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KISALTMALAR

LDH : Lactate dehydrogenase

DMEM : Dulbecco’s Minimal Essential Medium

GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick
end-labeling

UCB : Unconjugated bilirubin



OZET

Yiiksek serum bilirubin konsantrasyonu ile iligkili klinik ensefalopati ve santral sinir
sisteminde belirli bolgelerde sar1 boyanma olarak g6zlenen Onemli patolojik degisikler
arasmdaki iliski 1875 gibi ¢ok erken donemlerde tammlanmistir. Buna ragmen, giiniimiizde
hala bilirubin nérotoksisitesi i¢in, temel mekanizmay neyin olusturdugu sorusuna hala cevap
aranmaktadir

Bilirubin sitotoksisitesi, astrositler ve noronlan da iceren degisik hiicre tiplerinde
gOsterilmistir. Beyin kapillerlerinin bariyer dzellikleri astrositler tarafindan olusturulmaktadr.
Bu hiicreler hormonlar ve nutrientlerin beyne transportunda Snemli rol oynarlar. Bu nedenle
astrositler, KBB yetersizlifinde bilirubin ile ilk temas eden hiicreler olabilir. Bilirubin
ensefalopatisinde astrositlerin rolii bilyiik oranda ihmal edilmigtir. Astrositler, insanlarda
beyin korteksindeki total hiicresel volumiin yaklagik olarak ticte birini kapsar. Bu ozellikleri
nedeniyle, bilirubinin neden olacagi biyokimyasal hasarm gdsterilmesinde, astrosit kiiltiiri
diger modellere katki saglamaktadir.

Astrosit hiicre kltlirinde yaptigimiz bu ¢alismada, hiperbilirubinemili hasta serumu
¢ok daha diigik bilirubin konsantrasyonlarmda, kiiltir ortamma dogrudan eklenen
bilirubinden daha fazla sitotoksisiteye neden oldugunu ve inaktive edilmemis hasta
serumunun inaktive edilmis serum Omegine g6re daba fazla sitotoksisiteye yol agtigim
gordiik.

Bu cahymanm sonuglari gerek indirek hiperbilirubinemili hasta serumunun gerekse
bilirubinin  astrosit kiiltlirlerinde doza ve zamana bagh sitotoksisiteye yol agtigmm
gostermektedir. Indirek hiperbilirubinemili hasta serumunun astrosit iizerine toksik etkisi ilk
kez bu calismada aragtmlmigtrr. Bu galisma aym zamanda bilirubinin fare astrositleri {izerine
toksik etkisinin gdsterildigi ilk ¢alisma 6zelligini de tagmmaktadir.

Bu ¢ahgmada gerek indirek hiperbilirubinemili hasta serumunun ve gerekse bilirubinin
astrosit kiiltiirlerinde apoptotik hiicre Slimiinii inditkleyip indiiklemedigi de aragtirilmugtir.
Sonuglar hem hasta serumunun hem de bilirubinin doza ve zamana bagmh astrosit
apoptozuna yol actifim gostermektedir. Bu tez calismas: indirek hiperbilirubinemili hasta
serumunun apoptotik astrosit Slimiine yol agtifim gdsteren ik ¢aligmadr. Ayrica ilk kez bu
¢ahsmada bilirubinin fare astrositlerinin apoptotik Oliminid indikledigi gOsterilmistir.
Apostain immiinfloresan boyama sonuglari gerek hasta serumunun gerekse bilirubinin astrosit
kiltiirlerinde doza bagmh apoptotik hiicre Olimiine yol agtipim gdstermektedir. LDH
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sonuclarma benzer bicimde bilirubinin apoptot’ik hiicre Sliimiini indiikleyici etkisi 48. saatte
72. saattekinden daha belirgin bulunmustur.

Sonug¢ olarak bu gahgmada indirek hiperbilirubinemili hasta serumunun ve bilirubinin
yenidogan fare astrosit kiiltiiriinde doza ve zamana bagimh olarak sitotoksik ve apoptotik
hiicre 6liimiini indiikledigi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler : indirek bilirubin, astrosit hiicre kiiltiirii, apoptozis, sitotoksisite



SUMMARY

As early as 1875 it was established that there is an association between high serum
bilirubin levels and clinical encephalopathy characterized by yellowish staining of certain
central nervous system sites on pathological examination. However, even today the
mechanism underlying the bilirubin neurotoxicity is not fully understood.

Bilirubin cytotoxicity has been demonstrated in different cell types, including astrocytes
and neurons. Astrocytes form the barrier function of the brain capillaries. These cells
comprise about one-third of the total cellular mass in the human brain cortex. astrocytes also
play a vital role in the transport of hormones and micronutrients into the brain. Therefore,
astrocytes may be the first line cells that come in contact with bilirubin when the blood-brain
barrier fails. Their role in the development of bilirubin encephalopathy has not been fully
investigated. Astrocyte cell cultures may contribute to other models in the demonstration of
bilirubin neurotoxicity.

In this study performed on astrocyte cell cultures we demonstrated that serum from
patients with hyperbilirubinemia caused more cytotoxicity then bilirubin added directly to the
culture media, even when the level of bilirubin in the serum was much less then the directly
added bilirubin. Also, inactivated serum samples caused less cytotoxicity then not inactivated
samples.

Results of the current study show that both serum from patients with indirect
hyperbilirubinemia and bilirubin itself causes cytotoxicity in astrocyte cell cultures. This
study for the first time shows that serum from patients with indirect hyperbilirubinemia and
bilirubin itself have cytotoxic effects on rat astrocytes.

The study also tried to identify whether serum from patients with indirect
hyperbilirubinemia and bilirubin directly caused apoptotic cell death in astrocyte cell cultures.
The results show that both serum from patients with indirect hyperbilirubinemia and bilirubin
lead to dose and time dependent apoptosis in astrocytes. This thesis is the first study showing
that serum from patients with indirect hyperbilirubinemia and bilirubin itself induce cell death
via apoptosis. Apostain immunofluorescent staining showed that both patient serum and
bilirubin lead to dose dependent cell death by apoptosis in astrocyte cell cultures. Similar to
the effect of LDH, bilirubin caused most of its cytotoxic effect within 48 hours.
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In conclusion, serum from patients with indirect hyperbilirubinemia and bilirubin directly
induce dose and time dependent apoptotic cell death in newborn rat astrocyte cell cultures.

Keywords: indirect bilirubin, astrocyte cell culture, apoptosis, cytotoxicity



1. GIRIS VE AMAC

Hiperbilirubinemi, yenidogan déneminde ve §zellikiede premature dogan bebeklerde
Onemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Daha da Onemlisi serum bilirubin
konsantrasyonlarinda belirgin yiikselme olmaksizin, infantlarm beyinlerinde bilirubin
olabileceginin rapor edilmis olmasidir. Hangi sarilikh bebegin tetkik ve tedavi edilmesi
gerektigi, bilirubin toksisitesinin ne zaman bagladif1, hangi asamada geri d6niiglii oldugu ya
da hangi durumlarda kahci bozukluga yolactifi tam olarak bilinmedigi i¢in tedavi
protokollerinin saglam bilimsel verilere dayandiriimas: gii¢ olmaktadir (1-3).

Neonatal sarihk tamamryle benign fizyolojik bir siireg olabilecegi gibi sinir sisteminde
toksisiteye yol agarak ciddi bir hastahgm ilk bulgusu da olabilir. Hiperbilirubineminin neden
oldugu ensefalopati, iyi tammlanms bir antite olmasma ragmen, bilirubin nérotoksisitesinin
altta yatan ana mekanizmasim anlamak, oldukc¢a gii¢ olmaktadir (4,5). Bilirubinin neden
oldugu sitotoksisite astrositler (6) ve néronlanida (7) igeren degisik hiicre tiplerinde
gosterilmistir (8). Eksperimental kernikterusta, elektron mikroskopik ve otoradyografik
¢ahgmalar, kandan noronlara bilirubinin ana tagtyicismm astrositler oldugunu géstermistir (9).
Astrositlerin, beyindeki en ¢ok fonksiyon goren hiicrelerden biri oldugu (10), enmerji
homeostazisini diizenledigi (11), kan beyin bariyerinin (KBB) biitiinliigiinii sagladigi ve
fagositik, immun ve detoksifikasyon fonksiyonlarma sahip oldufu yakm zamanda
gosterilmistir (12).

Astrositlerin primer kiiltiirii ile yapilan cahgmalarin degisik avantajlarinn olmas:
nedeniyle, bilirubin toksisitesini ¢ahymak amaciyla astrositlerin primer kiiltiiriint segtik.
Astrositler, biyokimyasal ve morfolojik ozellikleri ile in vivo bulunan normal diploid
hiicrelere benzerler. Astrositler yitksek derecede ¢ogaltilabilir preperasyonlardir. Diger hiicre
tipleri ve sistemik faktorler ile olan etkilegimlerinin elimine edilebilir olmasi nedeniyle basit
bir sisitemdir (13). Astrositler, bu ozellikleri nedeniyle bilirubinin neden olacagi primer
hasarin ortaya konulmasma olanak saglamaktadir.

Bu cahgma ile, bilirubin stok soliisyonlarmin yamnda, inaktive edilmis sarilikh
yenidoganlarin serumlan kullamilarak, fare astrosit hiicre kiiltiiriinde bilirubin toksisitesi ile
indiiklenen apoptotik ve nekrotik hiicre dliimiiniin Apostein ve LDH sitotoksisitesi testiyle

degerlendirilmesi amaclanmgtir.



2.GENEL BILGILER

2.1. BILIRUBIN TOKSISITESI, ENSEFALOPATIi VE KERN IKTERUS

Ondokuzuncu yiizylhn sonlan ve 20.yy baglarinda bilirubinin nérotoksin oldugu ve
kernikterusa neden oldugu tammlandi (14), ve arastrmaciar 1950’lerin baglarinda bilirubin
norotoksisitesinin temel mekanizmalarimi arastirmaya bagladilar. Bilirubinin pekg¢ok sayida
enzimi inhibe ettifi ve membran fonksiyonlarim bozdugu, ancak bilirubin toksisitesinin temel
hiicresel mekanizmasinda en muhtemel olaym oksidatif fosforilasyonun inhibisyonu oldugu
distiniildd (5). Bilirubin ndrotoksisitesi i¢in, temel mekanizmay1 neyin olusturdugu sorusuna
hala cevap aranmakta olup, arastirmalar devam etmektedir.

Diger taraftan, neonatal sarilik tamamiyle benign fizyolojik bir stireg olabilecegi gibi
sinir sisteminde toksisiteye yol agacak ciddi bir hastahign ik bulgusu da olabilir. Bilirubin
ensefalopatisi ya da kern ikterus tammlan bilirubinin santral sinir sistemine olan toksisitesinin
klinik ve patolojik goriiniimlerini yansitir.

Kern ikterus terimi; genellikle bilirubin toksisitesine ait oldugu diigiiniilen klinik ve
néropatolojik bulgularm genis bir spektrumunu kapsayacak sekilde kullamlir. Ancak kern
ikterus daha dar kapsamh bir tammdir ve yalmzca basta bazal ganglionlar, pons ve serebellum
olmak {izere beynin spesifik bdlgelerinde ndronal 6liim ve pigment birikimi ile karakterize
olan m")ropatolojik degisiklikleri ierir.

Bilirubin ensefalopatisi terimi; ¢ok daha yakin bir gecmiste kullamlimaya
baslanmustir ve blhrubmm santral sinir sistemine olan etkilerinin klinik bulgularm yansitan
bir terimdir. Bunlar erken donemde gozlenen hafif ve hatta geri doniigiimli olan baz
bulgulardan (letarji, irritabilite, kas tonusunda degisiklikler, beyin sapi isitsel uyariima
potansiyellerinde (BIUP) diizlesme ve/veya uzammg latans gibi), bayatm ilk giinlerinde
opistotonus, nobetler ve 6lim gibi ¢ok daha aZir bulgulara kadar degisebilir. Neonatal
bilirubin hasarmn, koreoatetoid serebral palsi, yiksek frekansh isitme kaybt ve yukan bakis
paralizisi gibi ge¢ ve kahci bulgulan da bilirubin ensefalopatisinin genisletilmis tamsinda yer
alabilir (3,15,16).
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2.1.1. BILIRUBIN TOKSISITESININ KLINIK BULGULARI

Yiiksek bilirubin diizeyleri birka¢ saat siirmeden genellikle bilirubin néropatisi
belirgin hale gelmez. Azalmus aktivite, beslenme isteksizligi, bebegin aglama degisiklikleri,
letarji, irritabilite ve apneyi igeren bir geri doniigiimlii buigular donemi tammianmstir. Eger
bilirubin diizeyi, 6rnegin kan degisimi yoluyla hizla azaltiirsa bu bulgular sikhikla geri
dondiiriilebilir.

Eger hiperbilirubinemi devam ederse kisa zaman iginde bu belli belirsiz bulgulan tiim
ekstremitelerin rigid ekstensiyonu, kollarm siki yumruk pozisyonu, bacaklarin ¢apraz
ekstansiyonu ve tiz sesli aglama izler. Bazen bu bulgulara opistotonus ve ndbet aktivitesi eslik
edebilir. Yagayan bebeklerde birka¢c ay sonra kas toniisii ve beslenme giicliiglii azalr ve
tremor, ince motor beceriksizlik, gézlerde takip yetersizligi, sabit yukan bakig kisithhg ile
birlikte genellikle spastik veya koreatetoid serebral palsi gelisir. Yiiksek frekansh igitme kayb:
ve mental retardasyon da bu sendromun bir parcasidir. Cocukluk cagindan sonraki en sik
bulgular koreatetoz, okiiler paralizi ve sekizinci sinir sagirhgidir, ciddi mental retardasyon ve
spastik serebral palsi ¢ok az bir kisminda ortaya gikar. Genellikle motor bulgular uzun donem
yasayaniarda en belirgin anormalliklerdir (15,17).

Rh hemolitik hastahFmin sorun oldugu ve prematiire yogun bakmmn yetersiz kaldig
yillarda kern ikterus gelisen bebeklerin yarsmdan fazlasi Glirken, 1984 ve 1999 yillan
arasinda ful term ve terme yakm bebeklerin kayitlarinda kern ikteruslu bebekler arasindaki
mortalite oram % 4 olarak saptanmugtir (15). Hemolitik hastalikh bebeklerin sik izlendigi
yilarda akut bilirubin ensefalopatisinin klinik ozellikleri ¢ok iyi tammlanmis ve 3 faza
ayrnilarak degerlendirilmigtir (15) (Tablo 2). Birinci fazda ilk birka¢ giin iginde stupor,
hipotoni ve emme giicligi vardr. Bu bulgular nonspesifiktir ancak prognozun daha kétii
oldugu ikinci faza gidis nedeniyle riskli gocuklarda akla getirilmelidir. Ayrica ik tammlanan
serilerde bu donemde de mortalite bildirilmistir. Ik glinlerden sonra gelisen ikinci fazda
hipertoni ve ates geligir. Hipertoni ekstansdr kas gruplarm etkiler ve ¢ogu bebekte retrokolis
ve opistotonus goriliir. Her ne kadar bu artmms tonus siklikla spastisite olarak tamumlansa da
hipertoni kortikospinalden ziyade ekstrapiramidal orijinli oldugu i¢in dogru bir tammlama
degildir. Bebeklerin % 80’inde hipertoni ile birlikte ateg de ortaya gikmaktadir. Ates herhangi
bir nedene baglanamaz, kern ikterusun diensefalik tutulumu ile iligkii oldugu
distinilmektedir (16). Ugiinct klinik faz hipertoninin gerilemesi ile karakterizedir. Baslangic
degisken olabilmekle birlikte genellikle ik haftadan sonra ortaya cikar. Toniiste diizelme
gbzlenmesinin kern ikterusun kronik formunun gelismeyeceginin bir kamti olabilecegi one
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stirilmiigse de gergekte ikinci faza girmis ve ’hipertoni gelisen hemen tiim bebeklerde kronik
bilirubin ensefalopatisi gelistigi gorilmistdr (16). Bunun tersi de gegerlidir. Prospektif bir
calismada kronik bilirubin ensefalopatisi geligen gocuklarin % 10’unun yenidogan déneminde
higbir bulgusu olmadif1 ya da minimal bulgulan oldugu gorilmiistiir (18). Kronik dénemdeki
bilirubin ensefalopatisinde hayatin ilk yiinda bebekler yetersiz beslenen, tiz tezle aglayan
bebeklerdir. Derin tendon reflekslerinde artig ile birlikte hipotoni vardir. Motor becerilerin
kazammu olgularin ¢ogunda gecikmigtir ve genellikle 5 yasinda yalmz basma yiriyebilir
duruma gelirler. Kern ikterusun kronik dénemdeki major klinik bulgulan birinci yildan sonra
ortaya ¢ikar, bazen bu siire birkag yil uzayabilir (Tablo 2).

Term bebeklerde hiperbilirubineminin neden oldugu kern ikterusun karakteristik
bulgular1 ekstrapiramidal bozukluklar, bakis anormallikleri ve sensorinéral igitme kaybidir.
Ozellikle atetoz olmak fizere belirgin ekstrapiramidal bozukluk 18 ay gibi erken dénemlerde
de gelisebilir ancak bazen 8-9 yagma dek gecikebilir. Ciddi gekilde etkilenmis cocuklarda
ortaya ¢ikan atetoz ekstremitelerin kullammum engelleyebilir. Ayrica bu g¢ocuklar ciddi
dizartri, salya akitma, ¢igneme ve yutma gii¢higiine sahip olabilirler (16).

Isitme kayb; kronik bilirubin ensefalopatili gogu gocukta degisik derecelerde vardur.
Kronik bilirubin ensefalopatili 59 ¢ocugun prospektif cahgmasmda 17 ¢ocugun isitme kaybma
sahip oldugu bunlarm 10’unda igitme kaybmin orta-afwr siddette oldugu gériilmitiir (19).
Diger uzun siireli izlem caliymalarinda da igitme kaybi kronik bilirubin ensefalopatili
¢ocuklarda agir derecelerde ve en sik gézlenen nérolojik anormallik olarak belirtilmistir (18).
Bakis anormallikleri; &zellikle yukan bakis kisithhgi kronik donemin difer bir sik
bulgusudur. Cogu gocukta okulosefalik tag bebek manevrasiyla tam vertikal g6z hareketleri
izlenir, bu da okulomotor g¢ekirdegin daha yukansmdaki diizeylerde bir hasar oldugunu
gOsterir. |

Izlem ¢aligmalarmda gocuklara uygulanan zeka testlerinin ¢ok az bir kismnda major

gerilik saptanmstir. Atetozlu gocuklarn yalmzca % 20’sinde IQ < 70 bulunmustur (18).
Kern ikterusun klasik bulgulari prematiire ve diigiik dogum agirhkh bebeklerin izlemlerinde
genellikle goriilmez, ¢linkii ¢ogu etkilenmis bebek bu doneme kadar yasamaz. Bununla
birlikte hafif norolojik bozukluklar ve belli belirsiz gelisme gerilikleri, serum indirekt
bilirubin konsantrasyonunun orta derecede yiiksekligi ile iligkili bulunmustur. Ancak
prematiirite ve yenidogamn diger hastahklanmin da bu duruma katkisi olabilecegi igin bu
bebeklerde bilirubine baglanan belirsiz nérolojik hasarm geri donisliiliigii veya uzun d6nem
bulgularma iligkin tartismalar vardir (15-17).



Tablo 1. Kern ikterusun klinik dzellikleri

Akut form

Faz 1: (ilk 1-2 giin): emme giicliigd, stupor, hipotoni, nGbet
Faz 2: (ilk haftanin ortalan): Ekstensor kaslarin hipertonisi, opistotonus, retrokolis, ates
Faz 3 (ilk haftadan sonra): hipertoninin gerilemesi

Kronik form

Ik y1l: hipotoni, aktif derin tendon refleksi, obligatuar tonik boyun refleksi, motor beceri gecikmesi -
[Ik yildan somra: hareket bozukluklar1 (koreoatetoz, ballismus, tremor), yukart bakig kisithligi,
sensorindral igitme kaybi

2.1.2. TARIHCE

Yiksek serum bilirubin konsantrasyonu ile iliskili klinik ensefalopati ve santral sinir
sisteminde belirli bolgelerde sar1 boyanma olarak gozlenen Gnemli patolojik degisikler
arasmdaki iligki 1875 gibi ¢ok erken donemlerde tanmmlanmustir. Ikterus neonatorum
nedeniyle 6lmis bir yenidoganin beyninde bilirubin kristalleri tammlanmig ve bu durum
nekroze olmus beyin dokularmin ikterik pigmentasyonu absorbe etmesi seklinde
yorumlanmustir. {lk kez 1904 yiinda beynin dejenere olmus bolgelerinde bazi fokal ikterik
pigmentasyonlar i¢in kern ikterus terimi kullanilmustir. Ancak nekrozun baz toksinler, belki
safra veya trombozisin neden oldugu vaskiiler hasardan kaynaklandigma inamlmigtr. Ayrica
néral dokudaki boyanmanmn ciddi saribkh bebeklerin yalmzca kiiglik bir kismunda ortaya
¢iktifi (otopsi yapilan 120 yenidogan sarilifn -olgusunda yalmizca 6 kernikterus)
gozlemlenmistir. Aym yillarda sepsisin yenidofan sariign gelisiminde Gnmemli bir rol
oynayabilecegi belirtilmis ve beyin dokusu boyanmasmm su nedenlere bagh olabilecegini
belirtilmistir: safra pigmentinin nekroza yol agacak sekilde ganglion hiicrelerine olan &zel
ilgisi, boyandiginda ganglion hiicrelerinin safra tuzlan tarafindan hasarlanmasi ve hiicrelerin

boyanmus hale gelmesine yol agan iskemik veya travmatik olaylar.
' Bundan sonraki iki dekad benzer kiinik gidis ve anatomik degisiklikleri olan gesitli
bastalarin tammlanmasiyla gegmis ve bu siirede sarihk ve nukleuslarin boyanmas: arasindaki
iliskiye yonelik olarak fazla bir ilerleme olmamugtir. 1915 gibi gok eski yillarda bile mental
retardasyon ve noromiiskiiler disfonksiyon ile sonuglanan ciddi neonatal sariikh yasayan
¢ocuklar tammlanmig ve sorumlu olarak sarlik diigtintibmiistiir.1933’de kern ikterus ile ilgili
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literatiiriin gézden gegirilmesiyle ¢ogu prema;ﬁre olsa da tiim bebeklerin dogumda normal
goriindiikleri, hayatin ikinci giiniinden Once baslayan sarilik ile konviilziyon ve spastisiteyi
iceren santral sinir sistemi tutulumunun ortaya ¢iktigi ve 6liimiin genellikle hayatm beginci
giiniinde gorilldiigi ortaya konmustur.

Kern ikterusun tarihsel seyrinde kan degisiminin uygulamaya girmesi olduk¢a Gnemli
bir yer tutmaktadir. Her ne kadar ailesel sariikh bir yenidoganda yapimug olan ilk bagarih
kan degisimi 1925°de bildirilmis olsa da bu girigim modeli 1940’larda yenidoganm hemolitik
hastalifi tam olarak anlagiimcaya dek uygulanmarmstir. Kan degisimi total bilirubin yiikiinii
azaltarak bilirubin ensefalopatisi gelisim riskini azaltr. Kan degisiminin ik uygulamalan
kann sagital siniis veya radiyal arterden alimip safen vene verilmesi geklindeydi. Daba sonra
polietilen kateterlerin gelistirilmesi ile umblikal ven kateterizasyonu yoluyla kan ahg veriginin
yapildig: teknik 1946°da gelistirilmigtir (14,15).

Kan degigiminin 1950’lerde yaygm olarak kullamma girmesinden once kern ikterus
eritroblastosisli olarak canh dogan bebeklerin % 15°ini etkiliyordu. Bu olgularm % 70’1 ik bir
hafta iginde, geriye kalanlarm ¢ogu ise ilk bir yillik siirede kaybediliyordu. Yagayaniar kalici
ndrolojik sekellere sahipti ve tiim serebral palsili olgularin % 10’undan sorumlu oldugu
belirtiimekteydi (20). Bu durumun ciddi morbiditesi dikkate alindiginda uygulamanm kendine
ait tammlanmmg riskleri olsa bile kan degisimi ile saglanan biiyiik katkinn Snemi daha iyi
anlagiimaktadir.

1950’lerde kern ikterus hemen tiimiiyle eritroblastosis fetalise ait bir sekel olarak
diigiiniilmiistir ve hasar ile sanbfin giddeti arasindaki iligki tanmmianmmstr. Bu nedenle
yalmzca Rh uygunsuziugu Snemli olarak diiginiilmistir. Diger kan gruplar, prematiirite,
sepsis, pulmoner hasar ve maternal diabetin klinik veya patolojik hastahfm ortaya ¢ikisinda
kofaktdr olarak g6riiliip goriilmeyecegi konusunda tartigmalar yaganmstir (15).

1950 ve 1952 yillan arasinda yaymlanan bir seride Hsia ve arkadaglan (20) kern
ikterus, eritroblastosisi fetalis ve yiiksek serum indirekt bilirubin konsantrasyonuna bagh
ndrolojik hasan Snlemek igin girigimlerle ilgili ¢cagdas bilgi ve yaklagmm Gzetlemislerdir. Bu
yaymlarm sonucunda yazarlar, kern ikterusun serum bilirubin diizeyi 30 mg/dl’den daha fazla
olan bebeklerde ortaya ¢ikmasmn olasi eldufunu, serum bilirubin diizeyi 20 mg/dl nin
altinda kaldimda ise olas1 olmadigim belirtmiglerdir (20). Bu sonug klinik uygulama, bakim
standartlar1 ve hatta yasal durumlarla ilgili kararlar lizerine etkili olmayr giiniimiizde de
slirdiirmektedir. Ancak kern ikterusu Snlemek igin uygun hiperbilirubinemi tedavisi ile ilgili
tartigmalar siirmektedir.
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Crigler ve Najjar 1952’de kem ikt’eruslu konjenital ailesel nonhemolitik sarhig:
tammlayarak yalmzca yeni bir hastahg: tammlamakla kalmamus kern ikterusun spesifik kan
grup uygunsuzlugu ve hatta hemolizden ziyade yliksek indirekt bilirubin diizeyleri ile iligkili
bir stire¢ oldugunun anlagilmasim da saglamuglardir.

Neonatal sarihgin tedavisinde kan degisiminden sonraki en bilyiik gelisme
izoimmunizasyonun Snlenmesi ve pik serum bilirubin konsantrasyonunu azaltacak daha basit
bir yontem olan fototerapinin etkinliginin gdsterilmesi olmustur. Kizilderililer bebeklerin sari
renklerinin azalmasinda giines gigin faydah etkilerinin uzun zamandr farkinda olsalar da
neonatal hiperbilirubinemi icin fototerapi ilk kez 1958’de Ingiltere’de ileri siiriilmiistiir. Daba
sonra bu tedavi yiiksek serum bilirubin diizeyinin azaltilmasinda ve prematiire bebeklerde
hiperbilirubineminin Snlenmesinde proflaktik olarak kullamimgtr. Maternal immunizasyonu
Onlemek icin Rh immunglobilinin gelistirilmesi ve fototerapinin girisi ile saghkh term
bebeklerde kan degisimi gereksinimi biyiik Slgiide azalmstir (15).

Maternal-fetal kan grup uygunsuzlugunun dnlenmesi ve bilirubin konsantrasyonunun
azaltiimasindaki bu geligmeler hasta prematiire bebeklerin yasatilmaya ¢ahsimasi ile aym
donemdedir. Bu nedenle term bebeklerdeki kern ikterus olgulan belirgin slgiide azalirken bu
kez, Szellikle respiratuvar distresi, asidozu ve sepsisi olan hasta ve diigiik dogum agrhkh
bebeklerin otopsilerinde kern ikterus goriilmeye baglanmmgtwr. Hatta bu durum daha Gnce
bildirilen smirlara asla ulagmayan serum bilirubin diizeylerinde de gosterilmigtir. Bu da diigik
dogum agwhkh bebeklerdeki bilirubin toksisitesinin eritroblastosis fetalisi  term
bebeklerdekinden farkh bir yolla ortaya cikabilecegini gostermisti, Kern ikterus biyik
dlglide respiratuvar distresli, asidoziu ve orta derecede yiiksek serum bilirubin diizeyleri olan
prematiire bebeklgrde rastlantisal otopsi bulgusu olarak saptandi®i icin daha &nceki
yilardakine benzer sorular sorulmaya baslanmustir. Bilirubin hasarm nedeni midir yoksa daha
dnceki hasarlanmanin neden oldugu bir doku boyanmas: mudwr? Hastalar kern ikterushu mu ya
da kernikterusa bagh olarak mu Sliiyorlar? Ancak bazi olgularda bilirubin ensefalopatisinin
Olimden Once tammlanmasi ve otopside santral sinir sisteminde gozlenen tek belirgin
bulgunun klasik dagiimdaki sar1 néronal boyanma olmast nedeniyle bunun bilirubinin gergek
toksisitesi oldugu kabul edilmistir (15).

1960’ yillara gelindiginde Rh hemolitik hastaligi olmayan zamamnda dogmus
bebeklerde de &zellikle serum bilirubin diizeyi 20 mg/dl degerinin tizerine ¢iktignda kern
ikterus gelisen olgular tamtmlanmis (21) ve bu nedenle hemolizi olmayan bebeklerde de Rh
hemolitik hastahffi olan bebekler i¢in belirlenen kan degisim smrlannm uygulanmas:
Onerilmigtir (22). Bundan sonraki yillar bu smrlarn 6zellikle saghkh term bebeklerde
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gergekten gerekli olup olmadifinin tartigilmasiyla gegmis ve yapilan pek c¢ok arastirmaya
kargin bu tartigma giiniimiiziin de en 6nemli konularindan birisi olmaya devam etmistir.

2.1.3. BILIRUBIN TOKSISITESININ PATOFIZYOLOJIiSi

Bilirubin ndrotoksisitesi i¢in, temel mekanizmayr neyin olusturdugu sorusuna hala
cevap aranmaktadir. Bilirubin birgok biyolojik reaksiyonlar ve sistemler i¢in toksiktir.
Neonatal bilirubin toksisitesini tam olarak anlayabilmek igin bazi faktGrlerin agiklanmas:
gerekmektedir. Bunlar; bilirubinin beyne girisi, hiicresel diizeydeki hasari, erken tam ve nasil
Onlenebilir?

2.1.3.1. Bilirubinin Beyne Girigi

Bugiine kadar bilirubinin beyne girisini ve beyinden klirensini etkileyen pekg¢ok durum
cahsilmms olsada, kernikterusta bilirubinin nasil beyinin bazi bolgelerini tercih ettigi ve kahci
beyin hasarmin ortaya ¢ikmasi ile iliskili mekanizmalar hala agik degildir Bilirubinin beyne
girisine yonelik gesitli hipotezier gelistirilmigtir ve heniiz ¢liriitiilmemistir.

Serbest bilirubinin ge¢igi; Bu hipotez tam olarak dogrulanamasa da biiyiik Sl¢tide
kabul g6rmiigtiir. Lipofilik diger maddeler gibi normalde serumda albumine bagh bilirubin ile
bir dengede olan serbest bilirubin de diffiizyon yolu ile kan-beyin bariyerini gegebilmektedir.
Boylece serbest bilirubin miktarindaki herhangi bir artiy veya albiiminin miktann ya da
bilirubin baglama kapasitesindeki herhangi bir azalma serbest bilirubinin kan beyin bariyerini
gecip beyin dokusu iginde birikmesini ve sonugta néral hiicre membram iginde bilirubin asit
scklinde ¢bkmesini saglayabilir. Bu hipotezle uyumlu olan bilgi fizyolojik hiperbilirubinemi
srrasinda bile bir miktar serbest bilirubinin kan beyin bariyerini kalayca gegebilecegidir.
Ancak bu gecisinin klinik Onemi bilinmemektedir. Orta derecede serum bilirubin
yikseklikleri srasinda ortaya ¢ikan dikkat, uyamkhhk ve motor performanstaki gegici
degisikliklerin nedeninin bu olabilecegi belirtilmistir. Albiiminin bilirubine olan afinitesini ya
da baglama kapasitesini azaltan veya asidoz, hipoalbiiminemi gibi nedenlerle bilirubinin
dokulara hareketini arttran herhangi bir durum varhgnda bilirubinin beyne girigi artacaktir
(4,15).
gecisini kolaylagtirmasi; Ikinci hipotez bilirubinin albiimine baglanma durumu yanminda
hiicre membranlarm gecen bilirubinin kimyasal yapisim incelemis ve asidotik bebeklerdeki
artoms riskin agiklanmasma oncelik vermigtir. Alkali pH’da bilirubin suda eriyen bir sodyum
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tuzu yapisindadir, fakat nétral veya disiik ;;H’da ¢Oziiniirliigii oldukg¢a azdir. Bu nedenle
bilirubin plazmada iki hidrojen iyonunun ayrimasiyla albiimine bagh bir dianyon olarak
bulunur. Asidik pH’da, serbest bilirubinin ¢oziiniirligli azalmakta ve ortamda bulunan
hidrojen iyonlariyla bir (monobazik bilirubin geklinde) ya da iki (bilirubin asit geklinde)
hidrojen iyonu ile baglanarak kolayca dokulara gegisi miimkiin olmaktadir. Serumda bilirubin
asit miktann fazla oldugunda kolayca dokulara ¢Skme egilimi gosterir. Bu da sanbkh
bebeklerin dokularinda bilirubin asidin ¢oktiili anlamina gelir (23). Bu modelde bilirubin
asidin miktar1 plazma pH’sindaki ¢oziintrligi ile iliskili olarak serbest bilirubinin
konsantrasyonu tarafindan belirlenir.

Bu teori asidozun kern ikterus gelisiminde oynadig: rol igin Onemli bir agiklama
saglar. (24,25). Prematiire bebeklerde solunum distresine bagh asidoz ile diigiik serum
alblimin diizeyi bir araya geldiginde bu bebekler orta derecede bilirubin yiiksekliklerinde bile
kern ikterus yoniinden riskli bir duruma girmektedirier. Ancak bilirubin asit veya bilirubin
asit tuzunun (monobazk bilirubin) hiicre membraniarmm gecen veya dokulara baglanan
bilirubin formu olup olmadig: halen agik degildir (15).

Kan-beyin bariyerinin bozulmas ile albumine bagh bilirubinin gecmesi; Uclincii
teori albumine bagh olan bilirubinin beyne esas olarak hasarlanmug kan beyin bariyeri
aracih@ ile girdigini One siirer. Vaskiiler hasar, anormal dolagim veya anormal osmolarite gibi
durumlarin varhgmnda albiimin ve bilirubine karsi olan bariyer geri doniisiimlii olarak
acilabilmektedir. Hipertermi ve septisemi de benzer etkilere sahip olabilir. Kan beyin bariyeri
baglantisinm kayb: herhangi bir serum bilirubin konsantrasyonunda bilirubinin beyne gegigini
saglayabilir. Bu hipoteze gdre bilirubinin santral sistemine olan bdlgesel toksisitesi icin hiicre
membraninda ya da hiicre iginde albiminden ayrilmasi gerekmektedir, ¢iinkii serbest
bilirubinin bagh bilirubine gore ¢ok daba fazla toksik oldugu in vitro ¢ahgmalardan
bilinmektedir. Ancak yine de hasarh bir kan beyin bariyeri varhgmda bile albiiminden daha
fazla bilirubin beyne girer ve bu da bilirubin girigi ile ilgili gesitli mekanizmalarm aym anda
devrede olabilecegini gostermektedir (26,27).

Bir kan beyin bariyeri oldugu ilk kez 19. yiizyilda Paul Ehbrlich tarafindan ortaya
atilmgtr. Evan’s mavisinin enjeksiyonundan sonra tiim viicut organlarim maviye boyandigi
fakat beynin boyanmadif1 gosterilmigtir. Daha sonra yapilan ¢aligmalar kan-beyin bariyerinin
beyin endotel hiicrelerinden olugtugunu gdstermistir. Beyin endotel hiicreleri dier endotel
hiicrelerinden bazi farkhiliklar g6stermektedir. Bunlar arasmda “tight junction” bulunmakta ve
bu da kii¢itk molekiil ve iyonlarm beyne serbestge girip ¢tkmasma engel olmaktadr. Bu
hiicrelerde ¢ok az sayida pinositik vezikiil bulunmaktadir. Bu nedenle plazma proteinleri
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tasmamamaktadir. Bu kapiller endotelin c;evre.sinde bazal membran yer alir. Bazal membran
kollajen ve glikoproteinden olugmakta ve kapilier duvarm giiciinii arttiran bir iskelet gérevi
gormektedir. immatiir hayvanlarda bazal membran dort kat daha az materyal igerir. Bazal
membranin gevresinde astrositler yer alir. Bazal membran iki hiicre igin ortaktir. Astrositlerin
beyin kapiller endotel hiicrelerinin bu sekilde diferansiye olmasmmda rol oynadigy
diigiintilmektedir. Tiim bu diferansiyasyon fetal hayatta baglar. Beynin biiytidiigi ve dendritik
hiicrelerin artmaya devam ettigi donemde de devam eder. Immatiir beyinde kan-beyin bariyeri
eriskinin metabolik ve yapisal 6zelliklerini tasimasa da bu bariyerin restriktif 6zellikleri beyni
korumak icin yeterlidir. Bazx kaynaklarda yenidogan doneminde kan-beyin bariyerinde bir
immatiirasyon oldugu ileri siiriilmekle birlikte pek ¢ok yayinda her hangi bir immatiirasyon
olmadify belirtilmektedir. Ancak prematiirelerde nonlipofiilk maddelere kar;i pasif
permeabilitenin daha fazla oldugu 6ne siiriilmiistiir (27).

2.1.3.2. Bilirubinin Hiicresel Diizeydeki Toksik Etkileri

Ciddi hiperbilirubinemi ile ilgili asil endige ndrotoksik etki potansiyelidir, fakat yaygm
hiicresel hasar da meydana gelir (17). Bilirubinin beyin dokusu i¢ine girisi ile ilgili ¢eliskilere
benzer sekilde hicresel diizeydeki toksik etkilerini gergekte nasil ortaya ¢ikardii da tam
olarak anlasilamamugtir. Asagidaki mekanizmalar teorik olarak One siiriilmiigtiir (28) ;
a) Normal sinir iletiminin kesilmesi
b) Mitokondriyal disfonksiyon
c) Selliiler ve intraselliiler membran bozuklugu
d) Enzim aktivitelerinin engellenmesi

Normal sinir iletiminin kesilmesi; Beyin sap: isitsel uyanimis yamtlarmda orta
derecede hiperbilirubinemi diizeylerinde geri doniisti baz degigiklikler saptanmus olmast
nedeniyle sinir iletiminin bilirubin toksisitesinin erken donemdeki hedefi oldugu
distniilmiigtiir. Bilirubinin ndrotransmitter salmmmda olduk¢a Snemli olan enzimlerin
(6rnegin sinapsin I) fosforilasyonunu inhibe ettigi in vitro olarak gosterilmistir (4). Bilirubin
ayrica sinaptik transmisyonun bir belirleyicisi olan tirozinin alwmm inhibe eder ve sinaptik
transmisyon ile ilgili hiicrelerdeki iyon kanah resebtc’irﬁ olan N-metil-D-aspartatin
fonksiyonunu inhibe ederek bu hiirelerde membran potansiyel degisikliklerine neden olur.
Bdylece bilirubin néroeksitator sinyalleri etkileyerek sinir iletimini (6zellikle igitme sinirinde)
bozabilmektedir (27-30).

Mitokondriyal disfonksiyon; Uzun yillardir mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun
irreversibl bilirubin ensefalopati patogenezinin Snemli bir parcasi olduguna inamiimaktadir.
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Molekiiler mekanizmalar halen anlasiimamms .olsa bile bazt aragtirmacilar bilirubin asidin
fosfolipid membraniarda ¢6ktiglinii ve bunun mitokondriyal disfonksiyonla sonuclandifim
ileri siirmiiglerdir. Ancak baz aragtrmacilar da bilirubinin ¢esitli hiicre membranlan ile geri
doniigiimlii bilesikler olusturdugunu ve boylece neden kan degisimi veya bilirubin diizeyinin
hizia diigiiriilmesi ile bilirubin toksisitesine ait bazi klinkk bulgularm geri dondiigiiniin
agiklanabilecegini belirtmislerdir. Insan ve rat hiicre kiiltiirlerinde bilirubinin mitokondriyal
enzimleri inhibe ettidi, DNA sentezini engelleyebildigi, DNA iplikciklerinde kiriimay:
indiikledigi, protein sentezi ve fosforilasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (4,17,27). Ancak
molekiiler mekanizmalarm tam olarak aciklanabilmesi igin daha ileri ¢aligmalar
gerekmektedir.

Selliiler ve intraselliiler membran bozuklugu; Bilirubinin hem nérotransmisyonu
hem de mitokondriyal fonksiyonlarn bozan toksik etkiyi bilirubin asit seklinde hiicre
membraniarmdaki hidrojen, sodyum, potasyum gibi iyonlarm transportumu degistirerek
gerceklestirdigi ileri siiriilmiistir. Bunu destekleyecek bir Srnek, gegmiste bir kern ikterus
epidemisine yol agan benzil alkoliin membran akigkanlig: ile ilgili bir etkiye sahip oldugunun
bilinmesidir. Hiicresel ve mitokondriyal membranlar boyunca hidrojen iyon gradiyentinin
varhr mitokondriyal fonksiyonlarm kontroliinde ve sinapslardaki nérotransmitter salmminda
Onemli olabilir. Bilirubinin bilirubin asit formunda hiicrelere veya mitokondrilere baglanmasi
bolgesel hidrojen konsantrasyomu ile iliskili oldufu igin membranlarm hidrojen iyonu
gradiyentini saflama yetenegindeki herhangi bir degisiklik bilirubin toksisitesinde ¢ok Snemli
olabilir. (31). Bilirubinin ayrica renal hiicrelerdeki iyon degisimini ve su transportunu da
bozabilecegi goOsterilmis ve aym mekanizmanm kern ikterus ile iligkili bilirubin
ensefalopatisinde ortaya gikan ndronal sismeyi agiklayabilecegi belirtilmigtir (17).

Enzim aktivitelerinin engellenmesi; Intraselliiler bilirubin toksisitesini agiklamak
icin dordiincii hipotez, bilirubin asidin spesifik enzimlerdeki reseptdr bolgelerine
baglanabilme yeteneginin varh@idir, sonugta bu enzimler ¢ahsamaz duruma gelir ya da
aktiviteleri dnemli Sl¢tide azalr (4,15,28).

Bilirubinin bélgesel serebral metabolik etkilerini arastran bir ¢ahsmada immatiir
ratlarda artrms laktat diizeyleri ve azalmmg hiicresel glukoz diizeyleri ile bozulmus serebral
glukoz metabolizmasmm hiperbilirubinemi ile iliskili oldugu gdsterilmistir (17).

Tim bu hipotezlere ve galismalara karsin kern ikterus patogenezi ve 6zellikle diisiik bilirubin
konsantrasyonunda olusan santral sinir sistemi toksisitesinin gergek mekanizmasi halen tam

olarak anlaplamammstr. Bilirubin ensefalopatisi kan beyin bariyeri araciif: ile beyne giren
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serbest bilirubinin tehlikeli bir diizeyini ve duyarh sinir hiicrelerinin varhgm gerektiren
multifaktoriyel bir siirectir.

2.1.3.3. Hiicre Kiiltiiriinde Bilirubin Toksisitesi

Bilirubinin hiicresel hasar olugturmada multifaktdriyel role sahiptir. Bilirubine maruz
kalma enerji metabolizmasindaki degigiklikler ile; karbohidrat, amino asit ve lipid
metabolizmasi, membran fonksiyonundaki degisiklikler ile; membran potansiyelinde azalma,
enzimatik fonksiyonlarda degigiklikler, ve protein ve DNA sentezinin inhibisyonu ile
iliskilidir (4,5). Bu mekanizmalari ¢aliymak igin hiperozmolarite ile KBB’nin agilmas: (32) ve
konjenital olarak saribkh sicanlar (33) gibi in vivo modeller, veya sinaptozom preperasyonlari
(34), noral kaynakh hiicre serileri (35) ve gliail hiicre kiiltiirleri (36) gibi in vitro modeller
kullamilmustir.

Bilirubin sitotoksisitesi, astrositler (6) ve noronlarmda (7) igeren degisik hiicre
tiplerinde gosterilmistir (8). Bilirubin, noronlarm metabolizmasi, depolarizasyonu ve
transmitter fonksiyonlarn ile etkileserek viyabiliteyi etkileyebilmektedir (30,35,37). Ayrica
neden oldugu toksisite ile, hiicrelerde siglik, vakuol formasyonu, plasma membran
biitiinligiiniin bozulmasi, ve pigment birikimini izleyerek intraseliiler bilesiklerin salimmina
neden olmaktadir (38).

Hicre oOlimiine peden olan yollarm belirgin derecede heterojenitesine ragmen,
bilirubin toksisitesinde Gliim programmim sikhikla mitokondrial bozukluklarla iliskili oldugu
ileri siirtilmektedir. Bu durum; membran lipidlerinin nonspesifik hasar1 veya siklosporin A-
sensitif multiprotein  por kompleksinin acilmasim igeren mitokondrial membran
permeabilitesinin artmasi sonucu olabilmektedir (39).

Toksik situmulusun neden olacag: hiicre Sliimiine, yas gﬂ)'i adaptif cevaplarn rezistans
olusturabilecegi ileri siiriilmektedir. UCB’nin neden olacag toksisiteyi daha iyi anlayabilmek
icin néron ve astrosit hiicre killtiirleri, yasida g6z Oniinde bulundurarak hazirlandiginda
bilirubinin primer kiiltiirden 4-5 giin sonra immatiir ndronal hiicrelere ¢ok daha toksik oldugu
ve bu relatif rezistan farkhlifinn bilirubin toksisitesine mitokondrial diizeydeki protektif
mekanizmalarm neden oldugu ileri sirtlmektedir (40). “

Bilirubin rat astrosit ve ndronlarmmn primer kiiltiirlerinde apoptozisi indiikklemektedir.
Astrositler ile kargiastirildiginda, bilirubin toksisitesine néronlarin yatkinhg: daha fazladir.
Bu artmmg yatkinlik, glial hiicreler ile karsilastridigmmda, bilirubini aktif olarak uzaklagtirma
veya oksidize etme yeteneginin g¢ok daha disiik olmas: ile iligkili olabilir, Astrosit ve
noronlarm bilirubin ile 4 saatlik inkiibasyon periyodu nekroz ve apoptozis agisndan benzer
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Ozellikte iken, astrositler yiiksek bilirubin kon;antmsyonlanna uzun siire maruz kaldiklarinda,
goriilen esas hiicre 6liim formunun nekroz oldugu goriilmdagtir. (40,41).

Noronlarda bilirubin  toksisitesi, plazma membran biitiinliigiiniin bozulmasi,
intraseliiler biitiinliigii olusturan elemanlarin saimmi ve bundan dolayr hiicre 6liimii nekrozla
iligkili néronal fonksiyonlarm kaybi olarak tammilanmgtir. Buna karsilik bilirubinin, hiicre
fonksiyonlar1 i¢in Onemli degisik durumlan diizenledigi gosterilmistir; DNA ve protein
sentezinin inhibisyonu (42), ndrotransmiter sentez, sahmm ve geri almmmmn bozulmasi,
protein fosforilasyonunun inhibisyonu (43,44), olup bunlarm tlmii hicre Olimi ile
sonucianabilmektedir.

Beyin kapillerlerinin bariyer Gzellikleri astrositler tarafindan olusturulmaktadw. Bu
hiicreler hormonlar ve nutrientlerin beyne transportunda Snemli rol oynarlar. Bu nedenle
astrositler, KBB yetersizliinde bilirubin ile ilk temas eden hiicreler olabilir (45). Bilirubin
toksisitesinde astrositlerin rolii, experimental kernikterusta elektron mikroskopik ve
otoradyografik gahgmalar ile daha ileriye g6tiriilmiis, ve bu hiicrelerin bilirubinin kandan
néronlara esas tastyicist oldugunu ve bilirubinden hasar gérmiis néronlardan salinan atiklarm
temizlenmesini sagladiklarm ortaya koymustur (9).Bilirubin ensefalopatisinde astrositlerin
rolii bityilk oranda ihmal edilmistir. Astrositler, insanlarda beyin korteksindeki total hiicresel
volumiin yaklagik olarak ficte birini kapsar. Astrositlerin biyokimyasal 6zellikleri oldukca iyi
tanmmlanmugtir:  yitkksek metabolik aktiviteye sahiptirler, ekstraseliller arahktan néroaktif
bilesikleri temizlerler, ve beyinde tek veya en onemli glutamin sentez yeridir. Bu &zellikleri
nedeniyle, bilirubinin neden olacag: biyokimyasal hasarm g@sterilmesinde, astrosit kiiltiirii
diger modellere katk: saglar (45,46). Astrositlerin primer kiiltiirlerinde, morfolojik olarak,
bilirubinin neden oldugu hasar, diger mekanizmalar ile olugan hiicresel hasara benzer olup,
hiicresel ayrilma ve sitoplazmanm granulasyonu ve/veya koyulasmasiyla karakterizedir (45).
Astrositler bilirubin hasarma karg, aktif diga akim pompalarmm daba fazla ekspresyonu (47),
veya bilirubin detoksifikasyon kapasitesinin daha biiylik olmasi (41) sayesinde n6ronlara gére
¢ok daha dayamkhdir. Ayrica, bilirubinin toksik etkilerine karsi LDH temel almdiginda,
néronlardan LDH salimmmimn astrositlerden {i¢ kat fazla olmasi, néronlarm bilirubin nekrotik
olime karst duyarhhgmm daha fazla oldugunu gostermektedir (48). Immatiir astrositlerde
LDH salnmmmun, diferansiye astrositler ile kargilagtinidigmda daha yiiksek olmasi, bilirubine
kars1 daha duyarh oldugunu géstermektedir (45). Bu artmus duyarhbk, bilirubin
ensefalopatisine yenidoganlarin daha yatkin olmas ile korele olabilir.



22

Tiim bu bulgular ciddi hiperbilirubinemi swrasinda gelisen ensefalopatide astrositlerm
Oonemli role sahip oldugunu ve gelecekteki tedavi modalitelerinde astrositlerin potansiyel
hedef olacagim diistindiirmektedir.

2.1.3.4. Bilirubin Toksisitesini Etkileyen Faktorler ve Tedbirler

Hiperbilirubinemi ile iliskili nérotoksisiteye duyarlilif: arttran pek ¢ok faktdr vardir.
Bu nedenle basit olsa bile yalmzca total veya indirekt bilirubin konsantrasyonuna
dayandirlan tedavi kararlar1 risk faktorlerinin varhgmnda yeterli olmayacaktrr. Yiksek
bilirubin diizeyi varhgmda beyin hasan riskini artwran faktSrierin bilinmesi kimlerin nasil
tedavi edileceginin belirlenmesinde gok dnemlidir (Tablo 2).

Beyindeki bilirubin konsantrasyonu ve bilirubine maruz kalman siire bilirubinin
nérotoksik etkilerinin en Onemli belirleyicileridir. Ancak hemolizi olmayan bebeklerde
bilirubin diizeyi ile bilirubin ensefalopatisi arasindaki korelasyon zayiftir. Buradaki en Snemli
belirleyici bilirubin tiretim hizidsr.

Serum  bilirubin konsantrasyonu albiiminin bilirubin  baglanma bdlgelerinin
doyurulmasindan daha diisiik diizeylerde ise dlgiilen deger albiimine bagh olan ya da olmayan
dolagimdaki indirekt bilirubinin timiind yansitr. Ancak bu total serum bilirubin
konsantrasyonu doku yﬁkﬁm’i ya da total viicut yikiinii yansitmaz. Bu Snemli bir farktir,
¢inkii yiksek bilirubin {retim hizz bilirubinin dokulara daba hizh tagmmasiyla
sonuglanacaktir. Boylece yiiksek bilirubin {iretim hizi olan bebekler disik Gretim hizh
bebeklere gére biiyiik Slglide daha fazla doku bilirubin yikiine sahip olacaktir. Bilirubin
diizeyinin artiy lz1 kadar belirli diizeylere ulagildigindaki postnatal yas da Snemlidir. Ornegin
hayatm 48. saatinde 20 mg/dl diizeyindeki serum bilirubin konsantrasyonu yedinci giindeki
aym diizeyden farkh bir risk taswr. Serum bilirubin konsantrasyonu albiimin baglanma
bolgelerini doyuracak kadar arttiyinda ve total viicut yiikii dzellikle fazlaysa doku yiikii de
yiksek olacaktir ve serum bilirubininde olugacak ek arti, bu zamana dek hala korunmus
olabilen artrmg beyin gecis potansiyelini gosterecektir. Ancak doku yiikii diisitkse bilirubin
viicuita daha fazla depolanabilir ve bdylece beyin igin acil riskleri ortadan kaldirir. Artmus
bilirubin {iretimi olan bebeklerdeki yiiksek doku yiiki bu hastalarm neden aym bilirubin
diizeyinde ama diigiik bilirubin dretimli olanlara gdre beyin hasarma yatkin oldugunu
agiklayabilir. Hemoliz gibi artrmsg bilirubin dretimi olan bebeklerde total viicut yiikil ya da
doku yiikiiniin yiiksek olusu bu bebeklerde kan degigimi ya da fototerapi sonrast serum
bilirubin diizeylerinde neden daha belirgin bir rebound oldugunu da agiklayabilir. Bu nedenle
artomg bilirubin (Gretimli hastalarn tanmnlanmas1 ndrotoksisite riskinin belirlenmesinde ve
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uygulanacak tedavilerin planianmasinda olduk.(;a onemlidir. Bu gibi hastalan belirlemek i¢in
ckspiratuvar gaz analizi ile karbon monoksit 5[¢ﬁmleri ya da noninvaziv perkutan bilirubm
dlgiimlerinin yararh oldugu gésterilmistir (49).

Serum  bilirubin  konsantrasyonlar1  bilirubin  {iretimini, doku  bilirubin
konsantrasyonunu ve albumine bagh bilirubin konsantrasyonunu giivenilir olarak
yansitmadigy gibi fototerapi ile degisen bilirubinin konfiglirasyonlarim ve ekskrete edilebilen
fotoizomerleri de belirleyemez. Bu nedenle fototerapi ile tedavi edilenlerle edilmeyenlerin
serum bilirubin degerleri esit olarak diiglintilmemelidir (17).

Rh uygunsuziugu olan bebeklerde 20 mg/dlI’den daha yiiksek serum bilirubin
konsantrasyonlari genellikle k&tii prognozu gosterirken (18,20), 25 hatta daha yliksek
konsantrasyonlu bazi bebekler normaldir (20). Kern ikterus Rh uygunsuziugu olan
bebeklerde; serum bilirubin konsantrasyonu 19-24 mg/dl olan bebeklerin %8’inde, 25-29
mg/dl olan bebeklerin %33’iinde, 30-40 mg/dl olan bebeklerin %73’linde saptanmustir (50)

Albumin bir molar oranma kadar ya da gramu bagma maksimum 8.2 mg bilirubin
baglayabilir. Béylece serum albiimin konsantrasyonu 3 g/dl olan bir bebek yaklagik 25 mg/dl
albiimine bagh serum bilirubin konsantrasyonuna sahip olacaktir. Eger serum albiimin
konsantrasyonu diigiikse bilirubin baglanmas: tehlikeye girer ve kern ikterus riski artar. 1950’
lerde preterm bebeklerin sulfisoksazol ile tedavisi bilirubini albiminden aywrdig1 ve bdylece
beyne girigini kolaylagtirdig igin- kern ikterus riskini arttirnmstir. 1970’lerde normal serum
fizyolojikler ig¢ine koruyucu olarak konulan benzil alkol de benzer mekanizmalarla kern
ikterus riskini arttwmms olabilir (51). Beyinde bilirubinin nérotoksik etkilerine duyarhhk hicre
tipine, beyin matiiritesine ve beyin metabolizmasma gore degisir.

Enfeksiyon, asidoz, hiperoksi, sepsis, prematiirite ve hiperozmolarite gibi kan-beyin
bariyerini degistiren durumlar bilirubinin beyne girisini etkileyebilir. Beyinde diisuk pH
varh@ bilirubinin presipitasyonunu ve toksik etkilerini arttrr (16,23,52). Bu nedenle alkali
durumlarda bilirubin daha ¢5ziiniir oldugundan beyin pH’> smn arttirilmasmn ensefalopatinin
Onlenmesine yardim edebilecegi  belirtilmektedir. Hiperbilirubinemili maymunlarda
respiratuvar  asidozun diizeltilmesi igitsel uyarilmmg potansiyellerdeki anormalliklerin
tamamen geri dOnmesi ile - sonuglanmistr (53). Son yillarda ciddi hiperbilirubinemili
yenidogan bebeklerde bikarbonat inflizyonu ile yada pH’ y1 arttiracak ventilator tekniklerinin
kullamimasiyla ~ saglanacak orta derecede alkalinizasyon (pH:7.45-7.55) bilirubin
ensefalopatisinin dnlenmesinde bir yontem olarak Snerilmeye baglanmgtir (17).

Ayrica farkhilagmas: siiren néronlar 6zellikle bilirubin toksisitesine daha duyarhdir, bu
da prematiirite bebeklerin bilirubin ensefalopatisine yatkmbgmnm bir diger nedenidir (54).



Tablo 2. Bilirubin ndrotoksisitesine duyarhhifn arttiran faktorler

a Asfiksi
Q Septisemi

a Asidozis

a Digsiik gestasyonel yas o Hipertermi
a Digik dogum agirli$n o Hipoalbtiminemi
o Kalorik deprivasyon Q Agm hemoliz
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. BILIRUBIN SOLUSYONUNUN HAZIRLANMASI

Astrosit kiiltlirlerine eklenen indirek hiperbilirubinemili hasta serumlarmda indirekt
bilirubin konsantrasyonu spektrofotometrik ydntemle &lgiildd.

Hasta serum Orneklerinin bir boliimii astrosit kiiltlirlerine eklenmeden Gnce 56°C
sicaklia ayarlanmms su banyosunda 30 dakika siireyle tutularak inaktive edildi. Bu iglemden
amag bilirubine bagh sitotoksisiteye ek olarak komplemana bagh olusabilecek sitotoksisiteyi
Snlemek i¢in serum kompleman proteinlerinin inaktive edilmesidir. Kompleman proteinlerine
bagh sitotoksisite olugup olmadiim aragtrmak amaciyla da serum omeklerinin geriye kalan
boliimleri inaktive edilmeden astrosit kiiltiirlerine eklenmistir. Inaktive edilen ve edilmeyen
hasta serum O&rnekleri astrosit kiiltiirlerine eklenirken istenilen bilirubin final konsantrasyon
degerlerini elde etmek i¢in kiiltiir ortamiyla sulandirild.

Kiiltir ortamma indirek hiperbilirubinemili hastalarm serumlarmin yamsira asagidaki
sekilde hazirlanan bilirubin soliisyonlan1 da eklendi; 20mM bilirubin stok soliisyonu (Sigma
Chemical Co.) bilirubin 0.1 N NaOH ile ¢dzilerek hazirlandi ve astrosit kiiltiirlerine
eklenirken Dulbecco’s Minimal Essential Medium/F12 (DMEM/F12) kiiltiir ortamu
kullamiarak sulandiridi. Bilirubin stok soliisyonu +4°C’de ve karanhk bir ortamda
saklanabilmektedir. Deneyler swasinda stok sollisyondan istenilen bilirubin final
konsantrasyon degerlerini elde etmek igin kiiltir ortamuyla ileri sulandirma yapild: (45).

3.2. ASTROSIT KULTURUNUN HAZIRLANMASI

Fare serebral kortikal astrositlerinin primer kiiltiirlerinin preperasyonu, yenidogan
BALB/c farelerden literatiirde tamimlandigr sekilde hazirlandi (Sekil 1) (13). Deneyler igin tek
bir anneden dogan yavrular kullamidi. Beyin dokular: hafif eter anestezisi altmda ve steril
kosullarda ¢ikarildi. Beyin dokusu mekanik olarak dissosiye edilerek steril naylon elekten
gecirildi ve hiicre slispansiyonu hazirlandi. Hiicre siispansiyonu polilizin kaph kiiltiir
kaplarina kiiltiir ortamu (DMEM/F12) iginde ekilerek mikst glia kiiltiirii hazirlandi. Kiiltiirler
37°C sicakliga ayarlanmug ve % 5 karbondioksid iceren karbondioksid enkiibatoriinde tutuldu.
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Kiiltiirler Gi¢ giinde bir taze kiiltiir ortamlyla‘ beslenerek geligimleri faz kontrast mikroskop
altmda incelendi. Kiltiirler sikigik duruma geldiginde sallama (shaking) yontemiyle astroglial
hiicreler oligodendroglial ve mikroglial hiicrelerden ayrild: ve kiiltiirler saf astrosit kiilttirleri
olarak siirdiiriildi. Bu amacla shaker aygitma konulan kiiltiirlere 37°C sicakbkta, 100 rpm
devirde 24 saat siireyle shaking iglemi uygulandi Bu siirenin sonunda kiiltiir kabmm
tabanindan aynlarak yiizer duruma gegen oligodendroglial ve mikroghial hiicreler toplanarak
geriye astrositer hiicreler birakildi. Astrosit kiltiirleri kiiltlirler sikiiga yakm duruma
geldiginde 1:4 oraninda pasajlanarak siirdiirtildii. Pasaj iglemi sirasinda hiicreler tripsit/EDTA
solisyonuyla killtiir kabmdan aynidi Tripsi/EDTA’nin etkisini sonlandrmak amaciyla
serumlu ortam eklendikten sonra toplanan hiicreler 200 g devirde, 5 dakika siireyle santrifiij
edildi. Santriiflij iglemi sonrasmda siipernatant atildi ve hiicre ¢okeltisi kiiltiir ortammyla
resiispende edilerek yeni kiiltfir kaplarna ekim yapilds. In vitro deneylerde degisik pasajlara
ait astrosit kiiltiirleri kullamid.

Mikst glia kiiltiird

l é shaking
'j) mikroglia
l v shaking
‘ F“ oligodendrasit
o 1

elekten’

astrosit

Sekil 1. Astrosit kiiltlr{inin hazirlanmasi
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.



3.3. IMMUNFLORESAN BOYAMA

Astrosit kiiitlirlerinin saflik derecesinin belirlenmesi amaciyla aymi pasajdan poli-D-lizin ile

kaplanmig ve 35 mm’lik petri kiiltiir kaplan i¢inde bulunan lameller {izerine de ekim yapild.
Ekimin ertesi giinii bu kiiltiirlerde anti-Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) immiinfloresan
boyamasi yapilarak astrosit kiiltiirlerinin saflif1 aragtiridi. GFAP astrositlerin sitoplazmasinda
bulunan ve astrositlere spesifik olan sitoplazmik bir antijendir.

Immiinfloresan boyama i¢in su malzemeler kullanild: :

Fiksatif : Fiksatif olarak - 20°C sicakhkta sogutulan metanol kullamidi.

Fosfath tampon soliisyonu (PBS)

% 1 fetal dana serumu iceren PBS

Anti-GFAP monoklonal antikoru

Fluorescein isothiocyanate (FITC) ya da Texas Red (TR) florokromu ile konjuge anti-
fare Ig sekonder antikorlan

Entellan

Anti-fade

4’,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) anti-fade

Immiinfloresan boyama iglemi su basamakiar izlenerek gergeklestirildi :

Petri kaplarindaki kiiltiir ortamm g¢ekildikten sonra lameller serumsuz PBS ile birkac
kez yikand.

Fiksasyon igin petri kaplarma metanol eklendi. Hiicreler metanol ile fiksasyon
isleminde - 20°C sicaklikta 10 dakika

Enkiibasyon isleminin sonunda metanol uzaklagtimidiktan sonra lameller serum igeren
PBS ile iki kez yikand.

Lamellerin Gizerine 10 pl hacimde anti-GFAP primer antikor soliisyonu eklenerek
parafilm tabakasi kapatildi. Hiicreler primer antikor soliisyonuyla oda sicakliginda ve
nemli ortamda 30 dk enkiibe edildi.

Primer antikorla enkiibasyon igleminin ardindan antikor soliisyonu uzaklastirid: ve
lameller serum igeren PBS ile iki kez yikand1.

Lamellere FITC ya da TR florokromu ile konjuge sekonder antikor soliisyonu eklendi,
parafilm kapatild: ve oda sicakligmda 30 dk stireyle enkiibe edildi.
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e Enkiibasyon siiresinin sonunda sekor;der antikor soliisyonu uzaklastinldiktan sonra
lameller tekrar serum i¢eren PBS ile iki kez yikand.

e Lameller, iizerine 1-2 damla Entellan konulan lamlara yapistmidi

e Lamellerin iizerine 10 ul hacimde anti-fade konularak bir lamel ile Ortiildi. Bazi
boyama islemlerinde anti-fade yerine DAPI nukleus boyasmu igeren DAPI-anti-fade
konularak hiicre gekirdekleri de goriiniir duruma getirildi.

e Lamlar immiinfloresan mikroskop incelemesi yapilana kadar karanlik ve soguk bir
ortamda tutuldu.

3.4. ANTi-ssDNA ANTIKORUYLA IMMUNFLORESAN BOYAMA YONTEMI ILE
APOPTOTIK HUCRE OLUMUNUN SAPTANMASI

Bu yontemin ilkesi apoptotik hiicrelerdeki DNA’nm siyla denaturasyona duyarhhgmn
artiyina dayanmaktadir. Bu yontemde DNA, formamidin varhgmnda siyla denature edilmekte
ve ssDNA’ya spesifik monoklonal F7-26 antikoruyla boyanmaktadir. Bu iglem spesifik olarak
apoptotik hiicrelerin kondanse kromatinini boyamaktadir. Kondanse kromatin apoptotik hiicre
Oliimiiniin kesin bir g&stergesi oldugu igin (55) kondanse kromatinin anti-ssDNA antikoruyla
histokimyasal olarak gosterilmesi apoptotik hiicrelerin spesifik olarak tanmmasim
saflamaktadir. Yontemin spesifiklifi apoptotik hiicrelerin kondanse kromatininde DNA’nn
istyla  depaturasyona  duyarlihfmm  yiikksek olmasmdan kaynaklanmaktadr (56,57).
Formamidin varligmda 56 ya da 75°C sicakliga kadar isitmayla yalmizea apoptotik
¢ekirdeklerdeki DNA anti-ssDNA’ya spesifik F7-26 antikoruyla saptanabilmektedir (58).

Formamid apoptotik hiicrelerde DNA denatuasyonunu indiiklemekte ve apoptozs
bulunmadigmda tek ya da ¢ift sarmal DNA kiklan olan DNA’mm stabilitesini
etkilememektedir. Sonug olarak bu ydntemin kullamimas: spesifik olarak yalmzca apoptotik
hiicrelerin boyanmasm saglamakta ve apoptozu nekrozdan kesin olarak ayrmaktadir.
Yo6ntemin DNA kinklarmdan bagmmsiz olmas: 6nemlidir, ¢iinkii ¢ift sarmal DNA kmnklarm
saptayan TUNEL gibi yontemler apoptoz igin spesifik degildir (56,59). Gergekten de fi¢ ayn
nekrotik hiicre 6liimii modelinde nekrotik hiicrelerin TUNEL ile parlak boyandig: fakat anti-
ssDNA F7-26 antikoruyla boyanma olmadi: bildirilmistir (58). Su bulgular apoptotik
cekirdeklerdeki formamidin varhgmnda olan selektif denaturasyonunun DNA kirklarryla ilgili
olmadifim gstermektedir :
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e Cift sarmal DNA kiriklariin fazla oldugu nekrotik hiicreler TUNEL ile pozitif
boyanmakta fakat anti-ssDNA F7-26 antikoru ile boyanmamaktadir.

¢ DNA fragmantasyonunun ¢ok diisiik diizeyde ve yiiksek diizeyde bulundugu apoptotik
hiicreler anti-ssDNA F7-26 antikoruyla benzer yogunlukta boyanmaktadir.

e Oksijen radikalleri ile indiiklenen tek sarmal DNA kiriklarmm bulundugu gekirdekler
formamid ile sitma islemi sonrasmmda anti-ssDNA antikoruyla boyanmamaktadir.
Ancak alkali maddelerle denaturasyon sonrasi bu ¢ekirdekler bu antikorla
boyanmaktadir (58).

Bu veriler apoptotik hiicrelerde formamidin varhginda olan DNA denaturasyonunun,
DNA kinklarindan bagimsiz olarak kondansasyon ile birlikte olan kromatin degisiklikleri ile
indiiklendigini g6stermektedir. Histonlarm DNA’y1 1siyla denaturasyona karsi stabilize ettigi
bilindigi i¢in, apoptotik ¢ekirdeklerin kondanse kromatinindeki DNA-histon etkilegimi
degisiklikleri DNA’nin isiyla denaturasyona duyarhhfmm artmasmndan sorumiu olabilir.
Gergekten de apoptoz smasinda histonlar dijesyona ugramakta (60,61) ve DNA kinklarmm
ortaya ¢ikmasindan 6nce histonlarm immunoreaktivitesi ve ekstraktibilitesi artmaktadir (62).
Bu y6ntemde kullamilan anti-ssDNA F7-26 monoklonal antikoru dana timus ssDNA’smna
kargi olugturulmustur ve fare apoptotik hiicrelerine reaktivite gostermesi temelinde secilmigtir.
Bu antikor spesifik olarak deoksisistidin ile etkilesmektedir ve ssDNA’ya baglanmasi igin
sSDNA en az 25-30 bazhk uzunlukta olmas: gerekmektedir (63). F7-26 monoklonal antikoru
tire spesifik degildir ve degisik canh tiirlerinde apoptotik hiicrelerin saptanmasi igin
kullamlabilir. Bu antikor fare, rat ve insan hiicrelerinde test edilmigtir.

3.5. FLORESAN MIiKROSKOBIi INCELEMESI iCIN HUCRE
SUSPANSIYONLARININ BOYANMASI:

Ydatem su basamaklar izlenerek uygulanmaktadir :

e Alt1 hokkahk ve daha Onceden 10ug/ml konsantrasyonda poli-D-lizin maddesiyle
kaplanmug steril kiiltiir kaplarma Astrosit hiicreleri 1x10° /hokka/2ml kiiltiir ortamm
yogunlugunda ekildi. ’

e Kiiltir ortamm olarak %] oranmda L-glutamin, 100U/ml penisilin ve 100w/ml
streptomisin iceren DMEM/F12 (Biochrom KG, Almanya) ortamn kullanildi Ekim
sonrast kiiltiirler %5 karbondioksitli nemli hava iceren enkiibat6re konuldu.
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Ekimden 24 saat sonra kiiltiirlerin orta.ml cekilerek serumsuz kiiltlir ortam: ya da % 1
orannda G5 astrosit ortamm iceren serumsuz Kkiltlir ortamu eklendi. Bilirubin
deneylerinde serumsuz kiiltiir ortamn kullamlmasmin amaci serumun igindeki
albuminin  bilirubini baglamasim Onlemektir. Astrosit kiltiirlerine  degisik
konsantrasyonlarda (1-1000 pM) bilirubin ya da 2.5- 12.5 uM bilirubin iceren hasta
serumu eklenerek enkiibasyona devam edildi
96 saat sonra hiicreler tripsin ile kiiltiir plaklarmdan kaldinlarak santrifiij tiiplerine
aktanldi ve fosfath tampon soliisyonu (phosphated buffered soliisyon; PBS) ile
yikandi,
Hiicre siispansiyonlart oda sicakhigmda 5 dakika siireyle ve 1200 rpm hizda santrifiij
edildi.
Sanrifiij sonrasi slipernatant atilarak hiicre pelletleri 1ml soguk PBS ile resiispende
edildi.
Hiicre siispansiyonlar1 vortekste karistnhrken yavasca 6ml soguk (-20°C sicakhkta)
metanol eklendi. Bu ornekler metanol iginde 16 saat siireyle ve -20°C sicaklikta
tutularak fikse edildi.
Ertesi giin hiicre siispansiyonlar1 santrifiij edilecek ve siipernatant uzaklastmrilarak
pellet 0.25ml bacminde ve distile su ile sulandinlan %50’lik formamid (Sigma,
Almanya) ile resiispanse edilerek, 6rnekler oda sicakhiinda 5 dakika tutuldu.
Tipler daha sonra 75°C sicakhga getirilmis su banyosunda 10 dakika tutuldu.
Bu 1s1tma igleminden sonra tiipler hemen oda sicakhndaki su banyosuna konuldu.
Formamid igeren tiiplere 2ml %3°lik yag icermeyen ve distile su ile ¢oziilmiis ve PBS
ile sulandinimg siit tozu (Nestle, isvigre) eklendi. Vortekste kanstirilan 6rnekler 15
dakika siireyle oda sicakhginda tutuldu. Bu iglem non-spesifik boyanmay: nlemek
i¢in yapiimaktadir.
Ornekler tekrar santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastmlarak ve pellet
100pV/6rnek hacimde F7-26 (Apostain) antikoruyla (Alexis Biochemicals, Almanya)
resiispende edildi (final antikor konsantrasyomu 10pg/ml olmaktadw). 15 dakika
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e Enkiibasyon islemi sonunda Grneklere .1 ml PBS eklenecektir. Santriflij asamasindan
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3.6. HOCRE OLUMUNUN DEGERLENDIRILMESINDE LDH YONTEMI

LDH Yontemi : Hiicre Olimiiniin degerlendiriimesinde duyarhbig: fazla olan,
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degerlendiriciye fazla degiskenlik gosteren sonuglar vermektedir. Ayrica morfolojik bilgiye
bagimh olan bu testlerde OGlerek kiltlir kabmm tabamindan aynlan adheran hiicreler
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¢ YoOntem radyoaktif izotoplarm kullamm;m gerektirmemektedir.

e Elde ediden sonuglar lizise ugrayan hiicre saymsiyla giiglii bir korelasyon
gOstermektedir.

e ELISA plagmm kullamimasi ¢ok sayida drnegin analizinin aym anda yapiabilmesini
saglamaktadir.

e Yontemin uygulanma siiresi yarim saati agmamaktadir.

¢ Toplanan drnekler -20°C’de aylarca stabil kalabilmektedir.

o LDH testi hiicre membram hasarinin giivenilir bir gostergesidir. Clinkti LDH enzimi
hiicre i¢inde yiiksek aktivite gostermekte, ekstraseliiler ortamda stabil kalabilmekte ve
saglam hiicreler tarafindan ya ahlnmamakta ya da ¢ok az oranda alinmaktadir.

LDH Kitinin icerigi
LDH aktivitesinin Ol¢iimii i¢in kullanilan ticari kitin (Roche) icinde su maddeler
bulunmaktadar:

1. Katalist/Diaforoz/NAD+ karsum

2. [ladotetrazolium klorid ve sodyum laktat igeren boya soliisyonu

Ydntemin ilkesi

Kiiltiirde hiicrelerin 5limii ya da plazma membranmin hasara ugramasi bu hiicrelerden
LDH agiga ¢ikmasma bagh olarak kiiltiir siipernatinda LDH enzim aktivitesinin artigma yol
agmaktadr. Bu yontemde LDH aktivitesi enzimatik olarak degerlendirilmektedir. Ilk
basamakta LDH laktati piruvata g¢evirmektedir. Bu donisimle NAD', NADH/H"’ya
indirgenmektedir. Ikinci basamakta katalist madde (diaforoz) NADH/H" dan H/ H'
tetrazolium tuzu olan iadotetrazolium kloride transfer etmekte ve bu madde de formazana
indirgenmektedir. Siipernatanttaki LDH aktivitesi artisn belli bir zaman diliminde
olusanformazan miktarryla dogrudan koreledir. Bu nedenle ydntemde olugan rengin koyulugu
lizise ugrayan hiicre sayisi ile dogrudan orantihdir. Formazan boyas: suda ¢Sziiniir bir
maddedir ve 500nm dalga boyunda maksimuma ulasan genis bir absorpsiyon gdstermektedir.
Ysa tetrazolium tuzu olan iadotetrazolium klorid bu dalga boylarmda dnemli bir absorpsiyon
gostermemektedir.
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Testin Uygulanmasi

Farkl: hiicre tipleri farkhi miktarlarda LDH igerebildikleri igin spesifik bir hiicre tipi
icin kullamlmasi gereken optimum hiicre konsantrasyonunun 6n deneylerle belirlenmesi
gerekmektedir. Bu hiicre konsantrasyonu genellikle disiik kontrol O&rneklerinin (hiicre
Olimiine ve lizise yol a¢tif1 bilinen test maddesiyle kargilastriimayan hiicrelerden spontan
LDH salmim) absorbansiyla yiiksek kontrol rneklerinin (belli bir siire enkiibasyon sonunda
hiicrelerin tamaminda Sliime yol a¢tig1 bilinen Triton-X ya da ionomisin gibi bir madde ile
kargilastinlan hiicrelerden LDH salmim ya da bir baska deyisle maksimal LDH salinimm)
absorbansi arasindaki farkn maksimuma ulagtifit hiicre konsantrasyonudur. Astroglial
hiicreler i¢in bu optimum hiicre konsantrasyonu belirlendikten sonra esas toksisite deneylerine
gecildi. Bu deneylerde astrositler 24 hokkal polilizin kaph kiiltiir plaklarma 1ml kiiltiir
ortamy/ hokka hacimde ve optimum konsantrasyonda ekildi, ardmdan degisik
konsantrasyonlarda bilirubin eklendi. 96 saatlik enkiibasyon siiresinin her 24 saatinde her
hokkadan 50 ul Srnek LDH testi i¢in alind1 ve 96 hokkah U tabanh plaklara aktanid. Total
LDH salinmm igin kullanilacak kontrol hokkalarma baglangicta % 1 Triton X100 soliisyonu
eklenecektir. Bilirubin eklenmeyen hokkalar negatif kontrol olarak kullamidi Ornekler 96
hokkalik plaklara aktariidiktan sonra LDH kitinin boya ve enzim soliisyonlarindan reaksiyon
kangim hazirlandi ve bu karigimdan her hokkaya 50 pl eklendi. Absorbans dlgiimii Merkez
Laboratuvarinda bulunan ELISA plak okuyucusunda yapildi. Olgiim icin 492 nm ve referans
olarak 620 nm kullamldi. Absorbans degerleri elde edildikten sonra sitotoksisite yiizdesi
asagidaki formiile gore her hokka icin hesapland.

Sitotoksisite (%) = [Deney absorbans degeri - Negatif kontrol degeri (bazal LDH
salmimi) / Total LDH sahmmimna ait absorbans degeri — Negatif kontrol degeri] x 100

3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Astrosit kiiltiirlinde, bilirubinin doza ve zamana bagh yaratacag: nekroz ve apoptozisin
degerlendirilmesinde Multivaryant Regresyon Analizi uygulandi.
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LDH salmim) absorbansiyla yiiksek kontrol rneklerinin (belli bir siire enkiibasyon sonunda
hiicrelerin tamaminda Sliime yol a¢tig1 bilinen Triton-X ya da ionomisin gibi bir madde ile
kargilastinlan hiicrelerden LDH salmim ya da bir baska deyisle maksimal LDH salininm)
absorbansi arasindaki farkn maksimuma ulagtifi hiicre konsantrasyonudur. Astroglial
hticreler i¢in bu optimum hiicre konsantrasyonu belirlendikten sonra esas toksisite deneylerine
gecildi. Bu deneylerde astrositler 24 hokkal polilizin kaph kiiltiir plaklarma 1ml kiiltiir
ortamy/ hokka hacimde ve optimum konsantrasyonda ekildi, ardmdan degisik
konsantrasyonlarda bilirubin eklendi. 96 saatlik enkiibasyon siiresinin her 24 saatinde her
hokkadan 50 pul Srnek LDH testi igin alind1 ve 96 hokkal U tabanh plaklara aktanide Total
LDH salnmm igin kullanilacak kontrol hokkalarma baglangigta % 1 Triton X100 soliisyonu
eklenecektir. Bilirubin eklenmeyen hokkalar negatif kontrol olarak kullamidi Ornekler 96
hokkalik plaklara aktanidiktan sonra LDH kitinin boya ve enzim soliisyonlarindan reaksiyon
kangim hazirland: ve bu karigimdan her hokkaya 50 pl eklendi. Absorbans Slgiimii Merkez
Laboratuvarinda bulunan ELISA plak okuyucusunda yapildi. Olgiim icin 492 nm ve referans
olarak 620 nm kullanildi. Absorbans degerleri elde edildikten sonra sitotoksisite yiizdesi
asagidaki formiile gore her hokka i¢in hesaplandi

Sitotoksisite (%) = [Deney absorbans degeri - Negatif kontrol degeri (bazal LDH
salmimi) / Total LDH sahmmima ait absorbans degeri — Negatif kontrol degeri] x 100

3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Astrosit kiiltiirlinde, bilirubinin doza ve zamana bagh yaratacag: nekroz ve apoptozisin
degerlendirilmesinde Multivaryant Regresyon Analizi uygulands.
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Hiperbilirubineminin neden oldugu ensefalopati, iyi tanunlanmig bir antite olmasina
ragmen, bilirubin ndrotoksisitesinin altta yatan ana mekanizmasim anlamak, olduk¢a giig
olmaktadir (4,5). Bilirubinin neden oldugu sitotoksisite astrositler (6) ve noéronlan da (7)
iceren degisik hiicre tiplerinde gosterilmistir (8). Eksperimental kernikterusta, elektron
mikroskopik ve otoradyografik ¢aligmalar, kandan néronlara bilirubinin ana tasryicismn
astrositler oldugunu gostermistir (9). Astrositlerin, beyindeki en ¢ok fonksiyon géren
hiicrelerden biri oldugu (10), enerji homeostazisini diizenledigi (11), KBB’nin biitiinliigiinii
sagladign ve fagositik, immun ve detoksifikasyon fonksiyonlarma sahip oldugu yakm
zamanda gosterilmigtir (12).

Astrositlerin primer kiltiiril ile yapian cabgmalarm degisik avantajlarinin olmasi
nedeniyle, bu ¢ahsmada bilirubin toksisitesini ¢aligmak amactyla astrositlerin primer
kiltiirtinii  sectik. Astrositler, biyokimyasal ve morfolojik &zellikleri ile in vivo bulunan
normal diploid hiicrelere benzerler. Astrositler in vitro kiiltiir ortaminda yiiksek derecede
cogalma Ozelliklerint korumaktadiwr. Difer hiicre tipleri ve sistemik faktdrler ile olan
etkilegimlerinin elimine edilebilir olmasi nedeniyle astrosit kiiltiirii basit bir sistemdir (13).
Astrositler, bu Ozellikleri nedeniyle bilirubinin neden olacagi primer hasarin ve
mekanizmalarmin ortaya konulmasina olanak saglayabilir.

Beyin kapillerlerinin bariyer zellikleri astrositler tarafindan olusturulmaktadir. Bu
hiicreler hormonlar ve nutrientlerin beyne transportunda onemli rol oynarlar. Bu nedenle
astrositler, KBB yetersizliginde bilirubin ile ik temas eden hiicreler olabilir (45). Bilirubin
toksisitesinde astrositlerin rolii, eksperimental kernikterusta elektron mikroskopik ve
otoradyografik caligmalar ile daha ileriye gétiiriilmiis, ve bu hiicrelerin bilirubinin kandan
ndronlara esas tagtyicisi oldugunu ve bilirubinden hasar gérmiis ndronlardan sahnan atiklarm
temizlenmesini sagladiklarim ortaya koymustur (9). Bilirubin ensefalopatisinde astrositlerin
rolii bilyiik oranda ihmal edilmigtir. Astrositler, insanlarda beyin korteksindeki total hiicresel
volumiin yaklagik olarak iigte birini kapsar. Astrositlerin biyokimyasal 6zellikleri oldukga iyi
tammlanmugtir: yiiksek metabolik aktiviteye sahiptirler, ekstraseliiler arahktan noroaktif
bilesikleri temizlerler, ve beyinde tek veya en Onemli glutamin sentez yeridir. Bu &zellikleri
nedeniyle, bilirubinin neden olacaf biyokimyasal hasarm gosterilmesinde, astrosit kiiltiirii
diger modellere katki saglar (45,46). Astrositlerin primer kiiltiirlerinde, morfolojik olarak,
bilirubinin neden oldugu hasar, diger mekanizmalar ile olugan hiicresel hasara benzer olup,
hiicresel ayrilma ve sitoplazmamin granulasyonu ve/veya koyulagmasiyla karakterizedir (45).
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Astrositler bilirubin hasarma karsi, aktif diga a;ﬂm pompalarmin daha fazla ekspresyonu (47),
veya bilirubin detoksifikasyon kapasitesinin daha biiyiik olmasi (41) sayesinde néronlara gére
¢ok daha dayamkhdir. Ayrica, bilirubinin toksik etkilerine karst LDH temel alindigmda,
ndronlardan LDH salimmmnm astrositlerden ti¢ kat fazla olmasi, néronlarin bilirubin nekrotik
olime karsi duyarbhgmm daha fazla oldugunu géstermektedir (48). Immatiir astrositlerde
LDH sabmmmun, diferansiye astrositler ile karsilastinldiginda daha yiiksek olmasi, bilirubine
karsi dabha duyarh oldugunu g&stermektedir (45). Bu artrms duyarhlik, bilirubin
ensefalopatisine yenidoganlarin daha yatkin olmas: ile korele olabilir.

Yukanda s6zii edilen tiim bu bulgular ciddi hiperbilirubinemi swasinda geligen
ensefalopatide astrositlerin 6nemli role sahip oldugunu ve gelecekteki tedavi modalitelerinde
astrositlerin potansiyel hedef olacagm diigindirmektedir. Bu nedenle bu ¢ahsmada
bilirubinin sitotoksik etkilerini degerlendirmek icin fare primer astrosit kiiltiirti se¢ilmistir.
Ancak daha onceki smirh sayida ¢aligmadan farkh olarak ilk kez bu caliymada bilirubin
toksisitesi olugturmak igin bilirubin stok soliisyonlarmm yammnda, isiyla inaktive edilmisg
sanihkli yenidogan hastalarm serumiann da kullamldi. Bu yaklagimm avantaji indirekt
hiperbilirubinemili hasta serumlarmn bilirubin yansira bagka soluble ve istya direncli toksik
faktorier aracibgryla da sitotoksisiteye yol a¢ip agmadigim g6stermesidir. Gergekten de LDH
testinin sonuglan indirekt hiperbilirubinemili hasta serumunun ¢ok daba diigik bilirubin
konsantrasyonlarinda  kitltir ortamma dogrudan cklenen bilirubinden daha fazla
sitotoksisiteye yol a¢tigm isaret etmektedir (Sekil 3-6). Isiyla inaktive edilmis hasta serumu
drneklerinde bu ek soluble faktorierin kompleman proteinleri olmasi olasi degildir. Ciinkii
serumun 1siyla muamelesi komplemam inaktive etmektedir. Sekil 5°de de goriildigia gibi
styla inaktive edilmemis kontrol hasta serumu inaktive edilmis serum &megine gbre daha
fazla sitotoksisiteye yol aqmaktadﬁ ve bu komplemana baghdir. Indirekt hiperblirubinemili
hasta serumunun igerdifi, kompleman ve bilirubin dig1 1siya direngli olas1 toksik faktorier
timor nekrozis faktSr alfa, interferon gamma gibi pro-inflamatuvar sitokinler ya da heniiz
tammlanmamus gliotoksik ve norotoksik faktérler olabilir. Benzeri gliotoksik faktorler mulitipl
skleroz, Parkinson hastalif1 gibi néroinflamatuvar ve nérodejeneratif hastalifi olan hastalarmn
beyin-omurilik sivisi, serum ve idrar 6rneklerinde saptanmx}'txr (64-67).

Hiperbilirubinemideki ¢abgmamzin sonuglariyla da varh@ desteklenen, bilirubin disi
olasi toksik soluble serum faktSrlerinin dogasmin belirlenmesi daha ileri ¢ahgmalarin
konusudur.

Bu tez ¢aliymasinda anti-GFAP immiinfloresan boyamasiyla gosterildigi gibi fare
primer astrosit kiiltlirlerinin safli1 deneyler siiresince % 95’den agad1 diigmemigtir (Sekil 2).



Primer astrosit kiiltiirlerinin safligy icerebiiecekleri néronal ve diger glial hiicrelerin
(mikroglial ve oligodendroglial hiicreler) blhrubm sitotoksisitesi deneylerinin sonuglarim
etkileyebilmesi agisindan onemlidir. Omnegin ndronal hiicrelerin  bilirubin toksisitesine
astrositlerden daha diyarh oldugu bildirilmigtir (41). Bu ¢alismada ndronal hiicrelere spesifik
kiiltir ortarm kullamimadig1 i¢in ve néronal hiicreler proliferasyon gostermedigi igin mikst
glia kiltiirlerinde ekimden sonraki birka¢ giinde néronal hiicre kalmamaktadir. Ayrica astrosit
kiiltiirlerinin ileri pasajlan (10 ve daha sonrasi) kullamldigi i¢in bu Kkiiltlirlerin néronal
hiicreler icermesi olasihfi bulunmamaktadw. Primer astrosit kiltiirlerinin  saflig1
icerebilecekleri diger glial hiicrelerin (mikroglial ve oligodendroglial hiicreler) bilirubin
sitotoksisitesi deneylerinin sonuglarm etkileyebilmesi agisindan da Snemlidir. Bugiine kadar
bilirubinin oligodendroglial ya da mikroglial hiicreler tzerine toksik etkisi konusunda bir
cahsma bildirilmemigtir. Bilirubinin bu glia hiicre tipleri iizerine olas1 toksik etkisi
gelecekteki cahgmalarm konusudur. Bilirubinin ayrica mikroglial hiicreleri aktive edici etkisi
de olabilir. Aktive mikroglial hiicrelerden salgilanan nitrik oksid gibi ek toksik faktdrier
bilirubin toksisitesi sonuglarnda yanbgshklara neden olabilir. Bilirubinin mikroglial hiicre
aktivasyonuna yol agip agmadii da heniiz bilinmeyen bir konudur. Sonu¢ olarak bu
¢ahgmada astrosit kiiltiirlerinde saflik orammm yiitksek olmasi yukarnda sayilan sonuglan
etkileyebilecek bu faktdrlerin elimine edildigi anlamina gelmektedir.

Bu c¢ahsmanm sonuglan gerek indirek hiperbilirubinemili hasta serumunun gerekse
bilirubinin astrosit kiiltiirlerinde doza ve zamana bagh sitotoksisiteye yol agtigimi
gostermektedir. indirek hiperbilirubinemili hasta serumunun astrosit Gizerine toksik etkisi ik
kez bu caligmada aragtlmugtir. Bilirubinin astrosit kiiltiirlerindeki toksik etkisi daha Snceki
cahgmalarda bildirilmistir (6,45,48). Ik gahymada sitotoksisitenin degerlendirilmesinde bu
cahismada da segilen LDH testi kullamlmisken, diger iki ¢alismada MTT hiicre canhihg: testi
kullamlmugtir. Ancak kiiltiir ortamma 10 pM’m iizerinde konsantrasyonlarda eklenen
bilirubinin MTT testiyle etkileserek yanhs sonuglara yol agtifn bildirilmistir (68). Bu tez
cabsmasinda 10 uM ve fizerindeki bilirubin konsantrasyonlar1 kullamldig1 icin sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde LDH testi segilmistir. Rhine ve arkadaglanmin g¢aliymasinda hem
immatir, hem de diferansiye sican astrosit kiiltiirleri kullamimis ve immatiir astrositler
bilirubin toksisitesine daha duyarl bulunmugtur. Bu tez galigmasmda ise yalmzca immatiir
fare astrositleri kullambmmgtir. Bu galhisma aym zamanda bilirubinin fare astrositleri tizerine
toksik etkisinin gosterildigi ik calsma 6zelligini de tagimaktadir. Daha once bildirilen @i
cabigma sican astrosit kiiltlirleriyle yapilmistir ve bizim ¢algmamizdakine benzer sonuglar
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elde edilmistir (6,45,48). Bu durum kemiréen astrositlerinin bilirubin toksisitesine kars1
duyarhgmda canh tiiri fark: faktoriiniin rol oynamadigim disindirmektedir.

LDH testinin sonuglann astrosit kiiltir ortamma eklenen bilirubinin 100 pM ve
lizerinde uygulanan konsantrasyoniarda 48 saatlik enkiibasyon siiresinin sonunda pik yapan
sitotoksik etkiye yol agtigim gostermektedir. Bu sonu¢ daha onceki ¢ahgmalarm sonuglartyla
uyumludur (6,45). 72. ve 96. saatlerde LDH salmmnm Szellikle yiksek dozlar igin 48. saat
degerlerinden daha diisiik olmas: kiiltiirlerin yiiksek bilirubin konsantrasyona maruz kalmasi
sonucu lizise ugramams ve LDH salimmm olabilecek hiicre sayismin g¢ok azalms olmasiyla
agiklanabilir.

Bilirubinin hiicresel diizeydeki toksik etkilerini gercekte nasil ortaya ¢ikardif: heniiz
tam olarak anlagilamamstir. Dort olasi mekanizma teorik olarak 6ne siiriilmiigtiir (28); normal
sinir iletiminin kesilmesi, mitokondriyal disfonksiyon, selliiler ve intraselliler membran
bozuklugu ve enzim aktivitelerinin engellenmesidir.

Bilirubine maruz kalma siiresine ve konsantrasyonuna bagh olarak hiicre limiiniin iki
ayri morfolojik tipi olan apoptoz ve nekroza yol agtify gésterilmistir. Morfolojik Slgiitlere
dayamlarak hiicre liimiiniin iki formu tanmlanmstir (48). Apoptotik hiicre 6liimii niikleer
piknoz, kromatin kondansasyonu, plazma membranmnm ve hiicre organellerinin bitiinkigiint
korumas: ile karakterizedir. Apoptotik hiicre 5limii, aktif enerji tiikketimini gerektirmektedir
ve bu tip hiicre Oliimiinde interniikleozomal DNA fragmantasyonu, spesifik sistein
proteazlarin (kaspazlar) aktivasyonu ve spesifik substratlarm aspartik asid rezidii bélgelerinde
spesifik parcalanmasi goriilmektedir. Bunun tersine nekrotik hiicre dliimii sitoplazmik gisme,
subseililer komponentlerin entegrasyonunun ve plazma membramnin biitdnliglinin
bozulmas ve enerji kaybryla karakterizedir.

Bu gabsmada gerek indirek hiperbilirubinemili hasta serumunun ve gerekse bilirubinin
astrosit kiiltlirlerinde apoptotik hiicre Slimiinii indiikleyip indiklemedigi de aragtmimstir. Bu
amacia apoptotik hficre Glimfiniin spesifik bir gOstergesi olan apostain immiinfloresan
boyama yontemi kullamimstir. Sonuglar hem hasta serumunun hem de bilirubinin doza ve
zamana bafimh astrosit apoptozuna yol agtifim gostermektedir. Bilirubinin eritrosit,
hepatosit, endotel hiicreleri (39), astrosit ve néron gibi ¢esitli hiicre tiplerinde in vitro
apoptotik hiicre 6liimiine yol ac¢tigs daha Onceki ¢abgmalarla bildirilmistir. Bu tez ¢alismas:
indirek hiperbilirubinemili hasta serumunun apoptotik astrosit 6liimiine yol agtifim g&steren
ilk ¢ahgmadir. Aynica ilk kez bu ¢alismada bilirubinin fare astrositlerinin apoptotik 6liimiinii
indiikledigi gsterilmistir. ’
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Bu calismanm yukarida s6zii edilen c;hsmalardan bir bagska ayr yénii de apoptotik
hiicre oliimiinii belirlemede kullamilan metodolojik farkhiliktr. Apostain yonteminin DNA
kiriklarmdan bagimsiz olmasi Snemiidir, ¢iinkii ¢ift sarmal DNA kiriklarm saptayan TUNEL
gibi yOntemler apoptoz i¢in spesifik degildir (56,59). Ger¢ekten de ii¢ ayr1 nekrotik hiicre
Oliimii modelinde nekrotik hiicrelerimn TUNEL ile parlak boyandigy fakat anti-ssDNA F7-26
antikoruyla boyanma olmadig: bildirilmistir (58). Onceki bilirubin ¢alismalarmda kullamian
TUNEL ya da nukleus boyamalan1 gibi apoptoz saptama yontemlerinin apoptoza spesifik
olmadigx ve nekrotik hiicre 6liimiinde de pozitif sonuglar verebildigi bildirilmistir (56, 59). Bu
nedenle bu tez ¢ahgmasmda apoptotik hiicre oliimiiniin belirlenmesinde apostain boyama
yontemi segilmigtir.

Apostain immiinfloresan boyama sonuglar gerek hasta serumunun gerekse bilirubinin
astrosit kiiltiirlerinde doza bagimh apoptotik hiicre 6liimiine yol agtigim g6stermektedir (Sekil
7-13). LDH sonugiarma benzer bigimde bilirubinin apoptotik hiicre Sliimiinii indiikleyici
etkisi 48. saatte 72. saattekinden daha belirgin bulunmustur ($ekil 10, 11). Bu sonug herhangi
bir toksik ajana maruz kalma siiresinin ve dozunun geligen hiicre Slimii tipini etkiledigini
diigiindiirmektedir. Benzer bir durum ndroniarda glutamat toksisitesi i¢in de bildirilmistir
(69).

Bilirubmin apoptotik hiicre Oliminid indiikleyici etkisinin mekanizmalar1 heniiz
aydmhga kavugmamugtir. Bilirubinin mitokondriyal disfonksiyona yol agici etkisi apoptotik
hiicre Slimiiniin tetiklenmesinden sorumlu olabilir. Uzun yillardr mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunun irreversibl bilirubin ensefalopati patogenezinin Gnemli bir pargas1 olduguna
inamimaktadir. Molekiiler mekanizmalar halen anlagilmarmg olsa bile bazi arastirmacilar
bilirubin asidin fosfolipid membranlarda ¢oktigini ve bunun mitokondriyal disfonksiyonla
sonuclandifim ileri strmiiglerdir. Ancak bazi aragtrmacilar da bilirubinin ¢esitli hiicre
membranlan ile geri doniisimiii bilesikler olugturdugunu ve bdylece neden kan degisimi veya
bilirubin diizeyinin hizla diigiriilmesi ile bilirubin toksisitesine ait bazi klinik bulgularin geri
dondiiginin agiklanabilecegini belirtmislerdir. Insan ve rat hicre kiiltiirlerinde bilirubinin
mitokondriyal enzimleri inhibe ettigi, DNA sentezini engelleyebildigi, DNA iplikciklerinde
kinlmay: indiikledigi, protein sentezi ve fosforilasyonu inhibe ettigi gosterilmistic (4,17,27). -
Ancak  bilirubinin apoptozu indiikleyici etkisinin temelinde bulunan molekiiler
mekanizmalarm tam olarak aciklanabilmesi i¢in daha ileri gahsmalar gerekmektedir.

Sonug olarak bu galiymada indirek hiperbilirubinemili hasta serumunun ve bilirubinin
yenidogan fare astrosit kiiltiirinde doza ve zamana bagmh olarak sitotoksik ve apoptotik
hiicre 5limiini indikledifi gosterilmistir. In vitro kaltir cahsmalan ortam degiskenlerinin
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kontroliiniin kolayhg: agismdan hastahk mekar’ﬁzmalannm aydinlatiimasinda temel bir 6neme
sahiptir. Buna karsin saf primer kiiltiirlerin in vivo canli organzimalarin kompleksliginden ¢ok
uzak olmasi in vitro elde edilen ¢abisma sonuglarmin in vivo duruma ekstrapolasyonu
sorununu dogurmaktadir. Buna kargin Gzellikle birebir in vivo hastabk modelinin heniiz
bulunmadigy bilirubin nérotoksisitesi gibi hastahk tablolarinda hiicre kiiltiiri ¢aligmalan
bastabk mekanzimalarmin aydnlatimasma biiyiik katki saglayabilir. Bu ¢alismada kullamian
fare astrosit kiiltiirlerinden elde edilen sonuglar daha 6nce sigan astrosit kiiltiirlerinde yapilan
¢aligmalarin sonuglartyla biiyiik paralellik gostermektedir. Fakat bu deneylerin insan astrosit
kiiltiirlerinde de tekrarlanmasi uygun olacaktr. Bu tez ¢aligmasimn devamm nitelifinde
olabilecek gelecek c¢ahgmalarda fare ve sican beyninin degisik bolgelerinden (Srnegin
kortikal, striatal ya da serebellar) elde edilecek astrosit kiiltiirlerinde bilirubin toksisitesinin
degerlendirilmesi beyinde farkhi bélgelerdeki astrositlerin bilirubine farkh yanitlar verip
vermedigini ortaya koyabilir. Bu durum kern ikterus gibi bazal ganglionlar gibi olduk¢a segici
beyin hasarina yol agan hastabk tablosu agisindan Snemlidir. Bir bagka arastmilmas: gereken
konu da asidoz, hipoksi ve sitokinlerle indiiklenen hiicre hasartyla bilirubin toksisitesi
arasmdaki iligkinin arastmilmasidir. Gergekten de ndronal hiicre kiiltiirlerinde sitokinlerle
indiiklenen hiicre hasarmmn ve hipoksinin bilirubin toksisitesiyle additif etkisi gosterilmistir
(70,71).

Tim bu bulgular ciddi hiperbilirubinemi srasinda gelisen ensefalopatide astrositlerin
Oonemli role sahip oldugunu ve gelecekteki tedavi modalitelerinde astrositlerin potansiyel
hedef olacagm diisindiirmektedir.
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SONUCLAR

Fare astrosit hiicre kiiltiiriinde, bilirubin stok soliisyonlarmn yanmmda, inaktive edilmis
sarilikli yenidoganiarin serumlan kuflanilarak, bilirubin toksisitesi ile indiiklenen apoptotik ve
nekrotik hiicre GSliimiiniin Apostein ve LDH sitotoksisitesi testiyle degerlendirilmis ve
agagidaki sonuclara ulagiimustir.

1. LDH testi sonuglarna gore astrosit kiltiirlerine eklenen indirek hiperbilirubinemili
basta serumu bu hiicrelerde doza ve zamana bagimi sitotoksisiteye yol agmaktadir.

2. Astrosit kiiltiirlerine eklenen bilirubin bu hiicrelerde doza ve zamana bagmh
sitotoksik  etkiye yol agmaktadw. Sitotoksisite degerleri biitiin  bilirubin
konsantrasyonlan igin 48. saatte tepe noktasma ulasmaktadir. Sitotoksisite hem aym
zaman dilimindeki, hem de farkh zamaniardaki artan bilirubin konsantrasyonuna bagh
olarak artmaktadir.

3. Apostain immiinfloresan boyama sonuglarina gore astrosit kiiltiirlerine eklenen indirek
hiperbilirubinemili hasta serumu bu hiicrelerde doza bagmmh apoptotik hiicre 6liimiine
yol agmaktadir.

4. Apostain immiinfloresan boyama sonuglarma gére astrosit kiiltiirlerine eklenen
bilirubin bu hiicrelerde doza bagimh apoptotik hiicre 6liimiine yol agmaktadir.
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