi hazirlanirken, 25 mg etidyum bromiir tartilarak 5 mL

distile suda c¢oziildii. Cozelti sisesi karanlikta saklandi.

3.5.COMET TEKNiGi PROTOKOLU
Comet teknigi, Singh ve ark. (81) tarafindan gelistirilen metoda gore

modifiye edilerek uygulandu.

3.5.1.Lam Kaplama

Agaroz jelin lama yapismasini saglamak amaciyla lamlar polilizin ¢6zeltisi ile
kaplandi:

1-Saleye yerlestirilen lamlarin iizerlerine temizleme ¢ozeltisi eklendi. Orbital
karistiric tizerinde 2 saat siireyle ¢alkalanarak yikamaya birakildi.

2-Lamlar, i¢inde distile su bulunan yeni bir saleye alinarak, orbital karistirici
tizerinde 10’ar dakika arayla en az dort kez yikandi, temizleme soliisyonundan
arindirildi

3-Yikanan lamlar polilizin ¢6zeltisi iceren saleye dizilerek, orbital karistirict
tizerinde bir saat siireyle karistirild1.

4-Lizinlenmis lamlar distile sudan gecirilerek 45°C sicakliktaki etiivde

kurutuldu. Kullanilincaya dek 2-8°C’ye saklandi.

3.5.2.Lenfosit Izolasyonu

Periferik beyaz kan hiicrelerinden kolay elde edilebilmesi ve viicuttaki
oksidatif stres diizeyini iyi yansitabilmesi nedeniyle, genotoksisite ¢alismalarinda en
cok lenfositler kullanilmaktadir (87). Bu caliyjmada da EDTA’ll tiiplere alinan tam
kan numunelerinden izole edilen lenfositler kullanildi. Lenfosit izolasyonu
numunelerin alinmasindan sonra en geg¢ bir saat icinde gerceklestirildi.

Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’l1 tiiplere alinan yaklasik 1 mL’lik kan
numuneleri 1500xg’de, 4°C’de, 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Uzerlerindeki
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plazma uzaklastirildiktan sonra 1 mL Histopaque 1077 (fikol) eklendi ve tekrar
1500xg’de 4°C’de, 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Ustte kalan buffy coat kismi
almip alikotlara aktarildi. Ardindan CBC laboratuvarinda sayim yapilarak, hiicre
say1s1 2000/pl olacak sekilde PBS (10 mM, pH 7.4) ile diliisyon uygulandi.

3.5.3. Lamlarin Jelle Kaplanmasi

Hiicrelerin gomiilmesi ve elektroforetik gdge hazirlhik amaciyla lamlar jelle
kaplandi:

1-Tiim numuneler cift calisildi. Lizinli lamlarin her iki u¢ kismima 110’ar uL
NMA dokiildii. Uzerleri hemen birer lamelle kapatilarak agarozlarmn katilasmadan
once diizgiin bir sekilde dagilimlar1 saglandi. 10-15 dakika siireyle 4°C’de
katilagsmaya birakildi.

2-Farkli bir eppendorf tiipte 180 uL LMA (% 0.5, 37°C) igine 30 uL hiicre
eklendi. Pipetasyon yapilarak homojen karigimlar1 saglandi. Agarozun katilagsmasini
engellemek ve yiiksek 1silarda hiicresel harabiyete sebep vermemek icin bu
asamadaki islemler 37°C sabit 1sidaki heater block i¢inde gerceklestirildi.

3-Ilk kat1 dokiilen lam dolaptan ¢ikarildiktan sonra iizerindeki lamel, alttaki
jel tabakay1 bozmadan dikkatlice kaldirildi.

4-Daha 6nce hazirlanan jel-hiicre karistmindan 75’er uL. alinarak ikinci katlar
dokiildii. Lameller hava kabarcigr kalmayacak sekilde kapatilarak, dokiilen
agarozlarin diizgiin dagilimlar1 saglandi. 10-15 dakika siireyle 4°C’de katilasmaya
birakildi.

5-Dolaptan cikarilan lamlarin iizerinden lameller tekrar yavasca kaldirilarak
75’er uLL. NMA dokiildii ve tigiincii tabakalar olusturuldu.

6-Stok lizis ¢ozeltisinden 30 mL alinarak, i¢ine 30 pL Triton-X-100 eklendi.
Hazirlanan taze karisim, 15 dakika siireyle dolapta bekletildi. Lameller dikkatlice
jellerin iizerinden kaldirildi. Lamlar lizis ¢ozeltisi icinde, jelle kaph yiizeyleri iiste

bakacak sekilde, en az bir saat siireyle bekletildi.
3.5.4. Elektroforez

DNA kiriklarini goriiniir hale getirmek i¢in elektroforetik yiiriitme islemi

uygulandi:
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1-Kullanimdan hemen Once elektroforez tamponu i¢ine final konsantrasyonu
% 0.1 (w/v) olacak sekilde (40 mL elektroforez tampon icin 0.04 g) 8-hidroksikinolin
eklendi. Bir radikal yakalayict olan 8-hidroksikinolin karanlikta ve 1sitilmadan
¢ozildi.

2-Lamlar art1 kutba ve birbirlerine miimkiin oldugunca yakin olacak sekilde
elektroforez tankina yerlestirildi. Ayn1 anda en fazla 3 lam ¢alisildi.

3-Taze hazirlanmis elektroforez tamponu, elektroforez tankina aktarildi.
Tampon icinde lamlar DNA unwinding (¢ift sarmal DNA’nin tek sarmala doniigsmesi)
icin 30 dakika siireyle bekletildi. Bu esnada direk 1siktan kaginmak amaciyla tankin
kapagi kapali tutuldu. Bekletme ve elektroforetik yiiriitme islemleri siiresince tank,
icerisinde buz pargaciklar1 bulunduran bir kapta bekletildi.

4-Gii¢ kaynagi 200 mA, 25 volta ayarlanarak 30 dakika siireyle elektroforetik
yiiriitme islemi gerceklestirildi.

5-Bir penset yardimiyla tanktan c¢ikarilan lamlar, pH’s1 7.5 olan 4°C’deki

notralizasyon tamponu i¢cine 15 dakika siireyle birakilarak notralizasyon saglandi.

3.5.5. Boyama

Stok etidyum bromiirden (5 mg/mL, distile su) 3 uL alinarak 30 mL PBS’le
dilisyon yapildi. Lamlar boya c¢ozeltisi icinde 5-10 dakika siireyle bekletildi.
Ardindan, boya fazlahiginin giderilmesi i¢in birkag¢ kez distile su iceren kapta lamlar
yikandi. Jellerin iizerine yeni lamellerle kapatilarak immiinfluoresan mikroskobik

incelemeye gecildi.

3.5.6. immiinofluoresan Mikroskobik Inceleme

Kamera atasmanli bir immiinofluoresan mikroskopta (Nikon Eclips, 565 nm
eksitasyon filtreli, 590 nm bariyer filtreli), x20 biiyiitmede her bir numune i¢in
rastgele secilen ortalama 10 farkli sahadan, 10 ayr1 fotograf cekilerek hiicrelerin

DNA’lar1 analiz edildi. Her bir yenidogan icin toplam 100 hiicre sayildi.

3.5.7. Goriintii Analiz Programu ile Cometleri Degerlendirme

Hiicrelerin comet skorlamalarini yapmak i¢in, bir bilgisayar destekli goriintii
analiz programi (Comet Score, Tritek, USA) kullanildi (Sekil 9).

Olgiimler esnasinda her bir hiicre i¢in, DNA merkez noktasmndan kuyruk

sonuna kadar isaretlemeler yapilarak, goc¢ etmis (kuyruk) DNA %’si, kuyruk
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momenti ve kuyruk uzunlugu (DNA gdog¢iiniin uzunlugu) gibi comet parametrelerinin

Olciimii yapildi.

Sk Lonsase ki ared wasach For s

G4riintii Analizi ile Veri Toplanmasi

DNA Géciliniin Uzunlugu
(Tanimlanabilen en kdclk DNAY

Gdc Etmis DNA Yiizdesi

(Gijc Eden DNA Miktar) kafa kuyruk

Kuyruk Momenti
(Gac etmis DNA)Y x (kuyruk uzunludu)

Cekirdek Kuyruk Momenti

(Gtic etmis DNA)Y x (kuyruklaki DNA
yodunlugurun merkezi ile kafa arasindalki
mesafe)

DNA Gdciiniin Uzunlugu

Sekil 9. Goriintii analiz programi ile DNA hasar1 miktarinin hesaplanmasi

3.5.8. Pozitif-Negatif Kontrol Calismalar1 ve CV Degerleri

Pozitif ve negatif kontrol ¢aligmalar1 i¢in saglikli ii¢ kisiden alinan kan
numuneleri, 100 uM H,O, ile 5 dakika buz kalib1 igerisinde inkiibasyona
birakildiktan sonra lenfositler izole edildi. Ardindan lenfositler, LMA’a gomiilerek
rutin comet basamaklarina gecildi. H,O, ile muamele edilen (pozitif kontrol) ve
edilmeyen (negatif kontrol) numuneler es zamanli olarak elektroforezde yiiriitiilerek
comet parametreleri degerlendirildi.

Ayrica deney sartlarinin ve elektroforetik siirecin dogrulugunu kontrol
amaciyla, iyonize radyasyonun DNA hasar1 yapict etkisinden faydalanildi. Bu
amacla saglikl ii¢ kisiden lenfosit izolasyonu yapilarak, lenfosit karisimi elde edildi.
Hiicrelere sirasiyla O, 1, 2, 3, 4 ve 5 gray (Gy) dozlarinda gamma 151 verildikten
sonra, kuyruk DNA %’leri degerlendirildi. Doz artis orani ile kuyruk DNA %’leri
arasinda pozitif bir korelasyon bulundu (r*=0.989) (Tablo 1).
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Tablo 1. Lenfositlerin farkli dozlarda irradyasyon sonrasi 6l¢iilen kuyruk DNA %’leri

Doz 0 Gy 1 Gy 2 Gy 3 Gy 4 Gy 5 Gy

Kuyruk DNA %’s1 16.8 20.75 22.31 26.14 28.25 32.31
(ort)

PeJ (8] (8}
o = h
1 1 ]

Fauyruk DNA %4'si
P
Lo

&

y = 2.868¢ + 17. 007
R%=10.989

— —
L] in [ ] (4]
1 ] [

]

P

E
[n3]

Sekil 10. Radyasyon dozu ile kuyruk DNA %/’si arasindaki iliski

Ayrica saglikli bir kigiden bes ayr1 giinde alinan kan numuneleri 5 dk siireyle
200 uM H;0; ile inkiibasyona birakildi. Lenfositlerin DNA kiriklar1 comet teknigi
ile ol¢iildii. CV degerleri sirastyla kuyruk uzunlugu icin % 11.15, kuyruk DNA %’si
icin % 17.43, kuyruk momenti i¢in % 16.91 bulundu.

3.6.BILIRUBIN OLCUMU

Serum total ve direkt bilirubin 6l¢timleri Syncron LX-C (Beckman) sistem
otomatik analizorlerde gerceklestirildi. Total ve direkt bilirubin 6l¢iimlerinde serum

kullanildi. Hemolizli numune 6l¢iimiinden kacmildi.

3.6.1.Prensip

Total bilirubin reaktifi ile, serum total bilirubin konsantrasyonu end point
diazo metodu ile degerlendirilir. Serum veya plazmadaki total bilirubin diizeyi,
numuneye kafein, benzoat ve asetat gibi akselerator reaktiflerin varliginda diazotize
siilfanilik asit eklenmesiyle olgiiliir. Inkiibasyon periyodu boyunca direkt ve indirekt

bilirubin diazo reaktifi ile reaksiyona girerek azobilirubin olusturur:
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Kafein, Benzoat, Asetat

Total Bilirubin + Diazo + H > Azobilirubin (mavi renk)

Syncron LX System uygun numune ve reaktif voliimlerini otomatik olarak
kiivete pipetler. 520 nm’deki absorbans degisikligi kaydedilir. Absorbanstaki

degisiklik, numunedeki total bilirubin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Direkt bilirubin konsantrasyonu, direkt bilirubin reaktifi ile end point diazo
metodu ile Olgiiliir. Direkt bilirubin diazo reaktifi ile akseleratér olmaksizin

azobilirubin meydana getirir:

Total Bilirubin + Diazo + H Azobilirubin (mavi renk)

Sistem uygun numune ve reaktif voliimlerini kiivete pipetler. 560 nm’deki

absorbans degisimi serum direkt bilirubin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Total bilirubin degerlerinden, direkt bilirubin ¢ikarilarak indirekt bilirubin

degerleri hesaplanir.

3.6.2.Reaktifler
Total bilirubin ol¢iim reaktifleri
¢ Sodyum benzoat (347 mmol/L)
e Kafein (173.9 mmol/L)
e Siilfanilik asit (27 mmol/L)
e Hidroklorik asit (50 mmol/L)
e  Sodyum nitrit (0.36 mmol/L)
e  Sodyum asetat (609 mmol/L)

Direkt bilirubin 6l¢iim reaktifleri
e Sulfanilik asit (27 mmol/L)
e Hidroklorik asit (51 mmol/L)
e Sodyum nitrit (0.12 mmol/L)

3.6.3.Referans Intervalleri
Eriskinler ve bir aydan biiyiik infantlarda total serum bilirubin degerleri 0.3-

1.2 mg/dL (4.1-20.4 umol/L), konjuge bilirubin degerleri ise tiim yas gruplar1 i¢in O-
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0.2 mg/dL (0-3.4 umol/L)’dir. Prematiir ve matiir yenidoganlarda bilirubin degerleri,
yas gruplar1 arasinda farklilik gostermektedir ve referans intervalleri Tablo 2’te

belirtilmektedir.

Tablo 2. Prematiir ve matiir yenidoganlarda total bilirubin referans intervalleri

PREMATUR MATUR
Ik 24 saat <6 mg/dL <6 mg/dL
i1k 48 saat <8 mg/dL <7 mg/dL
3-5. giin <15 mg/dL <12 mg/dL

3.7.KATALAZ AKTIVITESi OLCUMU
Plazma katalaz aktivitesi 0l¢timiinde Aebi ve ark. (93) tarafindan tanimlanan
teknigin bir modifikasyonu kullanildi (94). Asagida katalaz aktivitesi Ol¢timii

prensibi ve caligma metodu 6zetlenmistir:

3.7.1.Prensip

Olgﬁm, H,O;’nin katalaz tarafindan O, ve H,O’ya parcalanmasi esnasinda
reaksiyon karisimindaki absorbans degisiminin, 240 nm’de zamana bagli OD diisiisii
seklinde hesaplanmasi esasina dayanmaktadir:

HO, + H0, 4922 o, 2HO

3.7.2.Reaktifler
e H,0; (38 mmol/L): Calismadan hemen 6nce % 35’lik H,O,’den 3.27 mL
almarak, 0.05 M, pH 7.0 fosfat tamponu ile 1L’ye tamamlandi.
e Fosfat tamponu (0.05 M, pH 7.0)

3.7.3.Calisma

Calisma esnasinda, 5 pLL plazma ve 395 uL fosfat tamponundan olusan (pH
7.0) 30°C’deki karisim, 1 cm’lik 1s1k yolu olan spektrofotometrede, 1 mL’lik kuartz
kiivete pipetlendi. Sifirinct dakikada, reaksiyon karigimma 200 uL 38 mmol/L H,0O,
eklenerek 240 nm’deki absorbans degisimi 4 dakika siireyle takip edildi.

Serum katalaz aktivitesi agagidaki gibi hesaplandi:

Aktivite (kU/L) = AA/dk x (600/5) x 1/0.04
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AA/dk dakikalik absorbans farki, 600/5 serum diliisyon faktorii, 0.04
H,0O,’nin milimolar absorbtivitesini ifade etmektedir (94). Laszio’nun yapmis oldugu
caligmada serum katalaz aktivitesi referans degeri ortalamast 50.5 (14.3-104.8) kU/L
bulunmustur (95). Calismanin CV’si 3.55 (ort.=95.43, SS=3.39) bulundu.

3.8.FOTOTERAPI UNITESI

Fototerapi iinitesinde kombine (beyaz/mavi) fluoresan tiipler kullanildi.
Sistem, gozler disinda tiim viicudu c¢iplak olarak inkiibatore yerlestirilmis
yenidoganin, 40 cm iizerinden uygulandi. Tiim hastalara beslenme, temizlenme ve
numune toplama zamanlar1 diginda siirekli fototerapi verildi. Lambalarin periyodik

kontrolleri yetkili firmalarca takip edildi.

3.9.ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tiim istatistiksel analizler SPSS® 13.0 paket programi kullanilarak yapildi.
Istatistiksel analizlerde gruplarin normal dagilimlara uygunluklar1 Kolmogorov
Smirnov analizi ile degerlendirildi. Normal dagilima uyan durumlarda parametrik
testler, uymayan durumlarda non-parametrik testler kullanildi. Fototerapi Oncesi,
fototerapi sonrast ve kontrol gruplarinda Olciilebilen parametrik test verileri,
ortalama + standart sapma (ort + SS), non-parametrik test verileri ise median (min-
max) ile ifade edildi. Parametrik degiskenler Student’s z-test ile karsilastirildi.
Nonparametrik test verileri icin iki grup arasindaki degerlerin farkina Mann-Whitney
U, fototerapi ©ncesi ve sonrasi degerlerin farkina ise Wilcoxon Rank testi
kullanilarak bakildi. Kalitatif degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki-kare testi
kullamldi. Indirekt hiperbilirubinemisi olan yenidoganlarin, fototerapi oncesi ve
sonrasi bilirubin degerleri ile diger parametreler arasindaki iliskiyi arastirmak
amaciyla Pearson korelasyon analizleri kullanildi. Tiim istatistiksel analizlerde

p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismanin hasta grubuna sarilik nedeni ile Erciyes Universitesi Tip

Fakiiltesi Yenidogan servisinde yatirilan ve non-hemolitik indirekt hiperbiluribinemi

tanis1 nedeniyle fototerapi baglanan 20 yenidogan alindi. Kontrol grubuna ise ayni

yas grubunda yer alan, fizyolojik sarilik tanis1 almis 20 yenidogan dahil edildi.

Hastalarin fototerapi Oncesi ve sonrasi tam kan sayimm degerleri, serum

bilirubin diizeyleri, plazma katalaz aktiviteleri ve oksidatif DNA hasarin1 gosteren

cesitli comet parametreleri (kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti, kuyruk DNA %’si),

kontrol grubu ile karsilastirilarak incelendi.

Hasta grubundaki yenidoganlarin 11’1 erkek (%55), 9’u kiz (%45) idi.

Kontrol grubunda 12 erkek (%60), 8 kiz (%40) yenidogan mevcuttu (Tablo 3).

Tablo 3: Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyet dagilimi

Gruplar Kiz Erkek

n % n %
Hasta Grubu 9 45 11 55
Kontrol Grubu 8 40 12 60
Toplam 17 42.5 23 57.5
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Calismaya alindiklar1 ortalama postnatal yas hasta grubunda 5.2043.15 giin,
dogum agirliklar1 3023.0+422.3g, kontrol grubunda ise ortalama yas 5.97+1.86 giin,
dogum agirliklar1 3248.5+381.2 g bulundu. Her iki grupta da bebeklerin yas ve
dogum agrrliklar1 arasinda farklilik goriilmedi (p<0.05) (Tablo 4).

Tablo 4: Hasta ve kontrol gruplarinin yas ve dogum agirliklar1 dagilimi

Degiskenler n Hasta Grubu Kontrol Grubu p
Ort+SS

Yas (giin) 20 5.20+£3.15 5.97+1.86 >0.05
Dogum agirhig: (g) 20 3023.0+422.3 3248.5+381.2 >0.05

Hasta ve kontrol grubundaki bebekler arasinda dogum sekilleri agisindan

farklilik izlenmedi (p>0.05) (Tablo 5).

Tablo 5: Hasta ve kontrol gruplarinin dogum sekli dagilimi

Gruplar Hasta Grubu Kontrol Grubu Toplam

n % n % n %
Normal dogum 10 50 9 45 19 47.5
Sezeryan 10 50 11 55 21 52.5
Toplam 20 100 20 100 40 100

Kontrol ve hasta grubunda yer alan tiim bebekler matiir, Apgar skorlar1 8 ve
tizeri idi. Gruplar arasinda Apgar skorlar1 ve gebelik siireleri agisindan istatistiksel
acidan farklhilik gozlenmedi (Tablo 6). Hasta grubundaki yenidoganlar, non-
hemolitik hiperbilirubinemisi olanlar arasindan secildi. Bu nedenle hasta ve kontrol
grubunda yer alan yenidoganlarda tam kan sayimmi degerlendirmeleri yapildi.
Hemoglobin degerleri agisindan gruplar arasinda farklilik izlenmedi (Tablo 6).

Hasta grubunda yer alan tiim sarilikli bebeklere 2004 yilinda American
Academy of Pediatrics (AAP) (44) tarafindan bildirilen tedavi protokoliine gore, yas
ve bilirubin diizeylerine uygun sekilde (doz ve siire agisindan), temizlenme ve

numune toplama zamanlar1 disinda bebeklere siirekli fototerapi fototerapi uygulandi.
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Uygulanan ortalama fototerapi siiresi 55.7£21.7 (min 24 - max 96) saat bulundu

(Tablo 6).

Tablo 6: Hasta ve kontrol gruplarinin hemoglobin degerleri, Apgar skorlar1 ve fototerapi siireleri
acisindan karsilagtirilmasi

Degiskenler n Hasta Grubu Kontrol Grubu p
Ort+SS

Hemoglobin (g/dL) 20 18.2+1.8 17.2+1.3 >0.05
Apgar (5. dakika) 20 9+0.2 9+0.2 >0.05
Fototerapi siiresi (saat) 20 55.7£21.7 -

Fototerapi oOncesi, fototerapi sonrasi ve kontrol gruplar1 bilirubin

diizeyleri acisindan karsilastinnldiginda (Tablo 7a, 7b, 7¢);
e Fototerapi oncesi grupta indirekt bilirubin diizeyleri, fototerapi
sonrasina ve kontrol gruplarina gore belirgin sekilde yiiksek bulundu

(p<0.001) (Tablo 7a, 7b).

Tablo 7a: Fototerapi oncesi ve sonrasi direkt ve indirekt bilirubin degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar
Fototerapi Oncesi Fototerapi Sonrasi t p
n =20 n =20
(ort.t SS) (ort.x SS)
Direkt bilirubin 1.23+0.27 1.11+0.35 1.3 >0.05
indirekt bilirubin 19.3£3.2 12.6+2.1 7.6 <0.001
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Tablo 7b: Fototerapi oncesi hasta ve kontrol gruplar arasinda direkt ve indirekt bilirubin degerlerinin

karsilastirilmasi
Gruplar
Fototerapi Oncesi Kontrol t p
Degiskenler n =20 n =20
(ort.x SS) (ort.x SS)
Direkt bilirubin 1.11+0.35 1.10+0.17 0.1 >0.05
indirekt bilirubin 19.3+3.2 12.4+1.7 8.5 <0.001

e Fototerapi  sonrasinda,  yenidoganlardaki indirekt  bilirubin
diizeylerinin, yas gruplar1 i¢in fizyolojik sinirlar olan kontrol grubu
diizeylerine indigi gozlendi. Fototerapi sonrasi indirekt bilirubin
diizeyleri ile, kontrol grubu indirekt bilirubin diizeyleri arasinda

istatistiksel acidan anlamli farklilik izlenmedi (p=0.764) (Tablo 10c).

Tablo 7c. Fototerapi sonrasi hasta ve kontrol gruplar: arasinda direkt ve indirekt bilirubin degerlerinin

karsilagtirilmasi
Gruplar
Degiskenler Fototerapi Sonrasi Kontrol t p
n =20 n =20
(ort.£ SS) (ort.x SS)
Direkt bilirubin 1.2340.27 1.10+0.17 1.8 >0.05
indirekt bilirubin 12.6+2.1 12.4+1.7 0.3 >0.05

e Direkt bilirubin diizeyleri; fototerapi oOncesi, fototerapi sonrasi ve
kontrol gruplar: arasinda farklilik géstermedi (p>0.05) (Tablo 7a, 7b,
7c¢).

Fototerapi oOncesi, fototerapi sonrasi ve kontrol gruplart comet

parametreleri acisindan karsilastirildiginda (Tablo 8a, 8b, 8c);

e Hastalarin foroterapi oncesi DNA hasar diizeylerinin, her iic comet
parametresiyle de gosterildigi gibi kontrol grubuna kiyasla oldukca

yiikksek oldugu gozlendi. Bu yiikseklikler bakilan tiim parametreler
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icin (kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk DNA 9%’si)
belirgin istatistiksel anlamlilik gostermekteydi (p<0.001) (Tablo 8a).

Tablo 8a: Fototerapi 6ncesi comet parametrelerinin, kontrol grubu degerleri ile karsilastirilmasi

Gruplar

Parametreler Fototerapi Oncesi Kontrol P

n =20 n =20
Kuyruk uzunlugu 23.5+16.3 3.0£2.9 <0.001
(ort.x SS)
Kuyruk momenti 7.41 (0.97-40.7) 0.25 (0.03-3.22) <0.001
median (min-max)
Kuyruk DNA % ’si 33.0£12.1 10.9+4.5 <0.001

(ort.x SS)

o Indirekt hiperbilirubinemi tanis1 nedeni ile fototerapi uygulanan
yenidoganlarda fototerapi sonrasinda, hiicrelerin kuyruk uzunlugu,
kuyruk momenti ve kuyruk DNA %’lerinin fototerapi oncesine gore
belirgin sekilde azaldigi (p<0.001) (Tablo 8b), hatta kontrol grubu

degerlerine ulasmis oldugu saptandi.

Tablo 8b: Fototerapi dncesi ve sonrasi comet parametrelerinin kargilagtirilmasi

Gruplar
Parametreler Fototerapi Oncesi Fototerapi Sonrasi p
n =20 n =20

Kuyruk uzunlugu 23.5£16.3 3.2+1.8 <0.001
(ort.x SS)
Kuyruk momenti 9.6+9.6 0.6 £0.5 <0.001
(ort.x SS)

33.0+12.1 10.7£3.7 <0.001

Kuyruk DNA % ’si
(ort.x SS)

e Hastalarda fototerapi sonrast kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve
kuyruk DNA %’leri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kontrol
grubu comet skorlarinin fototerapi sonrasina gore hafifce daha diisiik

oldugu bulundu. Ancak bu diisiikliikler istatistiksel acidan anlamli
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degildi. Kuyruk uzunlugu i¢cin p=0.24; kuyruk momenti i¢cin p=0.15;

kuyruk DNA %/’si i¢in p=0.38 bulundu.

Tablo 8c: Fototerapi sonrasi comet parametrelerinin, kontrol grubu degerleri ile karsilagtirilmasi

Gruplar

Parametreler Fototerapi Sonrasi Kontrol p

n =20 n =20
Kuyruk uzunlugu 3.2+1.84 3.0£2.9 >0.05
(ort.x SS)
Kuyruk momenti 0.38 (0.09-1.98) 0.25 (0.03-3.22) >0.05
median (min-max)
Kuyruk DNA % ’si 10.7+£3.7 10.9+4.5 >0.05

(ort.x SS)

Sekil 11°de fototerapi Oncesi, fototerapi sonrasi ve kontrol gruplarma

serum bilirubin degerleri ile comet skorlar1 arasindaki iliski gosterilmektedir.

30
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Sekil 11:Gruplara ait serum indirekt bilirubin degerleri ve comet parametreleri skorlar1

ait

Bazi sarilikli hastalara ait comet teknigi ile yiiriitiilmiis DNA’larin fototerapi

oncesi ve sonrast cekilmis fotograflari ve comet skorlar1 Sekil 12’

gosterilmektedir.

de
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6a. Fototerapi oncesi 6b. Fototerapi sonrasi

Kuyruk uzunlugu:45 Kuyruk uzunlugu:3.36
Kuyruk momenti:27.61 Kuyruk momenti:0.26
Kuyruk DNA %’si:55.12 Kuyruk DNA %’si:6.47

20a. Fototerapi oncesi 20b. Fototerapi sonrasi
kuyruk uzunlugu:20.76 Kuyruk uzunlugu:1.65
Kuyruk momenti:6.01 Kuyruk momenti:0.19
Kuyruk DNA %’s1:28.93 Kuyruk DNA %’si:11.69

Sekil 12. Sarilikli yenidoganlarin comet teknigi ile yiiriitiilmiis lenfosit DNA’larina ait fototerapi
oncesi ve sonrasi goriintiileri ve comet skorlar1

Kontrol grubunda yer alan yenidoganlara ait, comet teknigi ile yiiriitiilmiis

lenfosit DNA’larmin goriintiileri Sekil 13’ de gosterilmektedir.

Kontrol 4 Kontrol 5

Kuyruk uzunlugu:3.28 Kuyruk uzunlugu:2.64
Kuyruk momenti:0.68 Kuyruk momenti:0.23
Kuyruk DNA %’si:12.44 Kuyruk DNA %?’si:8.68

Sekil 13. Kontrol grubundan iki yenidogana ait comet teknigi ile yiiriitiilmiis lenfosit DNA’lariin
goriintiileri ve comet skorlar1
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Fototerapi oncesi, fototerapi sonrasi1 ve kontrol gruplan plazma katalaz
aktiviteleri acisindan karsilastirildiginda (Tablo 9a, 9b, 9¢);
e Hastalarin fototerapi oncesi plazma katalaz aktiviteleri, fototerapi
sonrasina gore istatistiksel agcidan oldukg¢a yiiksek bulundu (p<0.001)
(Tablo 9a).

Tablo 9a: Fototerapi dncesi ve sonrasi plazma katalaz aktivitelerinin karsilagtirilmasi

Gruplar
Fototerapi Oncesi Fototerapi Sonrasi
Degisken n =20 n =20 t p
(ort.x SS) (ort.x SS)
Katalaz aktivitesi (kU/L) 150.3+47.5 64.9+18.5 5.1 <0.001

e Hastalar fototerapi oncesi plazma katalaz aktiviteleri acisindan
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kontrol grubu plazma katalaz
aktivitelerinin belirgin miktarda daha diisiik oldugu gozlendi. Bu

diisiikliik istatistiksel agidan da anlamliydi (p<0.001).

Tablo 9b: Fototerapi oOncesi ve kontrol gruplar1 arasinda plazma katalaz aktivitelerinin
karsilagtirilmasi

Gruplar
Parametre Fototerapi Oncesi Kontrol t p
n =20 n =20
(ort.t SS) (ort.t SS)
Katalaz aktivitesi (kKU/L) 150.3+47.5 55.0+16.3 8.5 <0.001

e Hastalar fototerapi sonrasi plazma katalaz aktiviteleri acisindan
kontrol grubu ile karsilastirlldiginda ise, kontrol grubu plazma
katalaz aktivitelerinin fototerapi sonrasina gore hafifce daha diisiik
oldugu bulundu. Ancak bu disiiklik istatistiksel agidan anlamli
degildi (p=0.6).
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Tablo 9c: Fototerapi sonrast ve kontrol gruplar1 arasinda plazma katalaz aktivitelerinin

karsilastirilmasi
Gruplar
Parametre Fototerapi Sonrasi Kontrol t p
n =20 n =20
(ort.x SS) (ort.x SS)
Katalaz aktivitesi (kU/L) 64.9+18.5 55.0+16.3 1.8 >0.05

Sekil 14’te fototerapi dncesi, sonrasi ve kontrol gruplarina ait plazma katalaz

aktivitesi diizeyleri arasindaki iligki gosterilmektedir.

Carg 300
-
2,
w
=
o=
E 200 4
=
; -
hé 100 4
| | 1
| |
R
0
n= P 2 2
Fototerani Fototerapi Eontrol
oncesi sonras
GEUFLAR

Sekil 14:Fototerapi oncesi, sonrasi ve kontrol gruplarina ait plazma katalaz aktivitesi diizeyleri.

Indirekt hiperbilirubinemisi olan yenidoganlarin, fototerapi oncesi ve

sonrasi bilirubin degerleri ile diger degiskenler arasindaki iliskiyi arastirmak

amaciyla yapilan korelasyon analizlerinde (Tablo 10);

e Fototerapi Oncesi ve sonrast bilirubin degerleri ile, fototerapi dncesi

ve sonrast comet skorlar1 ve plazma katalaz aktiviteleri arasinda

istatistiksel olarak anlaml iliski saptanmadi (p>0.05).
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Tablo 10. Hiperbilirubinemisi olan bebeklerin fototerapi oncesi ve sonrast bilirubin degerleri ile

diger degiskenler arasindaki iliski

Fototerapi Oncesi Fototerapi Sonrasi
Bilirubin Bilirubin
Degiskenler (n=20) (n=20)
r p r p
Kuyruk uzunlugu 0.19 0.41 0.26 0.26
Kuyruk momenti 0.18 0.42 0.30 0.19
Kuyruk DNA % ’si 0.23 0.31 0.25 0.28
Katalaz 0.07 0.75 0.24 0.29
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5. TARTISMA

Oksidatif stres, prooksidant/antioksidant dengenin prooksidanlar lehine
kaymasi sonucunda gelisen ve cesitli mekanizmalar ile biyomolekiillerde hasar
olusumuna neden olan bir siirectir. Bu dengedeki bozulma sonucu ROM olusumunda
artma, antioksidant enzim diizeylerinde azalma ve/veya DNA onarim
mekanizmalarinda defekt olmasi, oksidatif DNA hasarinin artmasina yol agmaktadir
(6,7). DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, diisiik diizeylerdeki hasar
saglikli bireylerde tamir edilebilebilirken, diizeltilemeyen hasarlar sonucunda cesitli
mutasyonlar, maligniteler veya apoptozis gelisebilir (8).

DNA hasar1 sonucu canlilarda meydana gelen genetik degisikliklere
genotoksisite denmektedir. 1970’lerden giiniimiize kadar farkli bir¢ok in vivo ve in
vitro genotoksisite testi gelistirilmistir. Work—group of European Union (EU),
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) ve en son
olarak Work-group of the International Conferance on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH), bir grup
standart testleri tanimlamislardir (82,96). Comet teknigi de son yillarda siklikla
kullanilmaktadir ve bu standart genotoksisite testleri arasinda yerini almistir.

Comet teknigi diger genotoksisite ¢aligsmalar ile karsilastirildiginda, diisiik

diizeyde DNA hasar1 tespitinde olduk¢a hassas, az miktarda numune ile ¢alisilabilen,
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diisik maliyetli ve nispeten kolay uygulanabilir bir testtir (82,84,86,87,89). Bu
nedenle bu calisjmada DNA hasarimi tespit etmek amaciyla comet teknigini
kullanildi. CV degerleri kuyruk uzunlugu icin % 11.15, kuyruk DNA % ’si i¢cin %
17.43, kuyruk momenti i¢in % 16.91 bulundu. Bu sonuglar Smith ve ark.nin (97)
bulmus olduklar1 % 22’lik CV degerleri ile karsilastirilabilir degerlerdir.

Cesitli antioksidant enzim diizeylerinde yasa bagh degisimler ve referans
araliklar1  belirlenmistir. Ornegin katalaz aktivitesi yas ilerledikce artis
gostermektedir (98). Saglikh kisilerde comet Ol¢iim parametrelerine ait ise net bir
referans araligi bildirilmemistir ( 99).

Neonatal sarilik hayatin ilk haftasinda tiim yenidoganlarin yaklasik %65-
70’inde  goriilmektedir.  Fizyolojik  sarihik  sinirlarmin asildigi  indirekt
hiperbilirubinemi tedavisinde, tek basina veya diger tedavilerle birlikte en sik
kullanilan tedavi secenegi fototerapidir. Bu ¢alismada, fototerapi ve yiiksek indirekt
bilirubin diizeylerinin, muhtemel DNA hasar1 yapici etkileri alkali comet teknigi ile
arastirildi.  Fototerapiye bagli sonraki yillarda gelisebilecek kanserojenik veya
genotoksik etkilerin, hassas bir genotoksisite testi olan comet teknigiyle incelenmesi
amacglandi. Ayrica, bir oksidorediiktaz olan ve oksidatif hasara reaktif olarak
salmabilen bir enzim olan katalazin, plazma akviteleri olciildii.

Literatiir incelemesinde, sarilikli  yenidoganlarda yiiksek  bilirubin
diizeylerinin ve fototerapinin, oksidatif hasar yapici etkilerini comet teknigi ile
arastiran bagka bir calismaya rastlanmamistir. Ayn1 zamanda neonatal sarilik
tedavisinde giiniimiizde yaygin sekilde kullanilmakta olan fototerapi tedavisinin,
yenidoganlarda oksidatif DNA hasar1 yapici etkileri ve ileriki yillarda gelisebilecek
yan etkileri ile ilgili kesin bir bilgiler acik degildir.

Bilirubinin DNA hasarindaki rolii

Farkl diizeylerde serum bilirubin konsantrasyonlarinin, oksidatif hasar yapici
etkileri ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmustir. Yiiksek bilirubin diizeyleri varhiginda
bilinen kesin toksik etkilere ragmen, orta derecede yiiksek bilirubin diizeyleri ile
ilgili yararh ve zararl etkilere dair bilgiler yetersiz ve ¢eliskilidir (100).

Son yillarda hafif ve orta derecede yiiksek serum bilirubin diizeylerinin
oksidatif stres kaynakli hastaliklarla birlikteliginin daha az oldugundan
bahsedilmektedir (101). Bilirubinin antioksidant 6zelliklerinden bahseden

caligmalarin cogunlugu erigkinler tizerinde yapilmis caligmalardir. Yenidoganlarda
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ise hangi diizeylerde serum bilirubinin oksidant/antioksidant ozellikler gosterdigi
hala arastirma konusudur.

Bu calismada, non-hemolitik indirekt hiperbilirubinemi nedeniyle yenidogan
servisine yatirilan term bebeklerin comet skorlarinin, fototerapi oncesinde oldukc¢a
yiikksek oldugu belirlendi. Fototerapi alan sarilikli yenidoganlarda her iic comet
parametresiyle de gosterildigi gibi DNA hasar1 derecesinin, tedavi sonrasinda
belirgin miktarda azaldigi, hatta kontrol grubu degerlerine ulastig1 goriildii. Ayrica
istatiksel agidan anlamli bir korelasyon bulunmamasina ragmen Sekil 11°de de
gosterildigi gibi, bilirubin diizeylerindeki azalmayla birlikte DNA hasar1 derecesinin
de azaldig1 gozlendi. Bebeklerde fototerapi sonrasinda DNA zincir kirik
miktarindaki azalmanin, serum bilirubin diizeylerindeki azalmaya bagl oldugu
diistiniildii. Boylece, fizyolojik sinir {izerindeki orta derecede yiiksek bilirubin
diizeylerinin (kan degisimine ihtiya¢ duyulmayan, fototerapi ile tedavi edilebilir)
giiclii oksidantlar oldugu soylenebilir. Bu bulgular, bilirubinin oksidatif hasar
olusturmadaki roliinii arastiran daha Onceki birka¢ caligmanin sonuglari ile uyum
gosterirken (102, 103), bilirubinin antioksidant Ozelliklerinden bahseden cesitli
hayvan modeli ¢alismalar1 (104) ve in vitro caligmalarla (105-108) uyumsuzdur.

Ik kez Stocker ve ark. (106) mikromolar konsantrasyonda bilirubin
diizeylerinin, linoleik asidin otooksidasyonunu onlemede vitamin E’den daha giiclii
oldugunu gostermislerdir. Ayrica indirekt hiperbilirubinemili neonatal Gunn ratlarin
oksidatif hasara daha direngli olduklar1 bulunmustur (104). Heyman ve ark. (109) ile
Yeo ve ark. (110) yiiksek serum bilirubin diizeyleri olan infantlarda, prematiir
retinopatisi insidansinin daha az oldugunu belirtirken, ayni bulgulara diger

caligmalarda varilamamstir (111, 112).

Wiedemann ve ark. (113) in vitro sartlarda neonatal kan numunelerinin
erigskin plazmasina gore oksidatif strese daha direncli olduklarini, bu durumun erigkin
plazmasina gore daha yiiksek olan bilirubin ve daha diisiik olan serbest yag asidi

seviyelerinden kaynaklandigini ileri siirmiislerdir.

Dani ve ark. (102), bilirubinin in vitro sartlarda antioksidant ozellik
gosterdigini, in vivo sartlarda boyle bir etkisinin olmadigini belirtmektedirler.
Infantlarda total bilirubin diizeyleri azaldik¢a, total hidroperoksit diizeylerinde
azalma ve protein -SH gruplarinda artis olmasi, oksidatif stres diizeyinin bilirubin

diizeyleri ile ayn1 yonde degisim gosterdiginin kanitidir (103). Buna gore Dani ve
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ark.’nin calismasinda, bilirubinin antioksidant o6zelliklerinden degil, tam tersine
oksidatif hasar yapici etkisinden bahsedilmektedir. Bizim c¢alismamizda, kontrol
grubuyla  kiyaslandiginda  hiperbilirubinemisi  olan  fototerapi  almamis
yenidoganlarda comet skorlarmin daha yiiksek oldugu bulundu. Bu bulgulara gore
bilirubinin, hasta grubumuza ait yiiksek degerlerinde (19,3+3,22 mg/dL) antioksidant

ozelliginin olmadig1 sdylenebilir.

Mireles ve ark. (108) yaptiklar1 bir in vitro ¢alismada 30 mg/dL’nin
izerindeki bilirubin konsantrasyonlarinda protein ve lipid oksidasyonunun arttigini,
eritrosit membrani saglamhiginin degistigini gosterdiler. Ayni ¢alismada, serum
bilirubin/albiimin oraninin birin i{izerinde oldugu durumlarda, protein karbonil
iceriginde artma ve sferosit olusumu ile gosterildigi gibi oksidatif etkiler meydana
geldigi tespit edildi. Ayrica eritrosit membran hasarin1 gosteren Na-K ATP’az ve
G6PD aktivitelerinin bilirubin/albiimin oraninindaki artisa zit olarak azaldigi
bulundu. Ancak biz bu calismada, sarilikli yenidoganlarda fototerapi ile tedavi
edilebilir, orta derecede yiiksek serum bilirubin diizeylerinin de (hasta grubunun
ortalama bilirubin konsantrasyonu 19,3+3,22 mg/dL), DNA zincir kiriklarina neden
oldugunu ve dolayisiyla oksidatif DNA hasarina neden olabilecegini diisiinmekteyiz.

Membran bagimli bilirubin 1s18a duyarhidir. Fototerapi ile salman 151k
enerjisini yakalar ve atomlar1 bir iist enerji diizeyine gecer. Boylece fotoeksite olan
bilirubin, enerjisini molekiiler oksijene aktarir. Enerji kazanan oksijen, dokular1
molekiiler diizeyde okside edebilen ve oldukca reaktif radikaller olusturan singlet
oksijene doniisiir (2, 114, 115). Ozet olarak fototerapi ile, dogrudan uyarilmis
molekiiliin kendisi veya dolayli yoldan olusturulan singlet oksijen molekiillere hasar
verebilmektedir (15). Bizim calismamizda ise, sarilikli bebeklerdeki fototerapi
oncesi yiiksek bilirubin diizeylerinin, fototerapi sonrasi ve kontrol grubuna gore daha
fazla DNA hasar1 yaptig1 belirlendi. Bu durum, bilirubinin fototerapi sonrasi
meydana gelen fotoeksite formundan ve olusturdugu iiriinlerinden daha fazla
oksidant etki gosterdigini diisiindiirmektedir.

Preterm infantlarda sarilik goriilme ihtimali termlere gore daha yiiksektir. Bu
nedenle de sarilikli bebeklerde oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla yapilan
caligmalarm cogu preterm infantlarda gerceklestirilmigtir. Sariikli  preterm
infantlarda degerlendirilen cesitli oksidant ve antioksidant enzim diizeyleri ile ilgili

varilan sonug, bu infantlarda total nitrit konsantrasyonu gibi oxidant diizeylerinin
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yiikksek, GSH-Px, katalaz, siiperoksid dismutaz (SOD) gibi ¢esitli antioksidantlarin
ise diisiikk oldugu yoniindedir (116, 117). Ancak bu ¢alismalar1 bizim ¢alismamizla
kargilagtirmanin  dogru  olmayacagmi  diisiinmekteyiz. Prematiiriteye  bagh
antioksidant savunma sisteminin yeterince gelismemistir, dolayisiyla da oksidatif
hasar ihtimali daha yiiksektir. Bu nedenle bize gore term ve preterm bebeklerde

yapilan oksidatif stres ¢caligmalarini ayr1 ayr1 degerlendirmek gerekir.

Fototerapinin DNA hasarindaki rolii

Fototerapinin uzun siireli ve ileriki yillarda ortaya cikabilecek yan etkilerini
bildiren yapilmis az sayida ¢alisma bulunmaktadir (118,119).

Yenidogan sarilig1 tedavisinde goriiniir 151k dalga boylarinda (420-450 nm)
uygulanan fototerapiye bagli yan etkilerin, minor klinik 6nemi oldugu ileri
stiriilmektedir (120). Buna ragmen fototerapinin hiicre membrani {izerinde oksidatif
etkilerinin olabilecegi (3) ve buna bagli lipid peroksidasyonu (2,4,15), DNA
oksidasyonu (5,18) gibi, gelisebilecek cesitli yan etkilerine iliskin kanitlar mevcuttur.
Sonug¢ olarak fototerapinin muhtemel yan etkilerinden biri de genetikle ilgili
olanlardir ve ¢esitli hiicre kiiltiir calismalarinda DNA zincir kiriklar1 ve mutasyonlar
bildirilmistir (14,121).

Gathwala ve ark. (2,4) giivenilir bir tedavi sekli olan fototerapinin, bir
fotodinamik stres kaynagi oldugunu ve lipid peroksidasyonunu artirabilecegini,
yenidoganlardaki pek ¢ok «ciddi hastaligin  oksidatif hasar ve lipid
peroksidasyonundan kaynaklandigini, dolayisiyla fototerapi endikasyonlarina ve
tedavi yogunluguna bir miktar daha dikkat ¢ekilmesi gerektigini vurgulamiglardir.

Christensen ve ark. (14) bilirubin varhiginda ve yoklugunda, fototerapi
uygulamasinin insan kiiltiir hiicrelerinde olusturduklart DNA hasar1 yapici etkilerini
arastirmislardir. TMG-1 hiicre kiiltiirii kullanilarak, hiicreler farkli dozlarda bilirubin
konsantrasyonlarina ve farkli lambalarin kullamildig1 fototerapiye maruz
birakildiktan sonra, alkali eliisyon teknigi ile DNA zincir kiriklar1 6l¢iilmiistiir. Bu
caligmanin bulgularma gore, bilirubin yoklugunda fototerapinin, hiicrelerin
DNA’larinda kiriklara neden oldugu tespit edilmistir. Bilirubin varliginda ise
fototerapi sonras1 uzun Omiirlii toksik foto-iiriinler olusmus ve DNA zincir kiriklari
siklig1 daha da artmigtir.

Tozzi ve ark. (15) yaptiklar1 bir ¢alismada, in vitro ve in vivo kosullarda

fototerapiye bagl olarak eritrosit membraninda goriilebilecek fotodinamik etkileri
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arastirmislardir. Bu c¢alismada, sarilikli yenidoganlarin eritrosit membranlarinin
fonksiyonel yapilarindaki degisiklikler hakkinda bilgi edinilmeye calisilmustir. In
vitro ¢aligmalarda bilirubin yoklugunda taze eritrositlerde fototerapiye bagli lipid
peroksidasyonu olmazken, bilirubin varliginda (300 umol/L) fototerapi miktar1 ile
orantili olarak eritrosit membran1 ATP’az aktivitesinde azalma, MDA diizeyinde
artma bulunmustur. Membran lipid tabakasi dekompozisyonundan ve ATPaz
inaktivasyonundan, fototerapi esnasinda aciga cikan serbest radikaller sorumlu
tutulmustur. In vitro deneylerde gosterilen bu korelasyon, yine ayni calismaya ait in
vivo sartlarda ise tespit edilememistir. Sonu¢ olarak bu c¢alismalar arasindaki
fotodinamik etki farkliligmin, in vivo sartlarda 1518 bir miktarinin, deri ve deri alt1
dokularda kalmasindan kaynaklandigi bildirilmektedir.

Farkli in vitro c¢alismalarda fototerapinin DNA hasar1 yapict etkileri
gosterilmis olmasina ragmen, fototerapi uygulanan bebeklerde bu etkiye bagl
degisikliklerin ciddi olmadig1 kesindir. Rosenstein ve ark. (121) 1958 yilindan bu
yana kullanilan fototerapiye iliskin, in vitro DNA hasar1 yapic1 etkilerini
vurgulamakla birlikte, in vivo yan etkilerinin ya goz ardi edilebilecek derecede az, ya
da uzun bir latent doneme sahip oldugunu belirtmektedirler.

Goriiniir veya UV 15181n organik bilesikler tarafindan absorpsiyonu genellikle
kimyasal olarak kisa omiirlii uyarilmis molekiillerin olusumuna neden olur. Ancak
baz1 durumlarda, daha stabil uyarilmis molekiiller meydana gelir, bunlar direkt veya
indirekt mekanizmalarla DNA hasarina neden olurlar (122). Bu ¢alismada fototerapi
sonrast DNA hasarmin fototerapi oncesine gore belirgin miktarda azaldig1 tespit
edildi. Bu durumun kullanilan dalga boylarinda fototerapi sonrasi meydana gelen
uyarilmis kimyasal molekiillerin kisa Omiirlii {iriinler olmasindan veya bu {iiriinlere
baglh degisimlerin DNA onarim mekanizmalar1 ile hizla diizeltilmesinden
kaynaklanmig olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica fototerapi sonrasi olusan toksik
fotoiiriinlere bagh etkiler, in vivo kosullarda yenidogan dokularindaki antioksidantlar
tarafindan da baskilanmis olabilir.

Literatiirde bilirubin ve fototerapinin DNA kirig1 olusturucu etkisini arastiran
calisma sayismin azligina ragmen, oksidant/antioksidant enzim diizeylerini arastiran
pek cok calisma mevcuttur. Sariligin oksidatif stresi artirdigi, azalmis hiicresel
glutatyon, glutatyon peroksidaz (GPx) ve SOD diizeyleri ile gosterilmistir (115,
123). Buna ragmen sarilikli yenidoganlardaki fototerapi Oncesi ve sonrasi

antioksidant status heniiz net degildir. Son yillarda preterm infantlarda yapilan bir
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calismada, plazma bilirubin diizeylerinde azalmanin, plazma antioksidant enzim
kapasitesinde artis ve oksidatif streste azalma ile birlikte oldugu bulunmustur (13).
Dahiya ve ark. (124) ise hiperbilirubinemik infantlarda kontrol grubuna gére daha
yiikksek bir lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA ve bir antioksidant olan SOD
diizeyleri bildirmislerdir. Aksine, Kumar ve ark. (125) 2006 yilinda yaymlanan
caligmalarinda, infantlarda bilirubin diizeylerinin serum MDA diizeyleri ile negatif,
SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz diizeyleri ile ise pozitif iliskili oldugunu ve bu
durumun bilirubinin  giiclii antioksidant 6zelliginden kaynaklandigin1  6ne
stirmiiglerdir.

Farkli ¢caligmalarda ise fototerapi sonrasi meydana gelen eritrosit membran
hasar, MDA (3,13,15) ve tiyobarbitiirik asit reaktif iirtinleri (TBARS) (4)
yiiksekliginden dolay1 fototerapinin oksidatif stres kaynagi oldugu ileri siiriilmiistiir.
Aksu ve ark. (126) ise fototerapi 6ncesi ve sonrasi, vitamin E ve antioksidant enzim
(SOD, GPx, katalaz,) aktiviteleri arasinda fark gormemislerdir. Sonugta
hiperbilirubinemisi olan yenidoganlara uygulanan fototerapinin, oksidatif hasar

yapici etkisi ile ilgili bilgiler ¢eliskilidir.

Bilirubin ve fototerapiye bagh DNA hasarinda katalazin rolii

In vitro sartlar altinda fototerapi uygulamalar1 esnasinda bilirubin, potansiyel
zararh etkileri olabilecek fotokimyasal reaksiyonlar olusturabilir. Bu sitotoksik
fotoiiriinlerin peroksitler oldugu Rosenstein ve ark. (16) tarafindan gosterilmistir.
Rosenstein ve ark normal insan fibroblastlarini, eksojen olarak ekledikleri 1-100
ug/mL bilirubin varliginda ve yoklugunda goriiniir 1s18a (420-490 nm) maruz
birakarak, DNA zincir kirik miktarin1 6l¢gmislerdir. Kirik miktarinin bilirubin
varliginda veya irradiye bilirubinle hiicreleri karanlikta bekletmekle arttigini
gozlemlemislerdir. Ancak irradiye bilirubin (fototerapi uygulanmis bilirubin)
varliginda ortama bir oksidorediiktaz olan katalaz eklendiginde, DNA zincir kirigiin
gelismedigini gosterdiler. Irradiye bilirubin ¢ozeltisine bagli DNA hasarinm, H,0,
veya diger peroksitlerin olusumundan kaynaklandigini belirttiler (119).

Toksik fotoiiriinlerin muhtemelen peroksitler olmasi nedeniyle bu iiriinlere
baglh gelisen DNA zincir kirik miktarlar1 da plazma katalaz aktivitesinden
etkilenmektedir. /n vivo yiiksek katalaz aktivitesi, bilirubin fotoiiriinlerinin etkilerini

azaltabilir (16).
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Bu nedenle bu caligmada, fototerapi Oncesi, sonrast ve kontrol gruplarinda
plazma katalaz aktiviteleri karsilagtirildi. Sarilikli yenidoganlarda yiiksek plazma
katalaz aktiviteleri belirlenirken, fototerapi sonrasi aktivitelerde anlamli diisme tespit
edildi. Sarilikli bebeklerde katalaz aktivitesindeki bu yiiksekligin, ortamdaki yiiksek
H,0, diizeylerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Katalaz aktivitesi selliiller H,O,
diizeyi arttik¢ca, artmaktadir (95). Yiiksek katalaz aktivitesi sayesinde, muhtemelen
fototerapi sonrasinda gerceklesen fotokimyasal reaksiyonlar sonucu olusmus
peroksitler, su ve oksijene yikilarak DNA oksidasyonu engellenmistir.

Arastirma amacli yenidoganlara ek invaziv girisimlerde bulunulamadigindan
ve rutin incelemeler maksadiyla toplanan numune hacimleri yetersiz oldugundan, bu
caligmada diger antioksidant enzim diizeyleri calisilamadi. Daha sonraki yillarda
yapilacak olan c¢aligmalarda, cesitli antioksidant enzim diizeylerinin ve comet
skorlarmin birlikte degerlendirilmesi, yenidogan sariliginda fototerapi kullanim
siirlari ile ilgili yeni ongoriiler sunabilir.

Sonug olarak fototerapi 15181 cilt ve dokulardan siiziilerek gectigi i¢in, in vivo
sartlarin in vitro sartlardan farkli oldugu agiktir. Bu calismadan elde edilen sonuglara
gore fototerapi almis infantlardaki DNA hasar1 derecesi, kontrol grubu
yenidoganlarindan farkli bulunmadi. Boylece, in vivo sartlarda fototerapinin DNA
oksidasyonuna neden olmadigi sdylenebilir.

Ayrica fototerapinin, daha once yayimlanan cesitli ¢calismalarda oldugu gibi
bilirubinin genotoksik etkilerini artirmadigi, aksine fototerapi ile azalan serum
bilirubin diizeyleri sayesinde DNA hasar1 derecelerinin de anlamli bi¢imde azaldigi
goriilmiistiir. Fototerapinin bilinen toksik etkileri bu ¢alismada, hiperbilirubinemik
yenidoganlarda bulunan yiiksek katalaz aktivitesi sayesinde engellenmis olabilir.

Kan degisimine ihtiya¢ duyulmadan tedavi edilebilir olan orta derecede
yiiksek bilirubin diizeyleri, DNA ve dolayisiyla pek cok diger hiicresel bilesen ic¢in
giiclii prooksidanttir ve fototerapi ile en kisa siirede diizeyleri azaltilmalidir.
Fototerapinin uzun siireli yan etkilerini arastiran, az sayidaki takip caligmalarinda

gozlenen masumiyetini bizim ¢alisma bulgularimiz da desteklemektedir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada, sarilikli yenidoganlarda yiiksek bilirubin diizeylerine ve tedavi
amacl kullanilan fototerapiye bagl gelisebilecek muhtemel genotoksik etkiler, alkali
comet teknigi ile caligildi ve su sonuglara varildi:

v Metodun hassasiyetini ve elektroforetik dogrulugunu gostermek amaciyla
yapilan radyosensitivite ¢alismalarinda, saglikli ii¢ kisinin kanindan izole edilen
lenfositler swrasiyla 0, 1, 2, 3, 4, 5 gy dozlarinda gamma 1511 ile irradiye edildikten
sonra comet skorlamalar1 yapildi. Uygulanan radyasyon dozuyla orantili olarak
lenfosit DNA hasarmin arttig1 belirlendi (r2=0.989).

v Fototerapi Oncesi, fototerapi sonrasi ve kontrol gruplar1 arasinda yas, cinsiyet,
Apgar skorlari, dogum agirligi, dogum sekli, hemoglobin ve direkt bilirubin
diizeyleri acisindan farlilik gézlenmedi (p>0.05).

v Sarilikli  bebeklerde fototerapi Oncesi indirekt bilirubin degerlerinin,
fototerapi sonrasi ve kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit

edildi (p<0.001).
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v Indirekt hiperbilirubinemili tiim yenidoganlara beslenme ve temizlenme
zamanlar1 diginda siirekli fototerapi uygulandi. Ortalama fototerapi siiresi 55.7+21.7
(min 24 - max 96) saat bulundu.

v Fototerapi Oncesinde Olciilen comet skorlarinm, fototerapi sonrasi azaldigi
tespit edildi (kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk DNA %’leri i¢in
p<0.001). Fototerapi sonrasinda bu degerlerin kontrol grubu diizeylerine yaklastig:
goriildii (p>0.05).

v Fototerapi Oncesi plazma katalaz aktivitesi, fototerapi sonrasi ve kontrol
grubuna gore yiiksek bulundu (p<0.001). Fototerapi sonrasi ve kontrol gruplari
arasinda katalaz aktiviteleri acisindan faklilik gdzlenmedi (p>0.05).

Bu sonuglara gore, in vivo sartlarda yiiksek bilirubin diizeylerinin DNA zincir
kiriklarina neden oldugu, fototerapi sonrasinda kirik miktarinin belirgin derecede
azaldig1 gozlendi; dolayisiyla fototerapinin DNA hasar1 yapici etkisinin bulunmadigi
kararina varildi. Fototerapi oncesi yiiksek katalaz diizeylerinin, fototerapi ile
olusabilecek toksik fotoiiriinlerin zararh etkilerinden korumus olabilecegi diisiiniildii.

Yiiksek bilirubin diizeylerinin neden oldugu oksidatif DNA hasari
onarillamadig1 takdirde, maligniteden apoptozise kadar pek cok hastaliga neden
olabilecek degisimler meydana gelebileceginden, bu konuya hassasiyetle
yaklasilmal1 ve fototerapi baglama sinirlar1 tekrar gozden gecirilmelidir.

Daha sonraki calismalarda, fototerapi siiresince giinliik comet skorlamalarmin
yapilmasinin ve birlikte DNA onarim enzimlerinin ¢alisilmasinin, etkin bir tedavi

protokolii olusturmada faydali olabilecegini diistinmekteyiz.
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Ek Tablo 1: Hasta grubuna ait fototerapi oncesi degerler

=) =
z = £ | & 25| 25| =
= &0 — @~ < 3
iz |%2|.5|7 823 B35 | B | zz| B} 2% &S
o= [® 2RISR | | 2RE E; = = a s = E = E &
1 Erkek C/S | 3000 4 48.00 16.80 25.58 12.95 48.31 20.20 1.10 180.00
2 Kiz NVY | 3550 5 26.00 16.50 26.12 7.37 27.41 17.40 1.20 194.60
3 Erkek C/S 3900 2 32.00 18.00 7.48 1.84 24.54 15.30 1.20 203.10
4 Erkek NVY | 3000 2 72.00 20.80 8.47 2.59 30.64 14.60 .70 78.20
5 Erkek NVY | 2700 3 96.00 19.00 7.14 2.45 30.80 21.60 .60 175.50
6 Erkek C/S 2600 3 72.00 20.50 45.00 27.61 55.12 19.30 1.20 146.25
7 Erkek C/S 3270 8 48.00 16.00 64.54 40.71 63.08 19.90 1.00 158.60
8 Erkek NVY | 3500 12 24.00 15.00 33.50 11.87 42.97 21.60 1.50 78.80
9 Erkek NVY | 2560 3 72.00 20.50 15.09 5.48 36.30 19.90 2.00 145.70
10 Kiz C/S 2500 11 36.00 17.20 23.87 9.64 31.89 16.10 1.80 191.30
11 Erkek NVY | 2700 4 52.00 18.50 7.06 1.74 24.62 24.30 1.00 120.40
12 Erkek C/S 2800 5 48.00 14.90 5.16 2.41 18.18 18.60 .80 79.30
13 Kiz NVY | 3380 5 56.00 19.30 42.91 12.18 28.38 19.30 .90 186.80
14 Kiz C/S 3870 2 96.00 20.50 9.01 0.97 12.12 15.30 .80 79.30
15 Kiz C/S 2600 8 24.00 19.20 11.77 4.36 37.08 22.10 1.30 203.10
16 Kiz C/S 2890 6 48.00 17.20 13.64 7.45 22.78 23.40 1.10 177.80
17 Kiz NVY | 2900 4 72.00 18.60 30.51 10.04 32.92 21.60 1.10 209.30
18 Kiz NVY | 2790 11 72.00 17.40 45.38 16.15 35.60 25.00 1.00 122.10
19 Kiz C/S 2900 3 48.00 18.90 28.59 8.22 28.75 17.10 1.20 92.30
20 Erkek NVY | 3050 3 72.00 19.10 20.76 6.01 28.93 14.30 .80 182.80

C/S: Sezeryan

NVY: Normal vajinal yol
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Ek Tablo 2: Hasta grubuna ait fototerapi sonrasi degerler

> % =~ 3~

. z | 23| E2| =3
| 2 | B | 537 ES| BS| £5
s = = 28y £E <) SRS
1 4.02 1.43 10.98 13.80 1.40 67.50
2 3.63 .15 4.55 16.00 1.40 110.80
3 2.22 .61 11.99 10.60 1.30 65.30
4 7 .09 7.24 12.50 1.20 76.50
5 1.98 .19 9.12 11.60 1.30 45.00
6 3.36 .26 6.47 9.10 1.10 58.50
7 1.71 .33 8.90 11.80 0.80 55.70
8 1.51 .10 6.51 13.60 1.10 42.80
9 2.08 43 10.53 11.40 1.10 50.60
10 1.31 22 10.88 15.10 1.60 56.30
11 3.47 1.26 13.41 13.70 1.10 78.80
12 1.95 .09 4.25 8.10 .80 65.30
13 8.21 1.98 15.06 12.40 1.20 48.90
14 5.57 .65 11.74 13.40 1.70 58.50
15 3.65 1 19.34 13.00 1.20 90.00
16 5.83 1.76 13.64 12.90 1.20 55.70
17 3.83 74 15.49 14.90 1.40 93.90
18 2.57 31 12.05 10.10 1.10 56.30
19 4.86 1.38 11.97 16.00 1.80 40.50
20 1.65 .19 11.69 11.40 .80 81.00
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Ek Tablo 3: Kontrol grubuna ait degerler

s > g = = 43

) — ) = = = = -
s 2 ,8 v | = 2= - = = <d By 25 e
& = o= < & < en = = = - Z = £ a £ e E
s &, Qwn | > > SIS e S M A M = M = M2
1 Kiz C/S 3000 4 16.10 2.31 31 13.42 11.30 1.40 51.75
2 Erkek NVY 3600 5 19.00 3.06 .36 11.77 12.30 1.40 60.75
3 Erkek C/S 3650 9 14.70 3.46 21 5.96 9.30 1.30 27.00
4 Erkek C/S 3690 5 16.80 3.28 .68 12.44 8.00 1.20 81.00
5 Erkek C/S 2700 3 16.70 2.64 23 8.68 13.70 1.30 76.50
6 Kiz NVY 3000 7 17.60 4.29 .65 15.08 12.10 1.10 52.31
7 Erkek NVY 4000 5 16.50 1.76 15 8.41 13.70 .80 41.06
8 Erkek NVY 3470 6 17.20 3.27 .69 21.16 10.60 1.10 56.25
9 Erkek NVY 3650 9 20.30 2.48 .39 9.77 12.70 1.10 67.50
10 Erkek C/S 3220 5 19.10 14.96 3.22 21.15 10.50 1.60 40.50
11 Kiz NVY 3600 6 17.60 1.91 22 11.38 12.90 1.10 54.00
12 Kiz NVY 3550 3 16.50 3.78 .55 12.65 14.20 .80 69.75
13 Kiz NVY 3100 9 17.80 1.96 28 14.21 14.60 1.20 72.00
14 Kiz NVY 3200 8 16.30 2.62 .34 8.69 14.10 1.70 60.75
15 Erkek C/S 2800 4 18.20 1.16 .09 8.17 13.20 1.20 65.25
16 Erkek NVY 2950 5 17.60 .80 .03 474 12.10 1.20 65.25
17 Kiz C/S 2600 7 15.60 2.03 A2 5.81 13.80 1.40 29.25
18 Erkek C/S 2950 6 17.10 1.27 .16 7.74 13.40 1.10 36.00
19 Kiz NVY 3050 5 16.50 1.42 .19 8.06 13.10 1.80 29.25
20 Erkek C/S 3190 8 17.60 2.03 .19 5.82 12.10 .80 63.00

C/S: Sezeryan

NVY: Normal vajinal yol
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