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OZET

Yenidogan rat astrositlerinde deneysel olarak olusturulan biliriibin

toksisitesine kafeinin etkisi
Dr. Mehmet DELiKTAS

Yenidogan bakimindaki son gelismelere ragmen hiperbiliriibinemiye baglh
norotoksisite halen 6nemli bir problemdir. Fizyolojik diizeylerde antioksidan etkili olan
bilirubin, yiiksek diizeylerde oksidatif hasara neden olabilmektedir. Hatta immatiir
antioksidan enzim sistemleri nedeniyle, pretermlerde daha diisiik biliriibin diizeyleri bile
ndrolojik hasara yol acabilmektedir.

Deneysel calismalarda, prematiire apnesinin tedavisinde kullanilan kafeinin, hipoksi,
hiperoksi, ndrotoksinlere bagli néron hasarini azalttig1 saptanmistir. Onceki klinik ¢alismalarda
kafeinin ¢ok diisiik dogum agirlikli (VLBW) bebeklerde mekanik ventilasyon ihtiyacini,
bronkopulmoner displazi, patent duktus arteriosus, 18-21 aylikken serebral palsi ve
norogelisimsel bozukluk sikligini azalttig1, beyaz cevher yapisini diizelttigi gosterildi. Ancak
kafeinin hiperbiliriibinemideki etkisi hentiz agikliga kavusmadi.

Bu calismada iki gilinlik Wistar albino ratlardan, modifiye Cole ve De Vellis
yontemiyle astrosit hiicre kiiltiirii elde edildi. Astrositlerin %50’sine toksik etkili indirekt
bilirlibin konsantrasyonu (TCsp) 50 uM, hiicre canliligini %100 arttiran kafein konsantrasyonu
100 uM olarak saptandi. Biliriibin toksisitesine bagli apopitozis TUNEL boyama yontemiyle
degerlendirildi. Gruplar kontrol, biliriibin, kafein, biliriibin maruziyetinden 6nce ve sonra
kafein verilen gruplar olarak diizenlendi. Astrosit hiicre kiiltiirinde her grupta 24. saatte
apopitozis, antioksidan enzimler, proinflamatuar sitokinler, Toll-like reseptorler, 48. saatte
hiicre canlilig1 degerlendirildi.

Bilirtibinin apopitozu, malondialdehit, total nitrat/nitrit, interlokin (IL)-1pB, IL-6, timor
nekrozis faktor-o, Toll-like reseptor (TLR)4 diizeylerini arttirdigi, hiicre canliligi, katalaz,
glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz aktivitesi ve glutatyon, TLR9 diizeylerini azalttig
gosterildi. Profilaktik ve tedavi edici kafein uygulamasi, biliriibinin yikici etkilerini baskiladi.

Sonug olarak, profilaktik ve tedavi edici kafein, biliriibin nérotoksisitesine karsi
antiapopitotik, antioksidan, antiinflamatuar, antinitrozatif 6zelliklere sahip olup, pretermlerde
biliriibin noértoksisitesinin 6nlenmesinde umut verici goriiniiyor.

Anahtar kelimeler: Biliriibin, kafein, yenidogan, ndrotoksisite



SUMMARY

The effect of caffeine on experimental bilirtibin toxicity in newborn rat

astrocytes

Dr. Mehmet DELIKTAS

Neurotoxicity caused by hyperbilirubinemia is still an important problem despite
recent developments of newborn care. Bilirubin has an antioxidant effect at physiologic levels
but, may cause oxidative damage at high levels. Furthermore, even lower bilirubin levels may
lead to neurologic damage in preterms due to immature antioxidant enzyme systems.

Caffeine used in the treatment of premature apnea was detected to decrease the neuron
damage due to hypoxia, hyperoxia and neurotoxins in the experimental studies. In previous
clinical studies, caffeine was shown to decrease mechanical ventilation requirement, the
frequencies of bronchopulmonary dysplasia, patent ductus arteriosus, cerebral palsy and
neurodevelopmental disorders at 18-21 months, and improve the white matter structure in the
very low birth weight babies. But the effect of caffeine in the hyperbilirubinemia was not
clarified yet.

In this study, we used astrocyte cell cultures obtained from two days old Wistar albino
rats via modified Cole and De Vellis method. The indirect bilirubin concentration resulting
toxicity on 50% of the astrocytes (TC50) was detected as 50 uM and caffeine concentration
increasing cell viability 100% was found as 100 uM. Apoptosis due to bilirubin toxicity was
evaluated by TUNEL staining technique. Groups were defined as control, bilirubin, caffeine,
caffeine before bilirubin exposure, and caffeine after bilirubin exposure groups. Apoptosis,
antioxidant enzymes, proinflammatory cytokines, Toll-like receptors at 24 hours and cell
viability at 48 hours were evaluated at astrocyte cultures in each group.

Bilirubin was shown to increase apoptosis, malondialdehyde, total nitrate/nitrite,
interleukin (IL)-1p, IL-6, tumor necrosing factor-a, Toll-like receptor (TLR) 4 levels, and
decrease cell viability, catalase, glutation peroxidase and superoxide dismutase activities, and
glutathione, TLR9 levels. Prophylactic and therapeutic caffeine administration inhibited these
detrimental effects of bilirubin.

In conclusion, prophylactic and therapeutic caffeine have antiapoptotic, antioxidant,
antiinflammatory and antinitrosative properties against bilirubin neurotoxicity, and caffeine
use seems encouraging for prevention of bilirubin neurotoxicity in preterms.

Key words: Bilirubin, caffeine, newborn, neurotoxicity
XI



GIRIS

Yenidoganlarin sik sorunlarindan biri olan sarilik, term bebeklerin %60’1nda,
pretem bebeklerin %80’inde goriilmektedir (1). Fizyolojik diizeylerde indirekt biliriibin
antioksidan etki gosterirken, tedavi edilmeyen patolojik diizeylerde hiperbiliriibinemi
yenidogan beyninde oksidatif hasara yol acarak akut biliriibin ensefalopatisi veya
kernikterusa neden olabilmektedir (2-4). Hiperbiliriibinemiye bagli ndrotoksisitenin
mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla birlikte, deneysel ve klinik c¢alismalarda,
heniiz antioksidan sistemleri ve enzimleri gelismeyen preterm yenidoganlarda, daha
diistik biliriibin  seviyelerinde norolojik hasar gelistigi rapor edilmistir (5,6).
Membranlar1 kolaylikla gegen indirekt biliriibinin, mitokondrial fonksiyonlar1 ve
oksidatif fosforilasyonu engelleyerek, norotransmitter sentez, salinim ve geri alimini,
protein sentezini inhibe ederek, eksitotoksisiteye ve hiicre zarinda hasara yol agarak
norotoksisiteye neden oldugu bildirilmektedir (7,8).

Ksantin tiirevi olan kafein, prematiire apnesinin tedavisinde ve preekstiibasyon
doneminde yaklagik 40 yildir kullanilmaktadir (9). Deneysel calismalarda hipoksi
(10,11), hiperoksi (12), norotoksinlerin (13,14) olusturdugu néron hasarini azaltarak,
noronlarin  dendrit uzunlugunu arttirarak (15) beyin koruyucu etkili oldugu
bildirilmistir. Son yillarda deneysel g¢alismalarda kafeinin pretermlerde antiapneik
Ozelliginden baska erken ve geg yarali etkilerinin de oldugu gosterilmistir. Gebelik yas1
<31 hafta olan 5101 pretermi kapsayan bir ¢alismada, hayatin ilk iki giiniin baslanan
kafeinin, ii¢ glinden sonra baglanan kafeine gore, mekanik ventilasyon, ekstiibasyon
ihtiyacini, BPD, ve patent duktus arteriosus sikligini azalttigi gosterilmistir (16).
Kafeinin ge¢ etkilerini aragtiran randomize plasebo-kontrollii ¢ok merkezli bir
calismada, neonatal donemde kafein uygulanan 2006 VLBW bebekte diizeltilmis yas
18-21 aylikken serebral palsi ve norogelisimsel bozukluklarda belirgin azalma
saptanmustir (17). Baska bir calismada dogum agirligi <1250 gr pretermlerde, hayatin
3. glinii baslanan kafeinin etkileri, 38-42 haftalikken difiizyon manyetik rezonans
(MR) ile degerlendirildiginde, beyaz cevher mikro yapisini belirgin diizelterek beyin
koruyucu etki gosterdigi saptanmistir (18). Deneysel caligmalarda, nonselektif
adenozin reseptor antagonisti kafeinin, antiapopitotik, antiinflamatuar, antioksidan,
antinitrozatif ve antieksitotoksik ozellikleriyle noéroprotektif etkili  oldugu
gosterilmistir (12,13,19-21).



Hiperbiliriibinemiye bagli norotoksisitenin dnlenmesi veya tedavisi amaciyla
birgok ajan lizerinde c¢alisilmig; deneysel c¢alismalarda L-karnitin  (22),
glikoursodeoksikolik asit (23), ursodeoksikolik asit (24), MK-801 (25), taurin (26),
deksemetazon (27), N-asetil sistein (28), gingko biloba (29), eritropoetin (Epo) (30)’in
noroprotektif etkileri gosterilmis; ancak bu ilaglarin higbiri klinik uygulamaya
girmemistir.

Prematiire apnesinin tedavisi ve profilaksisi i¢in hayatin ilk giinlerinden
itibaren klinik kullanima giren, klinik ve deneysel ¢alismalarda noroprotektif etkileri
gosterilen  kafeinin,  hiperbiliriibinemiye  bagli  norotoksisitedeki  etkisi
bilinmemektedir. Bu ¢aligmada hiperbiliriibinemiye bagli nérotoksisite olusturulmus

yenidogan rat astrosit hiicre kiiltiiriinde kafeinin etkinliginin arastirilmasi amaglandi.



GENEL BiLGILER
SARILIK ve BILIRUBIN METABOLIZMASI

Sarilik, yenidogan doneminde en sik karsilasilan sorunlardan birisidir ve biiytik
bir kismi selim seyirli olup sekelsiz iyilesir. Ancak bilirliibinin potansiyel toksik
etkileri nedeniyle sarilikli yenidoganlar ciddi hiperbiliriibinemi, biliriibin

ensefalopatisi ve kernikterus riski agisindan yakindan takip edilmelidir (31).

Biliriibinin %75’i dolasimdaki eritrositlerin, %251 ise miyoglobin, sitokrom,
katalaz (CAT), siklooksijenaz, peroksidaz ve triptofan pirolaz gibi hem
proteinlerinin yikimi1 sonucu olusur. Bir gram hemoglobinin yikimindan 35 mg
biliriibin aciga ¢ikmaktadir. Yenidoganlarda giinliikk 8-10 mg/kg olan biliriibin
yapimi eriskindeki diizeyin yaklasik ikibucuk katidir (8,32,33).

Biliriibin dolagimda dort sekilde bulunabilir:
1. Albumine bagl indirekt biliriibin
2. Albumine bagli olmayan indirekt biliriibin (nérotoksik etkilerden sorumludur)
3. Direkt biliriibin (biliriibin monoglukoronid ve biliriibin diglukoronid olarak
bulunur, suda ¢oziniir, lipofilik olmadig: igin kan beyin engelini gecemez)
4. Delta biliriibin (albumine kovalent olarak baglanmis direct biliriibindir.
Uzamis kolestazlarda yasamun ikinci haftasindan sonra olusur, 6zel yontemlerle
olgiilebilir) (34).

Eritrositlerin yikim1 retikiiloendotelyal sistemde olur. Hem oksijenaz enzimi
tarafindan hem oksidasyonu sonucu hem halkas1 acilir. Birinci karbon atomunun
karbonmonoksit (CO) seklinde kaybi ile bir safra pigmenti olan biliverdin meydana
gelir. Bu reaksiyon viicutta tek CO olusan reaksiyondur ve soluk havasinda CO
dlgiimii ile hem yikimi ve biliriibin olusum hizini belirlemede kullanilir. Ikinci
asamada sitozolik bir enzim olan biliverdin rediiktaz katalizorliigiinde nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ile birlikte biliverdinden biliriibin meydana gelir.
Olusan biliriibin suda erimeyen, konjuge olmamis biliriibindir ve indirekt biliriibin

olarak adlandirilir (1,8,33).



Indirek biliriibin, lipofilik 6zelligi nedeniyle plasenta, kan beyin bariyeri,
hepatosit membrant gibi biyolojik membranlar1 rahatca gecer. Retikiiloendotelyal
sistemde olusup dolasima gegen biliriibinin 6nemli bir kism1 serumda geri doniistimlii
olarak albumine baglanir (1). Konjuge olmamis biliriibin albumin iizerinde yiiksek
afiniteli ve diigiik afiniteli iki farkli bolgeye baglanir. Albumine baglanmayan az
miktardaki serbest biliriibin ise yagda ¢oziinebilme ozelliginden dolayr dokulara
yerlesebilmektedir. Albumine bagli bilirlibin karacigere gelir, hepatosit membran
reseptorlerine baglanarak hiicre igine girer. Hepatosit iginde biliriibin baglica ligandine
(Y- proteinine) ve diger sitozolik baglayici proteinlere baglanir. Konjuge olmamis
biliriibinin pH 7.4’te suda eriyebilirligi c¢ok diistiktiir. Biliriibin konjugasyonu
karaciger hiicresinin diiz endoplazmik retikulumunda olur. Burada bulunan
uridildifosfat  glukronil transferaz (UDPGT) enzimi araciligiyla, biliriibin
monogliikuronid olusur. Daha sonra da transgliikkuronidaz enzimi araciligiyla biliriibin
digliikronid meydana gelir (34). Sonug olarak biliriibin karacigerde, suda eriyen ve
viicuttan atilabilen sekli olan konjuge biliriibine doniistiiriilmiis olur. Konjuge
bilirlibin kanalikiiler membrandan bir tasiyict protein yardimi ile safra i¢ine atilir
(8,34). Bagirsaga gegen konjuge biliriibin tekrar emilmezken; indirekt biliriibin,
kolesterol, tiroksin ve diger bazi maddelerle birlikte enterohepatik dolasima girer.
Biliriibinin  monoglukuronid ve diglukuronid formlar1 stabil —molekiiller
olmadiklarindan; bagirsaktaki alkali ortamda non-enzimatik olarak, mukoza
yiizeyindeki alfa-glukuronidaz ile enzimatik olarak indirekt biliriibine doniisiip
karacigere geri doner (34,35). Bu durum karacigerin biliriibin yiikiinii arttirmaktadir
(8). Bagirsaga gecen bilirlibinin yaklasik %25’inin geri emildigi diistiniilmektedir.
Bilirlibin metabolizmasiin bu enterohepatik fazi, yenidogan sariliginda énemli rol
oynamaktadir (33,35). Bebegin beslenmesinin diizeltilmesi ile enterohepatik dolagim
azaltilabilmektedir. Yenidogan bagirsak liimeninde konjuge biliriibin, bakteriler
tarafindan  tekrar geri emilemeyen sterkobiline doniistiiriilmektedir (1).
Bilirtibinoidlerin biiyiik bir boliimii bagirsaklardan, kii¢iik bir kismi ise kolondan geri

emilip karaciger ve bobrekler tarafindan atilmaktadir (35).



Intrauterin dénemde karacigerin biliriibini dolasimdan alma ve konjuge etme
yetenegi kisithidir. UDPGT aktivitesi fetal karacigerde 17-30. gebelik haftalar
arasinda erigkin degerlerinin yalnizca % 0.1°1 kadardir, 30-40. gebelik haftalar
arasinda artarak erigkin degerinin % 1’ine ulasir. Dogumdan sonra da aktivitesi artarak
6-14 hafta sonra erigkin degerlerine ulasir. Fetal donemde biliriibin ekskresyonunda
ana yol plasentadir. Plasentadan gecen indirekt bilirlibin anne karacigerinde
metabolize edilerek atilir. Bu nedenle yenidogan bebekte ciddi hemolitik hastalig

olanlar hari¢ dogumda sarilik gériilmesi enderdir (8).

Yenidogan Sariliklar:

Total serum biliriibin (TSB) diizeyi 5-6 mg/dl’ye ulasana kadar yenidoganin
cildinde sarilik goriilmemektedir. Biiylik ¢ocuk ve erigkinlerde ise TSB 2 mg/dl’ye
ulastiginda cilt ve sklerada sarilik goriilmektedir. Yenidogan sariliklari, indirekt
hiperbiliriibinemi (konjuge olmamais biliriibin) ve direkt hiperbiliriibinemi (konjuge
olmus biliriibin) olarak ikiye ayrilir (33).

Yenidogan bebeklerin biiyiilk ¢cogunlugunda yasamin ilk giinlerinde belirgin
indirekt  hiperbiliriibinemi  goriilmektedir  (1,32).  Yenidoganda  indirekt
hiperbiliriibinemi nedenleri Tablo 1’de belirtilmistir (33). Sarilik 14-21 giinden daha
uzun siirerse neonatal kolestaz olabilecegi diisiiniilmeli; serum total ve direkt biliriibin
diizeyleri dl¢iilmelidir (36).

Neonatal kolestaz yenidoganda safra akimimin azalmasi sonucunda gelisen
konjuge hiperbiliriibinemi olarak tanimlanmaktadir. Yenidoganda konjuge
biliriibinemi, TSB diizeyi <5 mg/dl iken direk/konjiige biliriibin konsantrasyonunun 1
mg/dl’den fazla olmasi ya da TSB’1 >5 mg/dl ise TSB’nin %20’sinden fazla olmasi1
olarak tanimlanmaktadir (37). Neonatal kolestazin en sik nedenleri idiyopatik neonatal

hepatit ve biliyer atrezidir (36).



Tablo 1. Yenidoganda indirekt hiperbiliriibineminin nedenleri (33)

1. Biliriibin yapiminda artis

Hemolitik hastahik °
[mmiin mekanizmalar .
Rh alloimmiinizasyonu .

ABO ve diger kan grubu uygunsuzluklari
Herediter

Eritrosit membran defektleri

Eritrosit enzim defektleri
Hemoglobinopatiler .
Diger

Sepsis

Yaygin damar i¢i pihtilasma
Ekstravazasyon

Polisitemi

Diabetik annenin makrozomik bebegi
Enterohepatik sirkiilasyonda artis
Anne siitii sartlig

Pilor stenozu

Ince/ kalin barsak obstriiksiyonu, ileus

2. Biliriibin klirensinde azalma

Prematiirite

Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi
Yenidoganin metabolik hastaliklari
Crigler-Najar Sendromu

Gilbert Sendromu

Tirozinemi

Hipermetioninemi

Metabolik

Hipotiroidizm

Hipopituitarizm



Biliriibin Toksisitesi

Biliriibin diizeyi fizyolojik sinirlarin iistiine ¢ikip serumda asir1 yiikseldiginde
biliriibin toksisitesi gelisir (31,38,39). Baz1 ilaglarin (sulfonamidler) biliriibin ile
yarisarak alblimine baglanmasi, beyin kan akiminda ve kan-beyin bariyerinin
gecirgenliginde artis, biliriibinin beyin dokusuna ge¢isini kolaylastiran faktorlerdir.
Hiperozmolarite, anoksi, hiperkarbi, prematiirelik gibi durumlarda kan-beyin
bariyerinin devamliligi bozuldugundan albiimine bagli biliribin de beyine
gegebilmektedir (1,31,40). Yiiksek biliriibin diizeyleri ve biliriibine uzun siire
maruziyet biliriibinin toksik etkisini daha da arttirmaktadir.

Biliriibinin toksik etkisi i¢in enzim sistemlerinin ve hiicre diizenleyici
reaksiyonlarin inhibisyonu gibi pek ¢cok mekanizma ileri stiriilmiistiir (40). Mitokondri
membraninda bulunan sitokrom oksidaz, malat dehidrogenaz, monoamin oksidaz gibi
enzimler biliriibini oksidasyonla detoksifiye etmektedir. Bdylece beyin dokusu
bilirlibinin toksik etkisine kars1 kendisini korumaktadir. Yenidoganlarda bu enzimlerin
aktivitelerinin matiir hayvan modellerine gore daha diisiik oldugu; bu nedenle

yenidoganlarin biliriibin nérotoksisitesine daha duyarli oldugu belirtilmistir (38).

Biliriibin Norotoksisitesinin Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmalari

Biliriibin nérotoksisitesinin hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemekle birlikte, beyinde biliriibine bagli olusan nodronal disfonksiyon,
biliriibinin protein fosforilasyonunu inhibe etmesi ile agiklanmaktadir (1,41,42).

Biliriibin mitokondride oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek sitotoksik etki
gostermektedir (3). Biliriibine bagli olarak hiicrede serbest radikal olusumu, protein
oksidasyonu ve lipid peroksidasyonunun artisi, protein karbonilleri ve 4-hidroksi-2-
nonenal diizeyinin artisiyla sonuglanmaktadir. Bir¢ok deneysel ¢calismada bu maddeler
bilirliibine bagli oksidatif hasarin gostergesi olarak kullanilmistir (23,41). Brito ve
arkadaslar1 (23) glukoursodeoksikolik asidin, bilirlibine bagli olusan lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu azaltarak noroprotektif etkili oldugunu

gostermislerdir.



Biyolojik sistemlerde siirekli olusan serbest radikaller, antioksidan savunma
mekanizmalari ile notralize edilerek zararli etkileri engellenmeye caligilir. Yiiksek
biliriibin diizeylerinin beyinde serbest radikal olusumunu arttirarak oksidatif stresi
indiikledigi gosterilmistir. Hiicre i¢i ortamin en onemli antioksidan molekiilii olan
rediikte glutatyon, glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi tarafindan katalizlenen
reaksiyonla hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerle reaksiyona girerek bu molekiillerin
detoksifikasyonunda rol almaktadir (41,43,44).

Biliriibin norotoksisitesi i¢in 6ne siiriilen mekanizmalardan birisi de glutamat
reseptor aracili olusan hasardir (25). In vivo calismalarda indirekt biliriibinin
indiikledigi beyin hasarinda beyinde primer eksitator ndrotransmitter olan glutamat
eksitotoksisitesinin rol oynadigi ortaya konmustur (3,45). Yiiksek biliriibin diizeyleri
glutamatin sinaptik aralia sekresyonunu arttirmakta ve sinaptik araliktan da geri
alimmi azaltmaktadir. Ekstraselliiler konsantrasyonu artan glutamat, N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptorlerini asir1 uyararak eksitotoksisiteye neden olmaktadir
(23,41,46). Grojean ve arkadaglarinin ¢aligmasinda (25) bu teoriyi destekler sekilde
NMDA reseptor antagonisti MK-801’in bilirlibin nérotoksisitesinde koruyucu etkili
oldugu bildirilirken; Shapiro ve arkadaslarinin ¢alismasinda (45) bu koruyucu etki
gosterilememistir.

Biliriibinin sinir hiicrelerinde apopitozise yol acarak norotoksik etkili oldugu
caligmalarda gosterilmistir (24,25). Apopitozis, hiicrede kromatin kondensasyonu,
¢ekirdek ve sitoplazma pargalanmasi ile karakterize aktif hiicre olimidir (47).
Indirekt biliriibin, sinir hiicrelerinde mitokondrial transmembran potansiyelini
azaltmakta, membran ge¢irgenligini arttirmakta ve sitokrom c¢ salinimina yol
acmaktadir. Ayn1 zamanda indirekt biliriibin mitokondrial membranda apopitotik Bax
translokasyonuna ve apopitozisi inhibe eden Bcl-2’nin inaktivasyonuna neden
olmaktadir. Sitozolik sitokrom c, apopitozu aktive edici faktére baglanip kaspazlar
aktive etmekte ve apopitoz kaskadinin baglamasini saglamaktadir (4,41).

Bilirtibin, protein ve DNA sentezini, protein fosforilasyonunu inhibe ederek,
enerji metabolizmasinda kalsiyum dengesinde bozulmaya yol acarak néron hasarina
neden olmaktadir. Biliriibinin toksik etkisiyle noron hiicresinin yiizeyindeki fosfatidil
serin tabakasinin kaybi, néronun fagositoz i¢in hedef hiicre olmasina neden olmaktadir

(24,41).



Indirekt biliriibin, timér nekroz faktor-a (TNF-a) ve interldkin-1 beta’nin (IL-
1B) ekspresyonunu stimiile ederek inflamatuar yanita neden olur (46). Fernandes ve
arkadaglar1 (46) astrosit hiicre kiiltiirii modelinde IL-10’un, Nuclear factor-kappa
B’nin (NF-kB) translokasyonunu engelleyerek indirekt biliriibine bagl artan

inflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunu engelledigini gostermislerdir.

Akut Biliriibin Ensefalopatisi ve Kernikterus

Yenidogan bebeklerin %8-11’inde ciddi hiperbiliriibinemi gelismektedir (48).
Biliriibin ensefalopatisi veya kernikterus neonatal hiperbiliriibineminin ciddi
komplikasyonlar1  olup; zamaninda takip ve tedavi edilmezse Oliimle
sonuglanabilmektedir (32,42,45,48).

Indirekt biliriibin yiiksek seviyelere ulastiinda bazal ganglionlar, beyin
sapindaki isitme ile ilgili nukleuslar, serebellum ve hipokampustaki purkinjye
hiicrelerinde birikip hasara neden olmaktadir. Agir eritroblastozis fetalisten Glen
sariliklt bebeklerin otopsilerinde beyinde biliriibinle boyanmis alanlar oldugu ve
bunlarin belirli bir dagilim gosterdigi saptanmustir (33,49).

Akut biliriibin ensefalopatisi terimi, dogumdan sonraki ilk haftada goriilen
biliriibin toksisitesinin akut belirtilerini tanimlamak i¢in, kernikterus ise biliriibin
toksisitesinin kronik ve kalici klinik sekellerini tanimlamak igin kullanilmaktadir
(33,41,50). Son yillarda biliriibin ensefalopatisi ile iliskili degisiklikleri tanimlamak
i¢in bilirlibinin indiikledigi norolojik disfonksiyonlar (BIND) teriminin kullanilmasi
Onerilmistir. BIND, izole isitsel noropati, hareket bozukluklari, distoni, bilissel
bozukluklar, hafif zeka geriligi gibi hafif ve belirsiz norolojik, akut biliriibin
ensefalopatisi ve postikterik noromotor/isitsel sekelleri de i¢ine alan genis bir

spektrum gosterir (33).

Akut Biliriibin Ensefalopatisi

Indirekt biliriibinin santral sinir sistemi (SSS)’nde depolanmasi, sar1 renkte bir
boyanmaya ve biliriibin ensefalopatisi ile karakterize norolojik disfonksiyona yol
acmaktadir (24). Akut biliriibin ensefalopatisi siklikla geri doniistimlii, erken donemde

hipotoni, letarji, zay1f emme, anormal beyin sapi isitsel uyarilmis potansiyeli (BAEP);
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ge¢ donemde hipertoni, opistotonus, tiz sesle aglama, batan glines manzarasi, ates ve

BAEP’te kotiilesme ile karakterize bir durumdur (49).

Kernikterus

Biliriibinin indiikledigi beyin hasarinin néropatolojik bulgulari ile birlikte klinik
bulgularin1 da kapsayan kompleks bir sendromdur (51). En sik etkilenen bolgeler bazal
ganglionlar (6zellikle globus pallidus, subtalamik ¢ekirdek), hipokampus, substantia
nigra, cesitli kranial sinirler (6zellikle okiilomotor, vestibiiler, koklear, fasiyal sinir
cekirdekleri), cesitli beyin sap1 c¢ekirdekleri, 6zellikle ponsun retikiiler yapisi,
serebellar ¢ekirdekler ve medulla spinalisin 6n boynuz hiicreleridir (33). Baslica risk
faktorleri, serum biliriibin diizeyinin yiiksekligi, hiperbiliriibineminin siiresi, biliriibin
albiimin baglanmasinin azalmasi, gebelik yasinin diisiikliigii, hemoliz varligi, sepsis,
asidoz ve noronlarn biliriibin toksisitesine olan duyarlihigidir (31). Kernikterusun
noropatolojik lezyonlar1 daha ¢ok globus pallidus, internal kapsiil ve talamus
bolgelerinde MR ile goriintiilenmistir (1). Anormal motor hareketler, isitme ile ilgili
bozukluklar, 6zellikle yukar1 bakis paralizisine neden olan okiilomotor sinir hasari, siit

dislerinde enamel displazi kernikterusun klinik tetradini olustumaktadir (52).

Biliriibin Toksisitesinin Patofizyolojisi

Norotoksisiteden, beyine, interstisyel sivi ve beyin omurilik sivisina rahatga
gecebilen indirekt biliriibin sorumludur. Biliriibin yapim hizinin kan ve dokularin
tamponlama kapasitesini agmasi, albliminin biliriibin baglama kapasitesinde azalma,
kan-beyin bariyerinde gegcirgenligin artmasi (hipertonisite, menenjit, hipoksemi)
biliriibinin beyin dokusuna gegisini arttirmaktadir (33). Perinatal donemde gegirilen
hipoksi ve/veya iskemi bilirlibinin indiikledigi beyin hasarma yatkinligi daha da
arttirmaktadir (3). Bilirlibin 6nce sinir terminallerine baglanir, membran potansiyelini
diistirtir, sinir iletisini azaltir; daha sonra sinir terminalleri ve aksonlara penetre olur ve
retrograd olarak noronlara gecer (33). Noronlara gecen biliriibin agregasyon,
presipitasyon ve kristalizasyon ile toksik etkiye neden olmaktadir (42). Biliriibin
norotoksisitesinde dnce hiicre 6liimii olup daha sonra biliriibin hiicreye baglanmakta

ya da biliriibin hiicre i¢ine girdikten sonra hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir. Son
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yillarda bilirlibin norotoksisitesi ile ilgili calismalar daha c¢ok ikinci goriisi
desteklemekteyse de hiicre diizeydeki arastirmalar yogun olarak devam etmektedir

(39).

Tedavi

Yenidogan sariliginda tedavinin primer hedefi akut biliriibin ensefalopatisini
onlemektir. Ciddi hiperbiliriibinemi riskinin belirlenmesi, yakin izlem ve gerektiginde
acil tedavi uygulanmasi tedavinin ana prensipleridir (50). Fototerapi ve kan degisimi,
tedavinin temelini olusturmaktadir. Farmakolojik tedaviler de kullanilabilir.
Farmakolojik tedavide biliriibin  Klirensinin hizlandirilmas: (fenobarbital ile
glukuronil transferaz enzim indiiksiyonu ve aktif komiir/agar ile enterohepatik
dolagimin azaltilmasi) ve bilirlibin yapimmin azaltilmast (Hem oksijenaz
inhibitorleri, intravendz immiinglobiilin) amaglanir (53).

Hiperbiliriibinemiye bagli noérotoksisitenin Onlenmesi amaciyla yapilan
deneysel ¢aligmalarda L-karnitin (22), glikoursodeoksikolik asit (23), ursodeoksikolik
asit (24), MK-801 (25), taurin (26), deksametazon (27), N-asetil sistein (28), gingko
biloba (29), eritropoetin (Epo) (30)’in néroprotektif etkileri gosterilmistir; ancak hig

biri klinik uygulamaya girmemistir.

Biliriibin ve Oksidatif Stres

Bilirtibin ile ilgili ¢caligmalar incelendiginde biliriibinin hiicresel diizeyde ¢ift
yonlii bir etkisinin bulundugu, fizyolojik diizeylerde antioksidan etki gosterirken,
patolojik seviyelerde oksidatif zedelenmeye yol agtig1 diistiniilmektedir (23). Hiicre
icinde reaktif oksijen iiriinlerinin olusumu ve temizlenmesi arasindaki dengenin
bozulmasiyla gelisen oksidatif stres, sinir sisteminde serebral iskemi, eksitotoksisite
ve norodejeneratif siireclerin gelisiminde dnemli rol oynamaktadir (54).

Biliriibinin diisiik diizeylerde reaktif oksijen radikallerine bagli hasar1 6nleyerek
antioksidan etki gostermesi nedeniyle fizyolojik sariligin dogal koruyucu etkileri
olduguna inanilmaktadir (2,23,28,42,54). Stocker ve arkadaslarinin ¢alismasinda (55)
ise biliriibinin hidroksil radikallerini temizleyici etkisi rapor edilmistir. Lanone ve

arkadaslarinin ¢aligmasinda (54) ratlara once E.coli endotoksini, ardindan tek doz
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biliriibin IV bolus uygulandiginda, biliriibinin endotoksemiye bagli karaciger
disfonksiyonu ve mortaliteye karsi koruyucu etkili oldugu gosterilmistir.
Yenidoganlarda hepatik transport veya konjugasyonun yetersiz maturasyonu,
enterohepatik dolagim ve hemolizin artmasiyla yiiksek diizeye ulasan biliriibin toksik
etkiye neden olur. Indirekt biliriibine maruziyet ile olusan reaktif oksijen radikallerinin
tiretimi, protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, glutatyon homeostazinda
bozulmanin sonucunda hiicrelerde oksidatif hasar gelisir (28). Glutatyon, hiicrenin en
onemli antioksidan maddesidir. Hiicresel antioksidan defans sistemi glutatyon
tarafindan saglanir. Astroglial hiicrelerde hiicre i¢i glutatyon miktar1 néronlardan daha
fazladir. Bu nedenle oksidan hasara kars1 astrositler daha giiglidiir (28,56). Brito ve
arkadaslar1 (28) onemli bir glutatyon prekiirsorii olan N-asetil sisteinin néronlarda

bilirlibine bagli olusan oksidatif hasara kars1 ndroprotektif etkisini gdstermislerdir.

Hiicre Kiiltiirlerinde Biliriibinin Toksik Etkisi

Primer kiiltiirlerde yasayan organizmalardan elde edilen hiicreler 24 saatten uzun
stire varhigmi stirdiirebilmektedir. Sinir hiicre kiiltiirleri primer ndron, astrosit,
oligodentrosit ve mikroglia kiiltiirli olmak tizere dorde ayrilir. Sinir hiicre kiiltiirlerinde
toksik maddelere bagli gelisen sitotoksik etki ve mekanizmasi degerlendirilmektedir
(57).

Bilirlibin astrositler, noronlar, eritrositler gibi farkli hiicre tiplerine toksik
etkilidir (44). Astrosit ve ndron hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢aligmalarda biliriibine
bagli apopitoz ve nekroz gelistigi gosterilmistir (5,22,24,28). Noronlar, glutatyon
igeriginin azlif1 yaninda biliriibini okside etme ve hiicreden uzaklagtirma
yeteneklerinin yetersizligi nedeniyle biliriibinin toksik etkisine astrositlerden daha
duyarhdir (5,24,28,39). Astrositlerin belirli antioksidanlar yiiksek konsantrasyonlarda
bulundurabildigi ve bu nedenle oksidatif hasara néronlardan daha direnc¢li oldugu
bilinmektedir (56).

In vivo ve in vitro sistemlerde toksik etkinin farkli biliriibin diizeylerinde ortaya
cikt1g1 gdsterilmistir. in vivo sistemlerde kan-beyin ve kan-BOS bariyerleri, indirekt
biliriibinin hiicrelere penetrasyonunu sinirlayarak toksisite gelisimini dnlemektedir

(2). In vitro calismalarda kullamlan sinir hiicre kiiltiirleri sitotoksik etkiyi
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degerlendirmek igin basit ve yararli yontemlerdir (57).

Deneysel kernikterus modellerinde astrositlerin iyon homeostazisinde, birgok
noroaktif bilesiklerin sentez ve salgilanmasinda, néronlara metabolik ve trofik destek
saglanmasinda, hasarli ndronlardan salinan toksik maddelerin temizlenmesinde etkili
olduklart gosterilmistir. Biliriibinin ndronlarda belirgin kalict hasara yol acarken
astrositlerde daha ¢ok geri doniisiimlii hasar olusturdugu gosterilmistir (5,56). Tiim bu
Ozellikler biliriibin ensefalopatisinde astrositlerin énemli bir role sahip oldugunu ve

tedavi modellerinde potansiyel hedef olabilecegini diisiindiirmektedir.

Biliriibin Toksisitesini Etkileyen Faktorler

Hiperbiliriibinemi ile iliskili norotoksisiteye duyarliligi artiran pek ¢ok
faktor vardir. Bu nedenle basit olsa bile yalnizca total veya indirek biliriibin
konsantrasyonuna dayandirilan tedavi kararlari risk faktorlerinin varliginda yeterli
olmayacaktir. Beyindeki biliriibin konsantrasyonu ve biliriibine maruz kalinan siire
biliriibinin  norotoksik  etkilerinin  en o6nemli belirleyicileridir.  Biliriibin
ensefalopatisinde en Onemli etkenler, biliriibinin {iretim hizi ve SSS
matiirasyonudur (39).

Albiimin gram bagina maksimum 8.5 mg biliriibin baglayabilir. Eger serum
alblimin konsantrasyonu diisiikse biliriibin baglanmasi tehlikeye girer ve kernikterus
riski artar (31). Enfeksiyon, asidoz, hiperoksi, sepsis, prematiirite Ve
hiperozmolarite gibi kan beyin bariyerini degistiren durumlar biliriibinin beyne

girigini arttirmaktadir (39).
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KAFEIN ve ETKILERI

Beslenmede oldukca sik tiiketilen ve dnemli bir uyaric1 olan kafeinin saglik
izerine olumlu ya da olumsuz etkileri, son yillarin en ¢ok arastirilan konulardan
biridir. Kafein dogal olarak pek ¢ok bitkinin meyvesinde, tohumunda ve yapraginda
bulunur. Bununla beraber en bilinen kaynaklar1 ¢ay yapraklari, kahve ve kakao
cekirdekleri ile kola tohumlaridir (58-60). Kafein tiiketimine iliskin ilk bilgiler MO
2700’li yillara rastlar. Bu yillardaki kafein kaynagi Cin’de yapraklar1 kaynatilarak
icilen caydir. Ancak, kafeinin insan yasamina gercek anlamda girisi, 8. Yiizyilin
ortalarinda Etyopyali ¢goban Kaldi’nin kahve bitkisini kesfetmesi ile olmustur (59).

Kafein, esas olarak prematiire apnesi ve preekstiibasyon doneminde kullanilan
bir ilagtir. Prematiire apnesinde yaklasik 40 yildir kullanilmaktadir. Kafein, kafein
sitrat seklinde bulunur. Aktif maddesi kafein baz olup, kafein sitrat iirlinlerinin yarisi
kafein baz seklindedir. Hem intravendz, hem de oral alimdan 2 saat sonra kanda pik
diizeye erisir. ilacin eliminasyonu esas olarak bdbreklerden olmakla birlikte,
karacigerde de metabolize edilir. Bu nedenle kolestaz, karaciger yetmezligi ve bobrek
yetmezliginde ilacin yar1 6mrii uzar (9).

Ksantinlerin etki mekanizmasi adenozin reseptorlerine kars1 yarismalaridir.
Adenozin, 6zellikle hipoksi sirasinda iiretilen ve etkisini degisik adenozin reseptdrleri
(A1, A2, Aza, Aop Ve Ag) lizerine baglanarak gosteren bir noral inhibitordiir. Ksantinler
bu reseptorlere kompetitif olarak baglanirlar ve solunum merkezini uyararak dakika
ventilasyonunu, CO. duyarliligini ve diyafragma aktivitesini arttirirlar; hipoksi ve
periyodik solunum nedeni ile olusan solunum depresyonunu azaltirlar (61,62).

Kafeinin tedavi edici plazma konsantrasyonu 8-20 pg/ml’dir ve bu diizeyleri
saglayabilecek ila¢ yiikleme dozu 20-40 mg/kg, idame dozu ise 5 mg/kg’dir. Eger 5
mg/kg dozunda yeterli yanit alinamazsa, idame dozu 20 mg/kg’a dek cikarilabilir (63-
65). Kafeinin yar1 émrii 100 saat’tir. Bu nedenle giinliik plazma konsantrasyonunda
dalgalanma olmasi beklenmez, dolayisi ile kan diizeyine bakmak gerekmez (63).
Bebegin agirligr degistikge doz da ayarlanmalidir. Yar1 émrii uzun oldugu i¢in ilag
kesildikten sonra apne olabilir, bu nedenle bebekler ilag kesildikten sonra apne
acisindan gozlenmelidir. Nadiren tagikardi, takipne, tremor, opistotonus, tonik-klonik

konviilziyonlar, kusma, beslenme entoleransi, gastrik bosalmada gecikme,
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hiperglisemi, hipokalemi, sarilik gibi yan etkiler gozlenebilir. Bu tiir yan etkiler ilag
dozu kanda 50-100 microgram/ml’i astiginda gozlenir (64).

Bebegin gebelik yas1 azaldik¢a prematiire apnesi sikligi artar. Prematiire apnesi
gebelik yast 34-35 hafta olan bebeklerin %7’sinde, 29 hafta ve 1000 gr alt1 bebeklerin
neredeyse %100’iinde gdzlenir. Genellikle 36-40 gebelik haftasindan sonra goriilmez;
ancak c¢ok prematiire bebeklerde postkonsepsiyonel 43-44 haftaya dek semptomlar
gozlenebilir. Kafeinin bir diger kullanim alan1 da preekstiibasyon donemidir. Preterm
bebeklerde yapilan bir ¢alismada, planli ekstiibasyondan 24 saat 6nce kafein sitratin
20 mg/kg’lik yiiksek doz ve 5 mg/kg’lik diisiik doz rejimleri incelenmis ve yiiksek doz
rejiminin bebeklerde mortalite ve morbiditeyi etkilemeden ekstiibasyon basarisizligini
azalttigr gosterilmis (65). Yeni yapilan bir ¢alismada (64), preterm bebeklerde
kullanilan kafein sitratin yiiksek doz rejiminin (40 mg/kg/doz yiikleme, 20 mg/kg/doz
idame), diisiikk doz rejimine (20 mg/kg/doz yiikleme, 10 mg/kg/doz idame) kiyasla
pretem bebeklerde ekstiibasyon basarisizliginda Onemli azalma sagladigi ve
bebeklerin daha az apne epizodlarina girdigi saptanmis.

Kafeinin, adenozinin norotransmitter sistemdeki etkilerini onleyerek motor
aktivasyonu ve uyanikligi sagladigi, noronal sinyal regiilasyonunda eksitator etkili
glutamati Aja reseptor blokajiyla etkisiz hale getirerek eksitotoksisiteyi onledigi
gosterilmistir (13,20,21). Adenozin, erigkin insan beyninde hipoksi ve inflamasyon
aninda artan ndroprotektif bir maddedir. Fetal donemde de beyin ve kalp i¢in protektif
etkilidir; ancak yenidogan doneminde beyaz cevhere zararli etkileri oldugu
diistiniilmektedir. Zira, adenozin reseptorii olmayan farelerde kronik hipokside
ventrikiiler genislemenin olmadigi; reseptorleri homozigot ve heterozigot olan
farelerde ise ventrikiilomegali oldugu, adenozin agonisti olan siklopentoadenozin
uygulanan ratlarda ise periventrikiiler beyaz cevher hasari gelistigi goriilmistir
(66,67).

Deneysel calismalarda, yenidogan ratlarda kronik kafein uygulamasinin,
prefrontal korteks piramidal ndronlarinda dendrit uzunlugu ve sinaps sayisini
arttirdigi, bu etkinin puberteye kadar devam ettigi ve dikkat, ii¢c boyutlu 6grenme gibi
biligsel beyin fonksiyonlarini etkileyebilecegi sonucuna varilmis (15). Yenidogan
ratlarda hipoksiden sonra uygulanan metilksantinlerin gelismekte olan rat beyninde

noroprotektif etkili oldugu gosterilmis (10). Baska bir ¢alismada kronik hipoksiye
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maruz birakilan yenidogan ratlarda kafeinin hipomiyelinasyon ve ventrikiilomegaliyi
azalttig1 saptanmis (11). Bir diger ¢alismada hiperoksiye maruz birakilan ratlarda
kafeinin, antioksidan ve antiapopitotik etkiyle farkli gelisim siirecindeki ndron
hiicrelerini  hiperoksik hasardan korudugu, proliferasyon kapasitesini gelistirdigi
bulunmustur (12).

Kafeinin antiinflamatuar etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada, prematiir
apnesinde kullanilan kafeinin yenidogan rat akcigerinde TLR2, TLR4 ve TLR9
diizeylerine etkisi incelenmis. Kafein alan grupta, TLR 2 ve TLR4 diizeyleri azalirken,
TLR9 diizeyinin yiiksek oldugu saptanmigstir (68).

Klinik ¢aligmalarda da preterm bebeklerde kafein tedavisinin noroprotektif ve
antiinflamatuar etkili oldugu gosterilmistir. Apne profilaksi/tedavisi igin kafein almas1
planlanan preterm bebeklerde intravenoz kafein tedavisinin serebral kortikal aktiviteyi
arttirdigr saptanmistir (69). Dogum agirhigr < 1251 gr olan, li¢ giinliikkten itibaren
kafein verilen pretermlerde diizeltilmis yas 38-42 haftada beyin MR incelemede beyaz
cevher mikro yapisinin kontrol grubuna gore belirgin gelismis oldugu bulunmusgtur
(18). Kafeinin geg etkilerini arastiran randomize plasebo-kontrollii gok merkezli bir
calismada, neonatal donemde ii¢ gilinliikten itibaren kafein uygulanan 937 bebekte 18-
21 aylikken serebral palsi ve norogelisimsel bozukluklarda belirgin azalma saptanmus,
aynt bebekler 5 yasinda tekrar incelendiginde ise bu farkliligin kayboldugu
goriilmistir (17,70). Kafeinin antiinflamatuar etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada
annelerine uygulanan kafeinin bebeklerin kord kan1 monositlerinde TNF-a’y1 azalttig1
gosterilmistir (19).

Calismalarda kafeinin noroprotektif etkileri antiapopitotik, antioksidatif, anti-
inflamatuar etkilerine ve glutamat salimmini inhibe ederek eksitotoksisiteyi
azaltmasina baglanmistir (10-13,19-21).

Biliriibine bagli norolojik hasar ile ilgili mekanizmalar ve biliriibinin astrosit
hiicre yasam1/6liimii lizerine olan etkileri yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Bu
asamada biliriibine bagl toksik etkiyi azaltacak ajanlarin saptanmasi Onem
kazanmaktadir. Antioksidan ve noroprotektif etkileri bilinen kafeinin, astrositlerde
biliriibin norotoksisitesine etkisi bilinmemektedir. Bu calismada yenidoganlarda
bilirlibin ndrotoksisitesinin  6nlenmesi ve tedavisinde kafeinin etkinliginin

arastirilmasi amaglandi.
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GEREC ve YONTEM

Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 18/11/2014 tarih
ve 07 say1 ile onayr alinan bu deneysel ¢alisma, Subat 2015- Nisan 2015 tarihleri
arasinda yapildi. Calismada tek anneden 5-8 gr agirliginda dogan iki giinlik Wistar-

albino ratlardan elde edilen primer astrosit hiicre kiiltiirti kullanildi.

Calisma Gruplan

Grup I, Kontrol grubu (n:6): Herhangi bir ilag uygulanmadi.

Grup II, Biliriibin grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiiriine 50 uM biliriibin
(Sigma Aldrich, B 4126-1G) 24 saat siireyle uygulandi.

Grup I, Kafein grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiirine 100 uM kafein
(Sigma Aldrich, St Louis, USA) 24 saat siireyle uygulandi.

Grup 1V, Kafein-Biliriibin grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiirtine 100 uM
kafein eklendikten dort saat sonra 50 puM biliriibin ilave edilip 24 saat siireyle
uygulandi.

Grup YV, Biliriibin-Kafein grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiiriine 50 pM
bilirlibin eklendikten dort saat sonra 100 uM kafein ilave edilip 24 saat siireyle
uygulandi.

Astrosit Hiicre Kiiltiirtiniin Hazirlanmasi

Astrosit primer hiicre kiiltiirti, %95 1n lizerinde saflikta astrosit hiicrelerinin elde
edildigi kanitlanmis olan Mc Carthy ve de Vellis yontemlerinden modifiye edilerek
hazirlanmis Cole de Vellis yontemi uygulanarak, literatiirde tanimlandigi gibi
hazirlandr (71,72). 1ki giinliik rat yavrularina anestezik madde kullanilmadan steril
kosullarda servikal dislokasyon ile dekapitasyon uygulandi. Beyin dokusu Hanks
buffered salt solution (HBSS), 100 ml, (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), 500 ul
gentamisin (Gentamisin, 10 mg/10 ml, Sigma-Aldrich, St Louis, USA), 5 ml fungizon
(Gibco Antibiotic-Antimycotic, 25 ug/ml amfoterisin B, 100x/100 ml, Invitrogen,
New York, USA) iceren kiiltiir kabma konuldu. Beyin dokusu mekanik olarak
pargalanip (Sekil 1), jole kivamina gelene kadar HBSS ile yikandi. Tripsin 500 pl
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(Trypsin/EDTA, 100 ml, %0.05/90.02, Biochrom, Berlin, Germany), DNaz-1 50 pl
(DNase | recombinant, RNase-free, 10 U/ul, Roche, Mannheim, Germany) eklenip 37
°C’de %5 COz2 ve %95 nem igeren ortamda 60 dk siireyle sallanarak inkiibe edildi.
Yetmis mikronluk filtreden gecirildikten sonra elde edilen hiicre siispansiyonu
polilizin kapl kiiltiir kaplarina 20 ml Dubello’s Minimal essential medium/f12
(DMEM/F12)(DMEM/Ham’s F-12 1:1, 500 ml, Biochrom, Berlin, Germany)

besiyerine ekilerek primer néron hiicre kiiltiirii hazirland (Sekil 2).

Sekil 1 (A,B,C): Beyin dokusunun elde edilmesi ve mekanik olarak parcalanmasi

Primer ndron hiicre kiiltiirleri 37°C’de %5 CO2 ve %95 nem igeren inkiibatorde
inklibe edildi. Hiicrelerin gelisimi faz kontrast mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi. Besiyerleri li¢ giinde bir taze besiyeri ile degistirildi. Cogalan primer

noron hiicre kiiltiirlerinden besinci giinden sonra astrosit hiicre kiiltiirleri elde edildi.

Sekil 2 (A,B): Faz kontrast mikroskobu primer noron hiicre kiiltiirii A: x40, B: x100.
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Cogalarak bitisik duruma gelen primer ndron hiicre kiiltiirlerindeki besiyeri
aspire edilip distile su ile yikandiktan sonra tripsin eklendi. Kiiltiir kaplart mekanik
olarak sallandi ve hiicrelerin kiiltiir kab1 tabanindan tamamen kalkmasi saglandi.
DMEM/F12 eklendikten sonra tiim besiyeri aspire edilip yeni bir kiiltiir kabina
konulup; 37 °C’de %5 CO2 ve %95 nem igeren inkiibatdrde 45 dk siire ile bekletildi.
Inkiibatorden ¢ikartildiktan sonra kiiltiir kaplarindaki besiyeri aspire edilerck taze
besiyeri ile 1/3 diliie edildi ve yeni kiiltiir kaplarina ekim yapildi. Sadece astrosit
hiicrelerinin liremesine izin veren astrosit besiyeri ( DMEM-F12), 500 pl gentamisin,
5 ml fungizon, %15 fetal bovine serum (Hyclone, 100 ml, Thermo Scientific,
Cromlington, UK), 5 ml L-glutamine (Gibco L-Glutamine-200 mM, 100x/100 ml,
Invitrogen, New York, USA), 500 pl insulin (Human Insulin <rh> , 0.5 mg/ml,
Biochrom, Berlin, Germany) bu kaplara ilave edildi. Kiiltiir kaplar1 orbital sallayiciya
konularak 37 °C’de %5 CO2 ve %95 nem iceren ortamda 80/dakika devirde 24 saat
calkalanarak astrosit kiiltiirliniiniin saflastirilmasi, mikroglia ve oligodendrositlerden
ayrilmasi saglanmaya ¢alisildi. Tabandan ayrilarak yiizer duruma gegen mikroglia ve
oligodendrositler toplandi. Kiiltiir kabinin tabanina yapisik astrosit hiicreleri birakild
ve astrosit besiyeri degistirildi. Daha sonra astrosit besiyeri ti¢ dort giinde bir

degistirildi. Astrosit hiicreleri bitisik duruma gelene kadar cogaldiktan sonra 1/3

oraninda pasajlanarak hiicre kiiltliriiniin devami sagland1 ve degisik pasajlara ait

astrosit hiicre kiilttirleri kullanildi (71,72) (Sekil 3).

Sekil 3 (A,B): Faz kontrast mikroskobu primer astrosit hiicre kiiltiirii A: x40, B: x100
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Biliriibin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Astrosit hiicre kiiltiiriinde kullanilan indirekt biliriibin 10 ml astrosit besiyerinde
¢oziildii ve ana stok 100 pl’de 2000 uM olacak sekilde hazirlandi. Biliriibin stok
soliisyonu +4 °C’de karanlik ortamda saklandi. Deneyler sirasinda istenilen biliriibin
konsantrasyon degeri elde edilene kadar stok soliisyonu astrosit besiyeri ile

sulandirildi (2,73).

Kafeinin Hazirlanmasi

Astrosit hiicre kiiltliriinde kafein ana stok 10 mM olacak sekilde hazirlandi.

Biliriibin ve Kafein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Astrosit hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 3 x 10* hiicre/100 pl
astrosit besiyeri icerisinde olacak sekilde ekildikten 24 saat sonra faz kontrast
mikroskobunda incelenerek hiicrelerin varligi ve canliliklar1 degerlendirildi (Sekil 4).
Kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirilip her kuyucukta 100 pl olacak sekilde astrosit
besiyeri eklendikten sonra sifirinci saat olarak kabul edildi. Sifirinci saatteki absorbans
(Ao) Cytotox-glo (Promega) kit kullanilarak Glomaks Sistem (Promega) cihazi ile
luminometrik olarak Olgiim yapildi. Daha sonra tiim plaklardaki besiyerleri
uzaklastirildi. Her konsantrasyon i¢in altisar kuyucuk olacak sekilde sirasiyla 1000
uM, 800 uM, 400 uM, 200 uM, 100 uM, 50 puM, 25 uM, 10 uM, 2.5 uM, 1 uM
indirekt biliriibin eklendi. Yine her konsantrasyon i¢in altisar kuyucuk olacak sekilde
strasiyla 5000 uM, 2500 uM, 1000 pM, 800 uM, 400 uM, 200 uM, 100 pM, 50 uM,
25 uM, 10 uM, 5 puM, 2.5 uM, 1 uM kafein eklendi. Kuyucuklardaki sivi miktarin
100 pul’ye tamamlayacak sekilde astrosit besiyeri ilave edildi. Plaklar 37°C’de %5 CO2
ve %95 nem iceren inkiibatorde, karanlik ortamda 48 saat inkiibe edildikten sonra
besiyerleri uzaklastirildi. Kuyucuklardaki sivi miktarin1 100 pl’ye tamamlayacak
sekilde astrosit besiyeri ilave edildi. Absorbans (Asg) Cytotox-glo kit kullanilarak
Glomaks Sistem cihazi ile luminometrik olarak 6l¢iildii ve hiicre canlilig1 formiille
(Hiicre canliligi (%) = 100 X Ass/ Ao) hesaplandi (74). Hiicre canliligina gore deneyde

kullanilacak indirekt biliriibin konsantrasyonu ve kafein konsantrasyonu belirlendi.
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Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Astrosit hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 100 pl astrosit besiyeri
icerisinde 3 x 10* hiicre olacak sekilde ekilip; 48 saat sonra kuyucuklar faz kontrast
mikroskobunda incelenerek hiicrelerin varligt ve canliliklar1 degerlendirildi.
Kuyucuklar kontrol, biliriibin, kafein, kafein + biliriibin, biliriibin + kafein olarak
gruplandirildi. Kuyucuklardaki sivi miktar1 astrosit besiyeri eklenerek 100 ul’ye
tamamlandi ve Ao Cytotox-glo kit kullanilarak Glomaks Sistem cihazi ile
luminometrik olarak dl¢iim yapildi. Plaklar 37°C’de %5 CO2 ve %95 nem igeren
karanlik ortamda 48 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklardaki besiyerleri
uzaklastirilarak her kuyucuga 100 pl taze astrosit besiyeri eklendi ve Asg Cytotox-glo

kit kullanilarak Glomaks Sistem cihazi ile luminometrik olarak Olgiilerek hiicre

canlilig1 hesapland (28,74) .

Sekil 4: (A) 96 kuyucuklu plaklar ve (B) kuyucuklu plaklardaki astrosit hiicreleri (x40)
Apopitozisin Belirlenmesi

Apopitozisin belirlenmesi amaciyla deoxynucleotidyl transferase (TdT)-
mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) teknigi kullanildi. Deneyler ApopTag Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection (Millipore, katalog no S7101) kiti ile yapildi.

Kontrol, biliriibin, kafein, kafein + biliriibin, biliriibin + kafein gruplar: kiiltiir
kaplarinda 37°C’de %5 CO, ve %95 nem igeren karanlik ortamda 24 saat inkiibe
edildikten sonra astrosit besiyeri aspire edildi. Hiicreler serum fizyolojik ile yikanip

tekrar aspire edildi. Tripsin ile hiicreler tabandan kaldirildi ve astrosit besiyeri ile
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yikanarak hiicrelerin tabandan tamamen kalkmasi saglandi. Falkon tiipline aktarilan
hiicreler 1500/dakika devirde bes dakika santrifiij edildi. Hiicre ¢ozeltisi lizerine
fiksatif soliisyonu (%1 paraformaldehit) konuldu ve 10 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.
Falkon tiipii 1yice karistirilarak 100 pl alind1 ve lam tizerine yayilarak kurutuldu. Lam
post fiksatif soliisyonuna (20 ml etanol + 10 ml asetik asit) konuldu ve —20°C’ de bes
dakika bekletildi. Distile su ile yikanan lam tizerine TdT soliisyonu eklendikten sonra
37°C’de etiivde bir saat inkiibe edildi. Stop wash buffer ile lamlar 15 sn yikandiktan
sonra oda 1sisinda bes dakika inkiibe edildi. Peroksidaz soliisyonu hiicrelerin iizerine
damlatilip oda 1sisinda bes dakika inkiibe edildi. Distile su ile yikanan lamlar oda
1isisinda bes dakika inkiibe edildikten sonra metil green soliisyonu eklendi ve oda
1sisinda 10 dk bekletildi. Lamlara n-biitanol eklendikten sonra 30 sn inkiibe edilip
ksilen konuldu ve alt1 dakika inkiibe edildi. Lamlar kurutularak entelan ve lamel ile
kapatildi. Faz kontrast mikroskobunda her deney grubu icin bes alan sayilarak canli ve

apopitotik hiicreler tespit edildi (47).

Parametrelerin Aktivite ve Diizey Olciimii

Katalaz (CAT) aktivitesi 6l¢timii icin CAT Assay Kit (YH Biosearch Laboratory
Shanghai, China), siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢iimii icin SOD Assay Kit
(YH Biosearch Laboratory Shanghai, China), total nitrat/nitrit diizeyi Ol¢limii i¢in
Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit (YH Biosearch Laboratory Shanghai, China),
glutatyon diizeyi 6l¢timii i¢in Glutathione Assay Kit (Cayman), glutatyon peroksidaz
(GPx) aktivitesi 6l¢timii i¢in Colorimetric Assay for Cellular Glutathione Peroxidase
kit (YH Biosearch Laboratory Shanghai, China), malondialdehit (MDA) diizeyi
Ol¢timii icin Colorimetric Assay For Lipid Peroxidation (YH Biosearch Laboratory
Shanghai, China), timér nekrozis faktor alfa (TNF-a) diizeyi 6l¢timii icin Human TNF
alpha ELISA Kit (YH Biosearch Laboratory Shanghai, China), interlokin-1p (IL-1
diizeyi 6l¢timii i¢in Human IL-1 beta ELISA Kit (eBioscience Bender Med Systems
GmbH Vienna, Austria), interlokin-6 (IL-6) diizeyi 6l¢timii igin Human IL-6 ELISA
Kit (eBioscience Bender Med Systems GmbH Vienna, Austria), Toll-like reseptor
(TLR)4 diizeyi 6l¢iimii i¢in TLR4 ELISA Kit (YH Biosearch Laboratory Shanghai,
China) ve TLRY diizeyi 6lgiimii igin TLR9 ELISA Kit (YH Biosearch Laboratory
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Shanghai, China) kitleri kullanilarak protokoller uygulandi.

Istatistiksel Analiz

Tiim veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Veriler normal dagilima
uygunluk testleri ile degerlendirildi. Normal dagilima uyan verilerde ortalamalar
karsilastirirken parametrik testlerden ANOVA ve posthoc testler (bonferroni
diizeltmesi) uygulandi. Verilerin bilgisayarda hesaplanmasinda statistical packages
for social sciences (SPSS) (SPSS for Windows 17.0; SPSS, Chicago, Illinois, A.B.D)

yazilim programi kullanild1. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

Biliriibin ve Kafein Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda (1000 pM’den 1 uM’e kadar) biliriibin uygulandiktan
48 saat sonra % olarak hiicre canlilig1 belirlendi. Biliriibin konsantrasyonlarina gore
hiicre canliligi 1000 uM: %36.7, 800 uM: %34.2, 400 uM: %35.1, 200 uM: %35.3,
100 uM: %41.4, 50 uM: %50.8, 25 uM: %59.9, 10 uM: %88.4, 5 uM: %97.7, 2.5 uM:
%99.6, 1 uM: %99.5 saptandi (Sekil 5). Biliriibin konsantrasyonu arttikca hiicre
canliligt azaldi. Astrosit hiicrelerinin %50’sine toksik etkili olan biliriibin
konsantrasyonu (TCsg) 50 uM olarak saptandi. Sitotoksisite, apopitozis
degerlendirilmesinde, CAT, SOD, total nitrit/nitrat, Glutatyon, GPx, MDA, TNF-a IL-
1B, IL-6, TLR4, TLRY diizey 6lglimlerinde 50 uM konsantrasyonu kullanildi.
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Sekil 5. Biliriibin konsantrasyonlarina gore hiicre canlilig1.

Farkl1 konsantrasyonlarda (5000 uM’dan 1 uM’a kadar) kafein uygulandiktan
48 saat sonra % olarak hiicre canlilig1 belirlendi. Kafein konsantrasyonlarina gore
hiicre canliligi 5000 uM : %108.5, 2500 uM: %107.0, 1000 pM: %107.0, 800 uM:
%107.0, 400 uM: %104.2, 200 uM: %105.2, 100 uM: %100.7, 50 uM: %87.2, 25 uM:
%86.4, 10 uM: %86.2 ve 5 uM: %84.7, 2,5 uM: %84.6, 1 uM: %84.3 olarak saptandi
(Sekil 6). Hiicre canliligin1 % 100 arttiran kafein degeri 100 uM olarak belirlendi.
Sitotoksisite, apopitozis degerlendirilmesinde, CAT, SOD, total nitrit/nitrat,

24



Glutatyon, GPx, MDA, TNF-a IL-1p, IL-6, TLR4, TLR9 diizey 6lgiimiinde 100 uM

konsantrasyonu kullanildu.
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Sekil 6. Kafein konsantrasyonlaria gore hiicre canliligr.
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Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Gruplarin baslangigtaki hiicre canliligi %100 olarak kabul edilerek; 48. saatte
yeniden degerlendirilen hiicre canliligi kontrol grubunda %100.00 £+ 0.42, biliriibin
grubunda %39.01 £ 0.56, kafein grubunda %101.22 + 0.28, Kaf-Bil grubunda %83.22
+ 0.42, Bil-Kaf grubunda %78.55 + 0.56 bulundu. Biliriibin grubunda hiicre canlilig
en disiik olup; kontrol grubuyla karsilastirildiginda, hiicre canliligindaki azalma
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.001). Hiicre canlilig1 kafein grubunda %101.22 +
0.33 olup; kontrol grubuyla karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli farklilik
saptanmazken (p=0.21); biliriibin grubuyla karsilastirildiginda, hiicre canliligindaki
artig istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.001). Kafein, Kaf-Bil ve Bil-Kaf gruplarinda
hiicre canliligindaki artis, biliriibin grubuyla karsilastirildiginda istatistiki olarak
anlamli idi (sirastyla p<0.001, p<0.001, p<0.001). Kaf-Bil ile Bil-Kaf gruplari
karsilastirildiginda, profilaktik kafeinin, tedavi amaciyla verilen kafeine gore hiicre

canliligini istatistiki olarak anlamli arttirdig1 goriildii (p<0.001) (Tablo 2, Sekil 7).

Tablo 2. Gruplarin hiicre canliligindaki degisim yiizdeleri.

Gruplar 48.saatte hiicre canhilig (%)
(Ort £ SD)

(D) Kontrol 100.00 £ 0.42
) Biliriibin 39.01 £ 0.56
©)) Kafein 101.22 +£0.28
(4)  Kaf-Bil* 83.22 +0.42
(5) Bil-Kaf** 78.55 + 0.56
1-2p<0.00L  1-3p:0.21 1-4p<0.001  1-5p<0.001  2-3p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4 p<0.001 3-5 p<0.001 4-5 p<0.001
*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bjl-Kaf: Biliriibin-Kafein
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X 100
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5p 80
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5 40
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Sekil 7. Gruplarin 48. saatte hiicre canlilig1.
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Apopitozisin Degerlendirilmesi

Gruplarda astrosit hiicrelerinde apopitozis 24. saatte degerlendirildi (Sekil 9-13).
Apopitozis, kontrol grubunda %4.94 + 1.72, biliriibin grubunda %34.19 + 2.60, kafein
grubunda %5.33 + 2.44, Kaf-Bil grubunda %5.82 + 1.41, Bil-Kaf grubunda %9.21 +
2.56 saptand1. Apopitozis kontrol grubunda en diisiik, biliriibin grubunda en yiiksekti.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, biliriibin grubunda apopitozis belirgin yiiksekti
(p<0.001). Kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf gruplariyla karsilastirildiginda, biliriibin
grubunda apopitoz artisi istatistiksel olarak anlamli iken (sirasiyla p<0.001, p<0.001,
p<0.001, p<0.001), kafein ve kontrol grubu arasinda fark saptanmadi (p=0.9). Kaf-Bil
ve Bil-Kaf gruplartyla karsilastirildiginda kafein grubunda apopitozis belirgin diisiik
bulundu (p=0.013, p<0.001). Kaf-Bil grubunda, Bil-Kaf grubuna goére apopitozis
istatiksel olarak anlamli disiik olup (p<0.001); profilaktik kafeinin tedavi amaciyla
kullanilan kafeinden daha etkili oldugu goriildii (Tablo 3, Sekil 8).

Tablo 3. Astrosit hiicrelerinde apopitozisin degerlendirilmesi.

1) Kontrol 494 +1.72
2) Biliriibin 34.19 +2.60
3) Kafein 533+2.44
4) Kaf-Bil* 5.82+1.41
(5) Bil-Kaf** 9.21+2.56
1-2 p<0.001 1-3 p:0.9 1-4 p<0.001 1-5 p<0.001 2-3p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4p:0.013 3-5 p<0.001 4-5p<0.001
*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bil-Kaf: Biliriibin-Kafein
40
—~ 35

w
o

S
2 25
S 20
§- 15
2. 10
; N
o | | [
Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 8. Gruplarin 24. saatte apopitozis yiizdeleri.
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(x40).

(x40).

Sekil 9 (C) Apopitozis kafein grubu
(x40).

28

Sekil 9 (D) Apopitozis kafein +
biliriibin grubu (x40).

Sekil 9 (E) Apopitozis biliriibin +
kafein grubu (x40).



Katalaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Gruplarin CAT aktivitesi 24. saatte degerlendirildi. CAT aktivitesi kontrol grubunda
7.58 £ 0.25 U/mg, biliriibin grubunda 3.38 + 0.52 U/mg, kafein grubunda 14.35 +2.25 U/mg,
Kaf-Bil grubunda 12.41 + 2.14 U/mg, Bil-Kaf grubunda 14.02 + 1.75 U/mg saptandi. Kafein
grubunda CAT aktivitesi kontrol grubundan istatistiki olarak anlamli yiiksek idi (p<0.001).
Bilirtibin grubunda CAT aktivitesinin diger gruplardan daha diisiik oldugu goriildii ve kontrol,
kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf grubu ile karsilagtirildiginda bu diisiikliik istatistiksel olarak anlamli
idi (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001). Kafein grubunda CAT aktivitesi Kaf-Bil
ve Bil-Kaf gruplarindan istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (sirasiyla p<0.001, p<0.001)
(Tablo 4, Sekil 10).

Tablo 4. Gruplarin CAT aktiviteleri.

(1) Kontrol 7.58+£0.25
2 Biliriibin 3.38+0.52
3) Kafein 14.35+2.25
4) Kaf-Bil* 1241 £2.14
(5) Bil-Kaf** 14.02 + 1.75

1-2 p<0.001 1-3 p<0.001 1-4 p<0.001 1-5 p<0.001 2-3 p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4 p<0.001 3-5 p<0.001 4-5 p<0.001

*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bjl-Kaf: Biliriibin-Kafein
16
14
12
£
=} 10
N 8
o
< 6
g 4
2 .
0
Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 10. Gruplarin CAT aktiviteleri.
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Glutatyon Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin glutatyon diizeyi 24. saatte degerlendirildi. Glutatyon diizeyi kontrol
grubunda 2.82 + 0.21 uM, biliriibin grubunda 1.06 + 0.10 uM, kafein grubunda 2.95 + 0.22
uM, Kaf-Bil grubunda 2.72 + 0.20 uM, Bil-Kaf grubunda 2.71 + 0.20 uM saptandi. Kafein
grubunda glutatyon diizeyi kontrol grubundan istatistiki olarak anlamli yiiksek bulundu
(p<0.001). Glutatyon diizeyi biliriibin grubunda, kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf
gruplarindan istatistiki olarak anlamli diisiik bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001,
p<0.001). Kafein grubunda glutatyon diizeyi Kaf-Bil ve Bil-Kaf gruplarindan istatistiki olarak
anlamli yiiksek saptandi (sirasiyla p<0.001, p<0.001). Kaf-Bil ve Bil-Kaf gruplarinda
glutatyon diizeyi bakimindan istatistiki olarak anlamli fark saptanmadi (p=1) (Tablo 5, Sekil
11).

Tablo 5. Gruplarin glutatyon diizeyleri.

(1) Kontrol 2.82+0.21
2) Biliriibin 1.06 +0.10
3) Kafein 2.95+0.22
4) Kaf-Bil* 2.72+0.20
(5) Bil-Kaf** 2.71£0.20

1-2p<0.001  1-3p<0.001  1-4p<0.001  1-5p<0.001  2-3 p<0.001
2-4p<0.001  2-5p<0.001  3-4p<0.001  3-5p<0.001  4-5p:l

*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bil-Kaf: Biliriibin-Kafein
35
3
=)
=‘.2,5
N’
= 2
3
= 15
phiy
= 1
Qo
0,5
0
Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 11. Gruplarin glutatyon diizeyleri.
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Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Gruplarin GPx aktivitesi 24. saatte degerlendirildi. GPx aktivitesi kontrol grubunda
6.36 = 0.11 U/mg, biliriibin grubunda 0.89 + 0.10 U/mg, kafein grubunda 5.34 = 0.11 U/mg,
Kaf-Bil grubunda 2.26 + 0.10 U/mg, Bil-Kaf grubunda 1.92 + 0.10 U/mg saptandi. Kafein
grubunda GPx aktivitesi kontrol grubundan istatistiki olarak anlaml diisiik idi (p<0.001). GPx
aktivitesi biliriibin grubunda, kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf gruplarindan istatistiki olarak
anlamli diisiik bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001 p<0.001). Kafein grubunda GPx
aktivitesi Kaf-Bil ve Bil-Kaf gruplarindan istatistiki olarak anlamli yiiksekti (sirasiyla
p<0.001, p<0.001). Kaf-Bil grubunda GPx aktivitesi, Bil-Kaf grubundan istatistiki olarak
anlaml1 yiiksek bulundu (p<0.001) (Tablo 6, Sekil 12).

Tablo 6. Gruplarin GPx aktiviteleri.

Q) Kontrol 6.36+0.11
(2) Biliriibin 0.89 +0.10
3) Kafein 534+0.11
4) Kaf-Bil* 2.26+0.10
(5) Bil-Kaf** 1.92+0.10

1-2p<0.001  1-3p<0.001  1-4p<0.001  1-5p<0.001  2-3 p<0.001
2-4p<0.001  2-5p<0.001  3-4p<0.001  3-5p<0.001  4-5p<0.001

*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bil-Kaf: Biliriibin-Kafein
7
6
’éa 5
5 4
N—r
=< 3
[al)
02 I
1 I
. ]
Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 12. Gruplarin GPx aktiviteleri.
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Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

SOD aktivitesi 24. saatte degerlendirildi. SOD aktivitesi kontrol grubunda 20.01 £ 0.20
U/ml, biliriibin grubunda 9.06 + 0.19 U/ml, kafein grubunda 20.02 + 0.29 U/ml, Kaf-Bil
grubunda 11.70 + 0.19 U/ml, Bil-Kaf grubunda 23.41 + 0.21 U/ml saptandi. SOD aktivitesi
biliriibin grubunda, kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf gruplarindan istatistiki olarak anlamli
diisiik bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001 p<0.001). Kontrol grubu ve kafein
gruplart arasinda istatistiki olarak anlamli fark saptanmadi (p=1). Kafein grubunda SOD
aktivitesi Kaf-Bil grubundan yiiksek, Bil-Kaf grubundan diisiik bulundu (sirasiyla p<0.001,
p<0.001). Kaf-Bil grubunda SOD aktivitesi, Bil-Kaf grubundan istatistiki olarak anlamli
diisiik bulundu (p<0.001) (Tablo 7, Sekil 13).

Tablo 7. Gruplarin SOD aktiviteleri.

(1) Kontrol 20.01 £0.20
(2) Biliriibin 9.06 +0.19
3) Kafein 20.02 £0.29
4) Kaf-Bil* 11.70£0.19
(5) Bil-Kaf** 23.41+0.21
1-2 p<0.001 1-3p:1 1-4 p<0.001 1-5 p<0.001 2-3 p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4 p<0.001 3-5 p<0.001 4-5 p<0.001
*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bil-Kaf: Bilirlibin-Kafein
25
20
E 5
2
Q 10
O
n
5 I
0
Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 13. Gruplarin SOD aktiviteleri.
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Malondialdehit Diizeyinin Degerlendirilmesi

MDA diizeyi 24. saatte degerlendirildi. MDA diizeyi kontrol grubunda 1.48 = 0.13 uM,
bilirlibin grubunda 2.19 + 0.14 uM, kafein grubunda 1.36 + 0.17 uM, Kaf-Bil grubunda 1.31
+ 0.15 uM, Bil-kaf grubunda 1.39 + 0.12 uM saptandi. Kontrol grubunda MDA diizeyi kafein
grubundan yiiksek olup; istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0.001). MDA diizeyi biliriibin
grubunda, kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf gruplarindan istatistiki olarak anlaml yiiksek
bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001). Kafein grubunda MDA diizeyi Kaf-
Bil grubundan istatistiki olarak anlamli yiiksek saptandi (p<0.001). Kafein ve Bil-Kaf
gruplarinda MDA diizeyi bakimindan istatistiki olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.05).

Kaf-Bil grubunda MDA diizeyi, Bil-Kaf grubundan diisiiktii ve istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p<0.001) (Tablo 8, Sekil 14).

Tablo 8. Gruplarin MDA diizeyleri.

(1) Kontrol 1.48+0.13
2) Biliriibin 2.19+0.14
3) Kafein 1.36 £0.17
4) Kaf-Bil* 1.31+£0.15
(5) Bil-Kaf** 1.39+0.12
1-2 p<0.001 1-3 p<0.001 1-4 p<0.001 1-5 p<0.001 2-3 p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4 p<0.001 3-5p:0.05 4-5 p<0.001

*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin

**Bil-Kaf: Biliriibin-Kafein

2,5

2
—_

E:_ 15
N’
<«

a1
=

0,5

0

Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 14. Gruplarin MDA diizeyleri.
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Total Nitrat/Nitrit Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin total nitrat/nitrit diizeyi 24. saatte degerlendirildi. Total nitrat/nitrit diizeyi
kontrol grubunda 8.85 + 0.25 uM, biliriibin grubunda 20.41 + 0.37 uM, kafein grubunda 4.04
+ 0.48 uM, Kaf-Bil grubunda 7.57 + 0.65 uM, Bil-Kaf grubunda 9.17 &+ 0.72 uM saptandi.
Kafein grubunda total nitrat/nitrit diizeyi kontrol grubundan istatistiki olarak anlaml diisiik
idi (p<0.001). Biliriibin grubunda total nitrat/nitrit diizeyi kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf
gruplarindan istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001
p<0.001). Kafein grubunda total nitrat/nitrit diizeyi Kaf-Bil ve Bil-Kaf gruplarindan istatistiki
olarak anlamli diistik idi (sirasiyla p<0.001, p<0.001). Kaf-Bil grubunda total nitrat/nitrit
diizeyi, Bil-Kaf grubundan istatistiki olarak anlamli diisiik bulundu (p<0.001) (Tablo 9, Sekil
15).

Tablo 9. Gruplarin total nitrat/nitrit diizeyleri.

Q) Kontrol 8.85+£0.25
2) Biliriibin 20.41+0.37
(3) Kafein 4.04 +0.48
4) Kaf-Bil* 7.57 +£0.65
(5) Bil-Kaf** 9.17+0.72

1-2p<0.001  1-3p<0.001  1-4p<0.001  1-5p<0.001  2-3 p<0.001
2-4p<0.001  2-5p<0.001  3-4p<0.001  3-5p<0.001  4-5p<0.001

*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bil-Kaf: Biliriibin-Kafein
— 25
>
2
H-] 20
=
=
E — 15
Z >
s 210
o
=
3 5 I I
g N
°
= 0
Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 15. Gruplarin total nitrat/nitrit diizeyleri.
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Interlokin-1p Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin IL-1p diizeyi 24. saatte degerlendirildi. IL-1p diizeyi kontrol grubunda 10.46
+ 0.13 pg/ml, biliriibin grubunda 21.41 + 0.12 pg/ml, kafein grubunda 14.99 + 0.17 pg/ml,
Kaf-Bil grubunda 15.35 + 0.18 pg/ml, Bil-Kaf grubunda 17.25 + 0.19 pg/ml saptandi. Kontrol
grubunda IL-1p diizeyi kafein grubundan istatistiki olarak anlamli diisiik saptandi (p<0.001).
Biliriibin grubunda IL-1p diizeyi, kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001). Bil-Kaf
grubunda IL-1p diizeyi kafein ve Kaf-Bil gruplarindan yiiksekti ve istatistiksel olarak
anlamliydi (sirasiyla p<0.001, p<0.001) (Tablo 10, Sekil 16).

Tablo 10. Gruplarin IL-1f diizeyleri.

(1) Kontrol 10.46 £0.13
(2) Biliriibin 21.41+0.12
3) Kafein 14.99 £0.17
4) Kaf-Bil* 15.35+0.18
(5) Bil-Kaf** 17.25+0.19

1-2 p<0.001 1-3 p<0.001 1-4 p<0.001 1-5 p<0.001 2-3 p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4 p<0.001 3-5 p<0.001 4-5 p<0.001

*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bjl-Kaf: Biliriibin-Kafein
25
- 20
=
> 15
£
i.'l'- 10
—
5
0
Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 16. Gruplarin IL-1p diizeyleri.
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Interlokin-6 Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin IL-6 diizeyi 24. saatte degerlendirildi. IL-6 diizeyi kontrol grubunda 4.27 +
0.16 pg/ml, biliriibin grubunda 5.18 £ 0.19 pg/ml, kafein grubunda 3.69 + 0.16 pg/ml, Kaf-
Bil grubunda 2.91 + 0.11 pg/ml, Bil-Kaf grubunda 3.30 + 0.12 pg/ml saptandi. Kafein
grubunda IL-6 diizeyi kontrol grubundan istatistiki olarak anlaml diisiik bulundu (p<0.001).
Biliriibin grubunda IL-6 diizeyi, kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf gruplarindan istatistiki
olarak anlamli yiikksek bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001 p<0.001). Kafein
grubunda IL-6 diizeyi Kaf-Bil ve Bil-Kaf gruplarindan daha yiiksekti ve istatistiksel olarak
anlamliydi (sirasiyla p<0.001, p<0.001). Kaf-Bil grubunda IL-6 diizeyi, Bil-Kaf grubundan
diisiiktii ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001) (Tablo 11, Sekil 17).

Tablo 11. Gruplarin IL-6 diizeyleri.

(1) Kontrol 427+0.16
(2) Biliriibin 5.18 +0.19
3) Kafein 3.69+0.16
4) Kaf-Bil* 291+0.11
(5) Bil-Kaf** 3.30+0.12

1-2 p<0.001 1-3 p<0.001 1-4 p<0.001 1-5 p<0.001 2-3 p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4 p<0.001 3-5 p<0.001 4-5 p<0.001
*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bil-Kaf: Biliriibin-Kafein

[op]

ol

~

N

IL-6 (pg/ml)

-

o

Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 17. Gruplarin IL-6 diizeyleri.
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Tiimor Nekrozis Faktor-o Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin TNF-o diizeyi 24. saatte degerlendirildi. TNF-a diizeyi kontrol grubunda
89.88 = 1.76 pg/ml, biliriibin grubunda 162.90 £+ 1.53 pg/ml, kafein grubunda 91.79 + 1.91
pg/ml, Kaf-Bil grubunda 108.61 + 2.25 pg/ml, Bil-Kaf grubunda 112.44 + 2.48 pg/ml
saptandi. Kafein grubunda TNF-a diizeyi, kontrol grubundan daha yiiksekti; ancak istatistiki
fark saptanmadi (p=0.41). Biliriibin grubunda TNF-a diizeyi, kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf
gruplarindan istatistiki olarak anlamli ytiiksek bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001,
p<0.001). Kafein grubunda TNF-a diizeyi, Kaf-Bil ve Bil-Kaf gruplarindan istatistiki olarak
diisiiktii (sirasiyla p<0.001, p<0.001). Kaf-Bil grubunda TNF-a diizeyi, Bil-Kaf grubundan
istatistiki olarak anlamli diisiik bulundu (p=0.009) (Tablo 12, Sekil 18).

Tablo 12. Gruplarin TNF-a diizeyleri.

(1) Kontrol 89.88 £ 1.76
) Biliriibin 162.90 + 1.53
3) Kafein 91.79 £ 1.91
(4) Kaf-Bil* 108.61 +2.25
(5) Bil-Kaf** 112.44 +2.48
1-2 p<0.001 1-3 p:0.41 1-4 p<0.001 1-5 p<0.001 2-3 p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4 p<0.001 3-5 p<0.001 4-5p:0.009
*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bil-Kaf: Biliriibin-Kafein
180
160
~ 140
£ 120
2100
3 80
2 60
= 40
20
0
Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 18. Gruplarin TNF-a diizeyleri.
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Toll-like Reseptor 4 Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin TLR4 diizeyi 24. saatte degerlendirildi. TLR4 diizeyi kontrol grubunda 1.56
+ 0.13 ng/ml, biliriibin grubunda 5.20 + 0.38 ng/ml, kafein grubunda 1.73 £ 0.15 ng/ml, Kaf-
Bil grubunda 3.22 + 0.25 ng/ml, Bil-Kaf grubunda 2.10 + 0.17 ng/ml saptandi. Kafein
grubunda TLR4 diizeyi, kontrol grubundan istatistiki olarak anlamli yiiksek idi (p<0.001).
Biliriibin grubunda TLR4 diizeyi, kontrol, kafein, Kaf-Bil, Bil-Kaf gruplarindan istatistiki
olarak anlamli yiikksek bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.001 p<0.001). Kafein
grubunda TLR4 diizeyi Kaf-Bil ve Bil-Kaf gruplarindan istatistiki olarak anlamli diisiiktii
(sirastyla p<0.001, p<0.001). Kaf-Bil grubunda TLR4 diizeyi, Bil-Kaf grubundan yiiksekti ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001) (Tablo 13, Sekil 19).

Tablo 13. Gruplarin TLR4 diizeyleri

(1) Kontrol 1.56 +0.13
2 Biliriibin 520+0.38
3) Kafein 1.73£0.15
4) Kaf-Bil* 3.22+£0.25
(5) Bil-Kaf** 2.10+0.17

1-2 p<0.001 1-3 p<0.001 1-4 p<0.001 1-5 p<0.001 2-3 p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4 p<0.001 3-5 p<0.001 4-5 p<0.001

*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bil-Kaf: Biliriibin-Kafein
6
5
=
£y
=
—3
x
3 2
" I I
1
0
Kontrol Biliriibin Kafein Kaf-Bil Bil-Kaf
Gruplar

Sekil 19. Gruplarin TLR4 diizeyleri
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Toll-like Reseptor 9 Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin TLRY diizeyi 24. saatte degerlendirildi. TLR9 diizeyi kontrol grubunda
142.21 £ 2.98 ng/ml, biliriibin grubunda 74.68 + 2.64 ng/ml, kafein grubunda 140.14 + 2.47
ng/ml, Kaf-Bil grubunda 114.65 + 2.84 ng/ml, Bil-Kaf grubunda 94.45 + 2.98 ng/ml saptandi.
Kafein grubunda TLRY diizeyi kontrol grubundan daha diisiik saptanirken istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmadi (p=0.29). Biliriibin grubunda TLR9 diizeyi kontrol, kafein, Kaf-Bil,
Bil-Kaf gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (sirasiyla p<0.001, p<0.001,
p<0.001 p<0.001). Bil-Kaf grubunda TLRY diizeyi kafein ve Kaf-Bil gruplarindan daha
diisiiktii ve istatistiksel olarak anlamliydi (sirastyla p<0.001, p<0.001) (Tablo 14, Sekil 20).

Tablo 14. Gruplarin TLRO diizeyleri

Q) Kontrol 142.21 £2.98
(2) Biliriibin 74.68 + 2.64
3) Kafein 140.14 £2.47
4) Kaf-Bil* 114.65+2.84
(5) Bil-Kaf** 94.45 +£2.98
1-2 p<0.001 1-3 p:0.29 1-4 p<0.001 1-5 p<0.001 2-3 p<0.001
2-4 p<0.001 2-5 p<0.001 3-4 p<0.001 3-5 p<0.001 4-5 p<0.001
*Kaf-Bil: Kafein-Biliriibin **Bil-Kaf: Biliriibin-Kafein
160
140
E 120
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TARTISMA

Indirek hiperbiliriibinemi, ekstrauterin hayata adaptasyon déneminde, bebeklerin
cogunda fizyolojik olup, TSB konsantrasyonlari bebek ig¢in tehlike olusturmayacak
diizeylerde kalir (75,76). Yenidoganlarin kii¢iik bir bdliimiinde ise TSB, viicudun
noroprotektif savunma sistemini asarak geri doniisiimsiiz beyin hasar1 olusturabilecek
diizeylere ulagsmaktadir. Kernikterus olarak da adlandirilan kronik biliriibin ensefalopatisinin
insidansi tam olarak bilinmemekle birlikte, Kuzey Amerika ve Avrupa’da goriilme sikliginin
100 000 canli dogumda 1-1.4 oldugu tahmin edilmektedir (77). Beyinde en sik etkilenen
bolgeler bazal ganglionlar, hipokampus, substantia nigra, okiilomotor, vestibiiler, koklear,
fasiyal sinir ¢ekirdekleri, beyin sap1 ¢ekirdekleri, 6zellikle ponsun retikiiler yapisi, serebeller
cekirdekler ve medulla spinalisin 6n boynuz hiicreleridir.

Biliriibini okside eden enzimler beyin, bagirsak, karaciger ve bdbregin mitokondri
membraninda bulunmaktadir. Klinik deneyimler biliriibin norotoksisitesine yenidoganlarin
daha duyarli oldugunu gostermistir. Bu durum immatiir beyin dokusunda biliriibin oksidaz
aktivitesinin matiir beyin dokusuna gore daha az olmasi ile agiklanmaya calisilmistir.
Biliriibin oksidaz aktivitesinin genetik olarak heterojen olmasi, biliriibine karsi duyarliligin
bireysel olarak farkli olmasini aciklayabilmektedir (38). Indirekt biliriibinin hangi diizeyde
norotoksik oldugu kesin olarak bilinmemekle birlikte (78), pik serum biliriibin diizeyinin >22
mg/dl olmasinin kotli norogelisimsel sonug i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu bildirilmistir
(79). Ancak preterm yenidoganlarda, 6zellikle hipoksi, asidoz, sepsis, hemoliz ya da kan-
beyin bariyeri hasar1 gibi ek bir faktoriin varlifinda daha diisiik bilirlibin seviyelerinde
norolojik hasar gelistigi rapor edilmistir (6).

Biliriibin ensefalopatisinin patofizyolojisi, biliriibinin 6zellikle bazal ganglionlarda
depolanma nedeni ve ndéron hasarinin mekanizmasi da tam olarak bilinmemektedir (33). Bu
nedenle bu konularin aydmlatilmasini amaclayan caligmalara paralel olarak, biliriibin
norotoksisitesine bagli nérolojik sekellerin 6nlenmesine yonelik ¢alismalar da yogun bigimde
sirdiirilmektedir. Bu ¢alismada da noéronlara temel trofik ve metabolik destek saglayan
astrosit hiicrelerinde biliriibinin toksik etkileri ve kafeinin toksisitenin dnlenmesindeki rolii
arastirildu.

Indirekt biliriibin, astrosit ve néronlar i¢in diisiik diizeyde antioksidan, yiiksek diizeyde
sitotoksik etkili oldugundan, hiicre i¢i konsantrasyonu diisiik seviyede tutulmalidir (4). Kan-
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BOS bariyeri, BOS’tan kana biliriibinin atilmasini saglayan transporterler, oksidasyon ve
konjugasyonla biliriibinin toksik olmayan molekiillere doniistiiriilmesi sayesinde SSS indirekt
bilirlibinin toksik etkilerinden korunmaktadir (49).

Biliriibin toksisisitesinde ana hedef glial hiicreler ve néronlardir. Néronlarin biliriibinin
toksik etkisine astrositlerden daha duyarli oldugu diisiiniilmektedir (5,28,80). Beyinde en
yogun hiicre toplulugu olan astrositler, néronlara metabolik, trofik destek sagladiklari ve kan-
beyin bariyerinin olusumuna katkida bulunduklari i¢in SSS’nin korunmasinda kritik 6nem
tagirlar. Kan-beyin bariyerinin hasarinda biliriibine ilk maruz kalan hiicreler astrositlerdir
(5,56,80,81). Biliriibini hiicre digina atan pompa ekspresyonunun artisi ve yiiksek antioksidan
kapasiteleri nedeniyle, astrositlerin biliriibinin olusturdugu oksidatif hasara néronlardan daha
direngli oldugu ve noronlar1 toksik hasardan korudugu bildirilmistir (5,56). Bu nedenle
deneysel olarak olusturulan bir ¢ok kernikterus modelinde astrositler kullanilmistir.
Bilirlibinin  sitotoksik etkisiyle hasarlanan astrositlerin, biliriibin ensefalopatisinin
patogenezinde 6nemli oldugu belirtilmistir (5,24,28,46,81). Tiim bu bulgulara dayanilarak
ciddi hiperbiliriibinemi sirasinda gelisen ensefalopatide astrositlerin 6nemli rolii oldugu ve
gelecekteki tedavi modellerinde astrositlerin potansiyel hedef olacagi diistiniilmektedir.
Toksikolojik ve ndrotoksikolojik calismalar i¢in ¢ok kullanisli olan primer hiicre kiiltiir
sistemleri ayrica farkli noron hiicrelerinin toksinlere farkli duyarliliginin degerlendirilmesinde
de kullanilmaktadir (57). Biz de ¢alismamizda biliriibinin toksik etkisini degerlendirmek igin
primer astrosit hiicre kiiltiiriinii kullandik.

Indirekt biliriibinin plazma proteinlerine bagl olmayan serbest fraksiyonu, elektriki
olarak nétral diasitler olup; hiicre membranlarini kolaylikla gegebilir. in-vitro galismalarda
biliriibinin serbest fraksiyonunun, akdz saturasyonun altindaki konsantrasyonlarda (70 nM)
ndron koruyucu oldugu (82), ndérotoksik etki i¢in esik degerin 71-770 nM arasinda degistigi
gosterilmistir (2,25,49). Biliriibinin norotoksik esik degerinin genis bir aralikta olmasi, hiicre
fonksiyonlar1 ve maturasyonunun, kullanilan metodlarin, kiiltiirde bekleme siirelerinin farkli
olmasindan kaynaklanabilir (2). Calismamizda primer astrosit hiicre kiiltiiriine indirekt
biliriibin sirastyla 1000 uM, 800 uM, 400 uM, 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM, 5
uM, 2.5 uM, 1 pM konsantrasyonlarda uygulandi. Diger ¢aligmalara benzer sekilde biliriibin
konsantrasyonu arttik¢a hiicre 6liim oraninin arttigi ve TCso degerinin 50 uM oldugu saptandi
(2,29,30,81,83).

Bilirlibin norotoksisitesinin dnlenmesi amaciyla bircok deneysel ¢alisma yapilmistir.
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Brito ve arkadaslarinin ¢alismasinda (23), glikoursodeoksikolik asidin, biliriibine bagli olusan
lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu azaltarak noroprotektif etkili oldugunu
gosterilmis. Silva ve arkadaslarinin ¢alismasinda (24), ursodeoksikolik asitin glial ve ndronal
hiicrelerde biliriibine bagli gelisen apopitozisi inhibe ettigi saptanmis. Almaas ve
arkadaslarinin ¢alismasinda (27), deksametazonun biliriibine baglh interlokin 8 ve Monocyte
chemoattractant protein-1 salinimini inhibe ederek biliriibin nérotoksisitesine karsi koruyucu
etki gosterdigi bulunmus. Zhang ve arkadaslarinin ¢alismasinda (26) profilaktik olarak
uygulanan taurinin, hiicre i¢i kalsiyum dengesini diizenleyerek ve apopitozisi inhibe ederek
biliriibin norotoksisitesinde koruyucu etkili oldugu gosterilmis. Grojean ve arkadaslarinin
caligmasinda (25) NMDA reseptdr antagonisti MK-801’in biliriibin norotoksisitesinde
koruyucu etkili oldugu bildirilirken; Shapiro ve arkadaslarinin ¢alismasinda (45) bu koruyucu
etki gosterilememistir. Geiger ve arkadaslarinin ¢alismasinda (84), ratlarda biliriibin
norotoksisitesi olusturulmadan 6nce uygulanan minosiklinin antiapopitotik ve antiinflamatuar
etkiyle ndrotoksisiteyi ve Brainstem auditory evoked response bozuklugunu engelledigi rapor
edilmistir. Ancak Li ve arkadaslarinin ¢alismasinda (85), minosiklinin ventral kohlear nukleus
noronlarinda biliriibine bagli hipereksitasyonu inhibe etmedigi saptanmis. Becerir ve
arkadaslarinin ¢alismasinda (83), profilaktik dokosaheksaenoik asitin, primer astrosit hiicre
kiiltiiriinde biliriibine bagli apopitozisi azalttigi, hiicre canliligini ve antioksidan enzimleri
arttirdigir gosterilmis. Sahin’in tez calismasinda (29), primer astrosit hiicre kiiltiiriine hem
profilaktik hem de tedavi edici olarak uygulanan ginkgo bilobanin biliriibin sitotoksisitesini
ve apopitozisi azalttig1; Kiicliktag¢1’nin tez ¢alismasinda (30), primer astrosit hiicre kiiltiiriine
profilaktik ve tedavi edici olarak uygulanan Epo’nun biliriibine bagli sitotoksisite, apopitozis
ve inflamatuar sitokinleri azalttigi, hiicre canliligt ve antioksidan enzimleri arttirdigi
saptanmis.

Hem in vivo, hem in vitro ¢aligsmalarda néroprotektif etkisi saptanan kafeinin, bu etkiyi
antiapopitotik, antienflamatuar, antioksidan ve norotrofik Ozellikleriyle gdsterdigi
bildirilmistir (10-13,19-21). Adenozinin ndrotransmitter sistemdeki inhibitor etkilerini
onleyerek motor aktivasyonu ve uyanikligi saglayan kafeinin, ndronal sinyal regiilasyonunda
anahtar rol oynayan glutamati, Aza reseptor blokaji yaparak eksitotoksisiteyi Onledigi
gosterilmistir (13,20,21).

Deneysel ¢alismalarda kullanilan bir giinliik ratlarin 22-24 haftalik fetiise, ti¢ glinliik

ratlarin 28-32 haftalik fetlise karsilik geldigi bildirilmektedir (86). Caligmamizda iki giinliik
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yenidogan ratlar kullanildi. Fenton fetal-infant biiyiime kartlarinda 26-28 haftalik bebeklerin
50. persantil viicut agirligi 1 kg’a denk gelmektedir (87). BPD tedavisinde kafeinin tedavi
edici plazma konsantrasyonu 8-20 pcg/ml, kafeinin bu diizeyleri saglayabilecek yiikleme dozu
20-40 mg/kg, idame dozu 5-20 mg/kg olarak bildirilmektedir (63-65). Agirlig1 1 kg olan bir
bebegin viicut yiizey alan1 0.12 m?’dir. Metrekare hesabi1 yapildiginda kafein idame dozu 40
mg/m? olarak saptanmustir. Hiicre kiiltiiriinde calistigimiz petriler 25 cm? oldugundan, idame
tedavi dozu 100 uM olarak hesaplanmustir. Literatiirde VLBW bebeklerde plazma tedavi edici
konsantrasyonunun 80-110 uM oldugu bildirilmektedir (88).

Calismamizda astrosit hiicre kiiltiiriine uygulanan farkli dozlarda (5000 uM, 2500
uM, 1000 uM, 800 uM, 400 uM, 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM,
1 uM) kafeinin hiicre canliligina etkisi arastirildi. Hiicre canliligin1 %100 arttiran kafein
konsantrasyonu 100 uM olarak saptandi. Bu doz ayni zamanda bizim hesapladigimiz idame
doz ile esdegerdir.

Biliriibin norotoksisitesinin altinda yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar yogun
arastirmalara ragmen halen tam olarak aydinlatilamamis, ancak birgok mekanizma ile
aciklanmaya calisilmistir. Biliriibin toksisitesine bagli olarak, ratlarda noron hiicreleri ve
mitokondri membranlarinda lipid akiskanligi, protein siralanmasi ve redoks durumunun
bozuldugu, mitokondriyal permeabilite ve sitokrom C salgilanmasinin arttig1, mitokondrinin
sistigi, hiicre enerji metabolizmasinin, Na"™-K~ ATP az plazma membran transport sisteminin,
Ca baglayan protein ekspresyonunun bozuldugu, eksitotoksik norotransmitter glutamat
salgilanmasimin artip uptake’nin azaldigi, artan oksidatif stres, NO (nitrik oksit) ve
inflamasyon sonucunda hiicrenin nekroz ya da apopitoz ile 6liime gittigi gosterilmistir
(25,41,78,89). Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 50 uM konsantrasyonda
indirekt biliriibinin, hiicre canliligin1 yaklasik %60 oraninda azalttig1, apopitozisi yaklasik 7
kat arttirdig, profilaktik ve tedavi edici olarak uygulanan 100 pM kafeinin hiicre canliligini
arttirdig1, apopitozisi azalttig1 saptandi.

Hayvan ¢alismalarinda kafeinin hipoksinin olusturdugu hasar1 azaltarak beyin koruyucu
etki gosterdigi saptanmistir (10,11). Kronik hipoksi ve adenozin reseptor aktivasyonu,
oligodendrositlerin maturasyonunun bozulmasina ve periventrikiiler beyaz cevher hasarina
yol agmaktadir. Periventrikiiler beyaz cevher hasari, serebral miyelinizasyon ve
serebrokortikal voliim azalmasi, ventrikiillomegali serebral palsi ve biligsel bozukluklarin en

onemli nedenidir. Back ve arkadaslarinin ¢aligmasinda (11) yenidogan fareler postnatal 3-12.
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giinlerde hipoksik birakilarak hipomiyelinizasyon ve ventrikiillomegali olusturulmus.
Hipoksik gruba 20 uM kafein uygulanmas: ile fare yavrularinda miyelinizasyonun arttigi,
ventrikiillomegalinin azaldig1 saptanmis. Bu calisma ile kafeinin erken postnatal donemde
periventrikiiler beyaz cevher hasarim1 azaltabilecegi sonucuna varilmis. Kumral ve
arkadaslarinin ¢alismasinda (10) yenidogan ratlarda hipoksik iskemik hasardan sonra 1-7.
giinlerde 10 mg/kg dozda intraperitoneal uygulanan aminofilinin beyin hasar1 ve kognitif
fonksiyonlara etkisi arastirilmis. Hipoksik grupta apopitozisin arttigi, hipoksiden sonra
aminofilin uygulanan grupta apopitozisin azaldig1 saptanmistir.

Deneysel calismalarda hiperoksinin olusturdugu néron hasarimi kafeinin azalttig
gosterilmistir (12). Endesfelder ve arkadaslarinin ¢alismasinda (12) alt1 giinliik rat yavrularina
hiperoksi maruziyetinden sonra uygulanan 10 mg/kg kafeinin, hiperoksiye bagli néron
Olimilini ve apopitozisi azalttigt saptanmistir. Gozlenen yararli etkiler kafein ve
metabolitlerinin antioksidan 6zelliklerine ve A1 ve Agza reseptorlerinde adenozin ve kafein
arasindaki yarigsmaya dayandirilmig. Deneysel calismalarda norotoksinlerin olusturdugu
noron hasarini kafeinin azalttig1 gosterilmistir (13,14). Nobre ve arkadaslarinin ¢alismasinda
(13) 6-hidroksidopamin ile norotoksisite olusturulan rat mezensefalik hiicre kiiltiirlerinde,
kafein ve 8-(3-chlorostyryl)-caffeine’in sitotoksisiteyi onledigi, apopitozisi gerilettigi, lipid
peroksidasyonu ve nitrit tiretimini engelledigi rapor edilmistir. Alvira ve arkadaslarinin
caligmasinda (14) yedi gilinlik rat yavrularinda, 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)
norotoksin ile serebellar graniil néron kiiltiiriinde olusturulan nérotoksisiteyi, 1-20 mM
kafeinin apopitozisi azaltip, hiicre canliligin arttirarak engelledigi saptanmigtir. Adenozin
reseptdr antogonistleri kullanilarak, kafeinin néron koruyucu etkisinin adenozin reseptor
blokajina bagli olmadigi, MPP+ noérotoksine bagli apopitozisin Ataxia Telengiectasia Mutant
Kinaz/p53 yolag: ile iligkili oldugu gosterilmistir. Calismamizda primer astrosit hiicre
kiiltiiriinde biliriibinle olusturulan sitotoksisitenin, sitotoksisite olusturulmadan 6nce ve sonra
uygulanan kafeinle geriledigi, apopitozun azaldigi, hiicre canliliginin arttigi goriilmekle
birlikte proflaktik kafeinin daha etkili oldugu bulundu. Calismamizin sonuglari, diger
caligmalar gibi kafeinin néroprotektif etkili oldugunu desteklemektedir.

Ratlarda dogumdan sonra ilk iki hafta, néron biiyiimesi ve sinaptogenezis i¢in kritik
donemdir. Juarez ve arkadaslarinin ¢alismasinda (15), neonatal ratlarda kronik kafein
uygulamasinin, prefrontal korteks piramidal noronlarinda dendrit uzunluguna etkisi

arastirilmis. Postnatal 1-12. giinlerde 50 mg/kg dozda, s.c verilen kafeinin etkisi puberteden
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once (postnatal 35. giin) ve puberteden sonra (postnatal 70. giin) incelendiginde, prefrontal
korteks piramidal néronlarinda dendrit uzunluklarinda kalici artis saptanmis. Neonatal kafein
uygulamasinin, piramidal noronlara etkisinin puberteye kadar devam ettigi ve dikkat, ii¢
boyutlu 6grenme gibi biligsel beyin fonksiyonlarini etkileyebilecegi sonucuna varilmistir.
Calismamizda biliriibin sitotoksisitesi olusturulan primer astrosit hiicre kiiltiiriinde kafeinin
erken etkileri arastirild1 ve noroprotektif etkili oldugu gosterildi.

Kafeinin beyin koruyucu etkili oldugunu bildiren ¢alismalar yaninda, hiicre 6limiinii
arttirdigin1 rapor eden calismalar da bulunmaktadir (90-92). Marret ve arkadaslarinin
calismasinda (90), yenidogan rat beyin astrosit hiicre kiiltiiriine kafein eklenmesinin hiicre
sayisina etkileri arastirilmis. Astrosit hiicre kiiltlirtine 102 pM konsantrasyonda kafeinin
astrosit hiicre sayisinda degisiklige yol agmadigi, 255 uM konsantrasyonda kafeinin ise
astrosit hiicre sayisinda %30 azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Caligmamizda astrosit
hiicre kiiltiirtine 100 uM konsantrasyonda uygulanan kafeinin 48. saatte hiicre canlilifini
arttirdig1 (Sekil 6), 100 uM kafeinin hiicre canliligina etkisinin kontrol grubu ile benzer oldugu
(Sekil 7), hem profilaktik hem de tedavi edici olarak uygulanan 100 uM kafeinin biliriibin
sitotoksitesini azaltarak 48. saatte hiicre canliliginmi arttirdigr (Sekil 7), 24. saatte apopitozu
azalttig1 (Sekil 8) saptandi. Calismamizda, Marret ve arkadaglarinin ¢aligmasinin tersine,
kafeinin daha yiiksek konsantrasyonlarinda (100-5000 uM) hiicre canliliginin azalmadig,
hiicre canliliginin maksimum %108’e ulastig1 goriildii.

Kang ve arkadaslarinin (91), in vivo olarak kafeinin nérotoksik etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, yedi giinliik rat yavrularina giinde ti¢ kez 50 mg/kg dozda i.p uygulanan
kafeinin, ilk dozdan 24 saat sonra ¢esitli beyin alanlarinda apopitotik hiicre 6liimiini arttirdigi
saptanmis. Ayni grubun in vitro ¢alismasinda glial-kortikal hiicre noronlarina 150-1000 uM
konsantrasyonda kafein uygulamasindan 24 saat sonra glia hiicreleri ve astrositler intakt
kalirken, kortikal ndronlarda 300-1000 pM konsantrasyonlarda doz bagimli olarak noéron
Oliimiiniin arttig1 ve ndron sayisinin azaldigi saptanmis. Kafeinin 300 pM’dan yiiksek
dozlarda murine kortikal hiicre kiiltiirinde norotoksik oldugu, norotoksik etkinin oksidatif
stres ve eksitotoksisite araciligiyla degil, selektif pro-apopitotik bir proteaz olan kaspaz 3
aktivasyonu araciligiyla oldugu gosterilmis. Calismamizda, Kang ve arkadaslarinin (91) in
vitro ¢aligmasina benzer sekilde, astrosit hiicre kiiltiiriine 100 uM konsantrasyonda uygulanan
kafeinin 48 saat sonra %100 hiicre canliligini sagladigi gosterildi.

Desfrere ve arkadaslarinin galismasinda (92), yenidogan farelere 3. giin 10 mg/kg
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dozda, 4-10. giinlerde 2,5 mg/kg dozda i.p olarak uygulanan kafeinin, ilk iki hafta, astrosit
proliferasyon ve maturasyon markirlari olan glial fibriler asidik protein ve calcium binding
protein [§ ekspresyonunda doz bagimli olarak gegici azalmaya neden oldugu gozlenmistir.
Astrositlerin - noron fonksiyonlar1 ve plastisiteyi destekledigi, ekstraselliiler sivi
homeostazisini, norotransmitter ve norotrofik faktorlerin  salinmasim  diizenledigi
vurgulanarak, postnatal donemde uygulanan kafein etkisiyle astrositlerin azalmasi ve
astrositogenezisin  bozulmasinin, aktif gelisme doneminde beyin fonksiyonlarini
etkileyebilecegi ileri siiriilmiis. Calismamizda astrosit proliferasyon ve maturasyon markirlari
calisiilmamakla birlikte, tersine kafein uygulanmasindan 48 saat sonra astrosit hiicre
canliliginin %100 konsantrasyonda devam ettigi gosterildi.

Kafeinin klinik ¢alismalarda beyin koruyucu etkileri ilk kez Schmidt ve arkadaslarinin
(17) 2007 yilinda yapilan ve 2006 prematiireyi kapsayan retrospektif epidemiyolojik
caligmasinda gosterilmistir. Schmidt ve arkadaslarinin randomize, plasebo kontrollii
calismasinda (17,70), dogum agirhgi 500-1250 gr olan 2006 bebekte, premature apnesi
tedavisinde kullanilan metalksantinlerin 18-21. ayda ndrogelisim ve biiyiimeye geg etkileri
arastirllmis. Diizeltilmis yaslar1 18-21 aylik oldugunda, verilerine ulasilabilen kafein
grubunda 937, plasebo grubunda 932 bebek degerlendirilmis. Plaseboyla karsilastirildiginda
kafein tedavisinin, serebral palsi (%4.4 vs %7.3 p=0.009) ve kognitif gecikme insidansini
(%33.8 vs %38.3 p=0.04) anlamli olarak azalttig1, diizeltilmis yas 18-21. ayda, ndrogelisimsel
bozukluk olmaksizin yasam oranlarini arttirdigi saptanmistir. Ancak ayni bebekler 5 yasina
geldiginde kafein grubundaki 803 ve kontrol grubundaki 807 bebek tekrar
degerlendirildiginde, kafeinin norogelisimsel bozukluk olmaksizin yasam oranlarini
diizeltmedigi sonucuna varilmistir. Calismamizda 26-28 haftalik pretermlere karsilik gelen iki
glinliik ratlardan elde edilen ve biliriibin toksisitesine maruz birakilan primer astrosit hiicre
kiiltiiriinde, kafeinin biliriibin toksisitesini azalttigi saptandi. Calismamizin sonuglari, kafeinin
erken donemde noroprotektif etkili oldugunu ve VLBW bebeklerde bu etkileri nedeniyle de
kullanilabilecegini desteklemektedir.

VLBW pretermlerde kafeinin norolojik sonuglari diizeltme mekanizmasini arastiran bir
caligmada, dogum agirligi <1251 gr pretermlere postnatal 3. giin ylikleme ve idame dozda
baslanan kafeinin diizeltilmis 38-42 haftada beyine etkileri arastirilmis. Bu bebeklerde beyin
MR goriintiilerinde beyaz ve gri madde anormallikleri, tiim ve bdlgesel beyin hacimleri

acisindan kontrol grubuyla fark saptanmazken; difiizyon MR degerlendirmesinde kafein
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verilen pretermlerde beyaz cevher mikro yapisinda belirgin gelisme saptanmis. Kronik kafein
maruziyetinin pretermlerde serebral beyaz madde gelismesini diizelterek norogelisimsel
sonuglari diizelttigi sonucuna varilmistir (18). Deneysel ¢alismamizda kafeinin beyaz cevhere
etkileri arastirrlmamakla birlikte, deneysel biliriibin toksisitesi modelinde kafeinin astrosit
hiicre canliligini, antioksidan enzimleri arttirip, apopitozu, proinflamatuar sitokinleri
azaltarak, noron destek hiicreleri astrositler aracilifiyla beyin koruyucu etkili olduklar
gosterildi.

Apne profilaksisi ve tedavisi i¢in kafein almasi planlanan median gebelik yas1 29 (24-
33) hafta, dogum agirlig1 1200 (590-2435) gr, postnatal yas1 2 (1-14) giin olan 51 preterm
bebegin incelendigi bir caligmada, 10 mg/kg dozda iv kafein tedavisinden dnce ve sonra iki
saat siireyle amplitiid entegre elektroensefalografi (aEEG) kaydi yapilmig. Kafein
uygulanmasindan sonra aEEG ile serebral kortikal aktivitenin arttig1 gosterilmis. Bu etkinin
kafeinin noroprotektif etkisiyle iliskili olup olmadig1 bilinmemekle birlikte, néronal kortikal
aktiviteyi azaltan ilaglarin neonatal ratlarda nérogenezisi inhibe ettigi, ndronal dejenerasyona
yol actigi, diisik noronal aktivitenin ndronlarda apopitozu arttirdigi, proliferasyonu
engelledigi, dolayisiyla kafeinle serebral kortikal aktivite artiginin néronlarin canli kalma
olasiligini arttiracagi ileri siiriilmiistiir (69). Apne profilaksisi ve tedavisinde kullanilan ve
yukaridaki ¢alismada serebral kortikal aktiviteyi arttirict etkilerinin néron canliligini
destekleyecegi yorumlanan kafeinin, calismamizda biliriibin nrotoksisitesinin yikici etkilerini
diizelttigi gosterildi.

Aerobik metabolizma sirasinda, normal hiicre fonksiyonun bir parcasi olarak siirekli
olusan serbest radikallerin neden oldugu oksidatif strese karsi hiicrelerin korunma
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Viicuttaki oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki denge
oksidan giicler lehine bozuldugunda hiicre ve doku hasar1 meydana gelmekte, oksidatif stresle
iligkili hastaliklar olusmaktadir (93,94). Dokularda oksidatif hasara kars1 antioksidan enzim
sistemleri SOD, CAT, GPx’dir. Enzimatik olmayan endojen antioksidanlarin en
onemlilerinden biri ise glutatyondur (56,95). Oksidatif hasarin 6nlenmesinde hayati 6nemi
olan SOD, siiperoksitin H,O2’ye dismutasyonunu hizlandirmakta, daha sonra CAT enzimi
olusan H>02’yi H20 ve O2’ye doniistiirerek detoksifiye etmektedir. GPx hiicrelerde olusan
hidroperoksitleri uzaklastiran ve intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyan en
onemli enzimdir (93). Yiiksek konsantrasyonlarda biliriibinin, kortikal sinaptozom

membraninda lipid peroksidasyonunu, protein oksidasyonunu ve serbest radikalleri arttirarak
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oksidatif stresi indiikledigi, bu durumun rediikte glutatyon (GSH)/okside glutatyon (GSSG)
oraninin azalmasiyla iliskili oldugu bildirilmistir (41). Biliriibine maruz kalan néronlarda
NADPH ve sistein azalmasia sekonder GSH’de azalma, GSH Onciisii olan N-asetil sistein
verilen ratlarda, bilirtibinin indiikledigi oksidasyonda azalma gosterilmistir (28).

Lee ve arkadaglarinin (96) deneysel c¢alismasinda, kafeinin ana metabolitleri 1-
metilksantin ve 1-metilurik asid’in, fizyolojik (40 mikromol/l) konsantrasyonlarda
antioksidan 0Ozellik gosterdigi, in vitro sartlarda LDL oksidasyonunu onleyebildigi
bildirilmistir. Mukhopadhyay ve arkadaslarmin ¢alismasinda (97), yetiskin farelere 1 ay siire
ile 20 mg/kg/giin dozda uygulanan kafeinin, hepatik CAT ve SOD aktivitelerini arttirdig,
MDA diizeylerini azalttigi gosterilmistir. Yetiskin ratlarda yapilan bir baska ¢alismada,
serebral iskemi-reperfiizyonla olusturulan serebral hasara karsi ¢ayda dogal olarak bulunan
kafein (10 mg/kg iv.) ve theanin (1mg/kg/m?ip.) tedavilerinin etkinligi arastirilmis. Theanin
ve kafein kombine tedavisinin, serebral iskemi-reperfiizyondan sonra olusan beyin 6demi ve
enfarktini, MDA’y1 6nemli 6lgiide azalttigi; SOD, GPx ve glutatyon seviyelerini belirgin
arttirdigr  saptanmis ve noroprotektif etki antioksidan ve antiinflamatuar Ozelliklerine
baglanmistir (98). Devasagayam ve arkadaslarinin  ¢aligmasinda (99) 1 mM
konsantrasyondaki kafeinin antioksidan etkiyle yetiskin rat karacigerinde serbest oksijen
radikallerini inaktive ettigi, lipid peroksidasyonunu azalttig1 ve mitokondriyal membranlari
yetmezlikten korudugu bildirilmistir.

Abreu ve arkadaslarinin ¢alismasinda (100) 21 giinliik ratlarda kronik kafein (90 giin
stireyle 20-40 mg/kg/giin) tiiketiminin rat beyninde antioksidan sistem ve bilissel davranislar
iizerindeki etkileri arastirilmis ve kafeinin lipid peroksidasyonunu azaltip, rediikte glutatyonu,
glutatyon rediiktaz ve SOD aktivitelerini arttirarak antioksidan sistemi korudugu, yasa bagl
biligsel fonksiyonlardaki azalmay: onledigi sonucuna varilmistir. Calismamizda yenidogan
rat astrosit hiicre kiiltiiri modelinde, 50 pM biliriibinle olusturulan sitotoksisitenin,
antioksidan etkili CAT, GPx, SOD enzim aktivitelerini ve glutatyon diizeyini diisiirdiigii, 100
puM kafeinin profilaktik ve tedavi edici olarak uygulanmasinin CAT, GPx, SOD aktivitelerini
ve glutatyon diizeyini yiikselttigi gosterildi. Tim bu bulgular kafeinin biliriibin
sitotoksisitesinde etkili bir antioksidan oldugunu desteklemektedir.

Oksidatif stres belirtegleri ile TNF-o salinimi ve NF-kB’nin aktivasyonu koreledir.
Biliriibinin etkisi ile astrositler ve néronlardan NF-kB ve mitojen aktive edici protein kinaz

araciligtyla TNF-a, IL-1P, IL-6 sekresyonu artip inflamatuar reaksiyona sebep olmaktadir.
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Sitokinlerin astroglial hiicrelerin 6liimiinii indiikleyici etkisi olup, bu kaskadi bloke edecek
ajanlarin indirekt biliriibine bagl beyin hasarini 6nleyebilecegi diigiiniilmektedir (23,46).
VLBW (=30 hf) bebeklerde median 3. giin baglanan kafeinin (20 mg/kg ylikleme, 5 mg/kg
idame) sitokinlere etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, tedavinin 7. giinii terapotik serum
kafein diizeylerinin (10-20 pg/ml) proinflamatuar TNF-a, IL-1B, IL-6’y1 azalttigi,
antiinflamatuar 1L-10’u arttirdigi >20 pg/ml serum kafein diizeylerinin ise proinflamatuar
sitokinleri arttirdigi, IL-10’u azalttigi saptanmis. Calismamizda literatiire uygun olarak 20
ug/ml *ye karsilik gelen 100 uM kafein kullanildi ve kafeinin bu konsantrasyonda, bilirubin
sitotoksisitesi olusturulan astrositlerde antiinflamatuar etkili oldugu gosterildi (101).
Prematiire apnesi tedavisinde yaygin olarak kullanilan kafeinin, proinflamatuar etkilerinden
sakinmak i¢in, kan diizeylerinin monitdrizasyonu konusunda yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Chavez-Valdez ve arkadaglarinin (19) ¢alismasinda, lipopolisakkarid (LPS)’le aktive
olan kord kani monositlerine maternal uygulanan kafeinin, adenozin reseptor mRNA ve
protein ekspresyonuna etkileri arastirtlmis. LPS’in monositlerde A1R ekspresyonunda artisa,
50 uM kafeinin TNF-a sekresyonunda %20-50 azalmaya yol a¢tig1 saptanmis. Kafeinin, A1R
blokaj1 yoluyla TNF-a yapimini inhibe ederek antiinflamatuar etkili oldugu vurgulanmas.
Calismamizda profilaktik ve tedavi edici olarak uygulanan kafeinin, bilirtibin sitotoksisitesine
bagli artan TNF-a ve inflamatuar biyomarkirlar IL-1p, IL-6 diizeylerini azalttig1 saptandi. Bu
sonuglar, yenidoganlarda apne profilaksisi ve tedavisinde yaygin olarak kullanilan kafeinin,
adenozin reseptdr antagonizmasi yoluyla antiinflamatuar etki saglayarak, hiperbiliriibinemiye
bagli beyin hasarini da azaltabilecegini desteklemektedir.

Onceki galismalarda inflamasyonun, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin iiretiminin
artmasiyla iliskili oldugu, biliriibinin indiikledigi ndronal oksidatif hasarda NO’nun anahtar
mediator oldugu bildirilmistir. Bilirlibinin postsinaptik néronda NMDA subtip glutamat
reseptoriinii uyarmast sonucu ndronal NO sentaz ekspresyonu, NO sentezi ve nitrit iiretimi
artmaktadir. Yapimi artan NO’nun, protein oksidasyonu, mitokondriyal disfonksiyon, enerji
eksikligi, glutatyon azalmasi, apopitozis ve hiicre 6liimiine yol a¢tigi, NO sentaz inhibitorii L-
NAME uygulanmasiyla biliriibin nérotoksisitesinin azaldigi gosterilmistir (80,89,102). Nobre
ve arkadaslarinin ¢alismasinda (13) rat mezensefalik hiicre kiiltiirlerinde 6-hidroksidopamin
ile olusturulan hasardan sonra uygulanan kafein ve 8-(3-chlorostyryl)-caffeine’in nitrit yapimi
ve beyin hasarini onledigi saptanmistir. Calismamizda bilirlibin sitotoksisitesine bagli artan

total nitrat/nitritin, profilaktik ve tedavi edici olarak uygulanan kafeinle azaldig1 saptandi. Bu
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sonug, biliriibin sitotoksisitesinde kafeinin antinitrozatif etkili oldugunu desteklemektedir.
TLR’ ler mikroorganizmalara kars1 dogal immiin cevabin olugsmasinda énemli rolii olan
transmembran proteinlerdir. Giincel kanitlar TLR’lerin, ekzojen patojen iliskili LPS gibi
molekiiler paternlerden baska, noninfeksiy6z doku hasariyla iligkili sodium hiyaluronat,
fibrin gibi molekiiler patern ve ligandlar1 da taniyarak, patojenden bagimsiz inflamasyon
olusumunda 6nemli rollerinin oldugunu desteklemektedir. Organel yikimi ve hiicre 6liimiine
yol acan doku hasarmin, TLR ligantlar1 gibi davranan endojen hasar molekiilleri olusturdugu
gosterilmistir (103-105). Glial hiicre membraninda ekprese olan TLR4{in gesitli patojenler ve
hasarlanan hiicreler tarafindan aktive edilmesiyle, glial hiicrelerden TNF-a, NO, IL-1p ve
reaktif O radikalleri gibi inflamatuar sitokin, kemokin, norotoksik maddelerin
salgilanmasinin ve buna bagli doku ve hiicre hasarmin arttig1 bildirilmistir (105).

TLR’lerin beyin hiicreleri ve inflamatuar hiicreler {izerindeki ekspresyonu ile serebral
hastaliklarin patogenezine katkisi oldugu diisiiniilmektedir. Serebral iskemide, beyin
parankiminde 16kosit infiltrasyonuyla karakterize yogun bir inflamasyon olustugu,
inflamasyona katilan notrofillerin TLR4 aktivasyonuyla olusturduklari inflamatuar cevabin
infarkt alanini arttirdigi gosterilmis (103). Demansin en sik goriilen formu olan Alzheimer
hastaliginda mikroglialar tarafindan sentezlenen TLR’lerin 6nem kazandigi diisiiniilmiis ve
TLR4’in TNF-o, IL-1B, IL-17 gibi sitokinlerin diizeylerinde artisa ve mikroglial
norotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir (104).

Liu ve arkadaglarinin ¢alismasinda (105), TLR4 tasiyan ve TLR4 ekarte edilmis
yenidogan farelerde hiperoksinin etkisi incelendiginde, hiperoksinin kontrol grubuna goére
TLR4 tasiyan farelerde mikroglial hiicre apopitozunda, reaktif oksijen radikallerinde artisa,
TLR4 mRNA ve TNF-a mRNA artisina ve biligsel diizeylerde bozukluga neden oldugu
gosterilmis; TLR4’iin hiperoksiye bagli beyin hasarinda onemli rolii oldugu yorumu
yapilmistir. Tung ve arkadaslarinin (68) calismasinda kafeinin yenidogan rat akcigerinde
TLR2, TLR4 ve TLR9 diizeylerine etkisi arastirilmis ve kafein alan grupta TLR 2 ve TLR4
diizeyleri azalirken, TLR9 diizeyinin arttig1 saptanmis. Kafeinin yararh etkileri TLR9 artisi
ile iliskilendirilerek TLR9’un antiinflamatuar etkinlik gdsterdigi ve BPD iizerinde yararl
etkilerinin olabilecegi vurgulanmistir. Caligmamizda 26-28 haftalik yenidogana karsilik gelen
ratlardan enfeksiyondan bagimsiz olarak olusturulan astrosit hiicre kiiltiiriinde biliriibin
sitotoksisitesinin TLR4 diizeyini, inflamatuar mediatérler TNF-a, IL-1p3, IL-6 ve total

nitrat/nitrit diizeylerini arttirdigi, TLR9 diizeyini azalttigi, profilaktik ve tedavi edici olarak
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uygulanan kafeinin TLR4, inflamatuar mediatorler TNF-a, IL-1B, IL-6 ve total nitrat/nitrit
diizeylerini azaltirken, TLR9 diizeyini arttirdigi saptandi.

Term bebeklerde TLR4 ekspresyonunun, dogumdan sonra intestinal mukozanin
bakterilere normal adaptasyonuna izin verecek diizeylere hizla indigi, preterm barsaginda ise
TLR4 ckspresyonunun arttigi ve fonksiyonel olarak da aktif oldugu, ontogeni nedeniyle
TLR4’iin dogumdan sonra da yiiksek kaldigi bilinmektedir. Nekrotizan enterokolit riskini
arttiran TLR4’ilin preterm barsaginda ekspresyon ve aktivitesinin yiiksek olmasinin nedeni,
TLR4’1in intestinal epitel farklilasmasindaki regiilator roliiyle agiklanmistir. TLR9 agonistleri
ornegin bakteriyel CpG-DNA verilmesinin intestinal mukozada TLR4 sinyalini azaltarak
NEK gelisimini 6nledigi, probiyotik bakterilerin NEK siklig1 ve siddetini bu yolla azalttig
yorumu yapilmis (106). TLR4, prematiire beyninde biiylik ¢ogunlukla innate immiin sistemi
temsil eden mikroglia hiicre membranlarinda eksprese olmakta ve mikroglialarin aktivasyonu
ve fonksiyonel regiilasyonuna katki saglamaktadir. Yenidogan miirinlerde yapilan bir
caligmada, astrosit hiicre kiiltiriinde TLR4 ve TLR9 mRNA ekspresyonu gosterilmistir (107).
Term bebek beynine gore prematiire beyninde TLR4 ekspresyonu ve aktivasyonunun daha
fazla oldugu konusunda bir ¢alismaya rastlamamakla birlikte, preterm bebeklerde daha diisiik
bilirlibin diizeylerinde norotoksisite gelismesi, glial hiicrelerde prematiirelige bagh
ekspresyonu ve fonksiyonu artan TLR4’e bagli olabilir. Calismamizda astrosit hiicre
modelinde biliribinin TLR4’1i arttirdig1, TLR9 u azalttig1 gosterildi. Ayrica preterm ve term
bebeklerde apne tedavisi ve profilaksisinde kullanilan kafeinin, TLR4’i, inflamatuar
sitokinleri, apopitozu azaltarak ve TLR9’u arttirarak biliriibin sitotoksisitesini inhibe ettigi
saptand:. Ozellikle anne siitii verilemeyen pretermlerde, erken kafein ve probiotik tedavisinin,
TLR4’l azaltarak biliriibinin olast sitotoksik etkilerine karst beyin koruyucu etkilerinin
arastirilmasi gerektigini diisliniiyoruz.

Bu calisma, primer astrosit hiicre kiiltiirlinde 50 uM konsantrasyonda biliriibinle
olusturulan sitotoksisiteyi, 6zellikle profilaktik olmak {izere, hem profilaktik hem de tedavi
edici olarak uygulanan 100 uM kafeinin azalttigin1 gosteren ilk ¢alismadir. Bu ¢alismada
kafeinin bu etkiyi antisitotoksik, antiapopitotik, antioksidan, antiinflamatuar ve antinitrozatif
ozellikleriyle gosterdigi saptandi. Yine bu calismada kafeinin, biliriibine bgl sitotoksisite
olusturulan astrositlerde TLR4 inhibisyonuyla proinflamatuar kaskadi inhibe ettigi gosterildi.
Astrosit hiicre kiiltiirii modelinde, biliriibin sitotoksisitesini pek ¢ok mekanizmayla azaltan

kafeininin, diisiik biliriibin diizeylerinde bile norotoksisite gelisen pretermlerde beyin
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koruyucu etkilerinin gosterilebilmesi ve gelecekte terapdtik ajan olarak kullanilabilmesi igin

in vivo ve klinik ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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SONUCLAR

1- Astrosit hiicre kiiltlirtinde 1-1000 uM konsantrasyonlarda uygulanan indirekt biliriibinin,
konsantrasyonu arttikca astrosit hiicre Olimiinii arttirdigi, astrosit hiicrelerinin %50’sine
toksik etkili olan indirekt biliriibin konsantrasyonunun (TCso) 50 uM oldugu saptandi.

2- Hiicre canliligini %100 arttiran kafein konsantrasyonu 100 uM olarak belirlendi.

3- Baslangigtan 48 saat sonra hiicre canliliginin kontrol grubunda %100.00 + 0.42’ye ulastigi,
biliriibin grubunda azaldig1 (%39.01 = 0.56) goriildii (p<0.001). Kafeinin hem profilaktik
(%83.22 + 0.42) hem de tedavi edici (%78.55 + 0.56) olarak uygulanmasinin hiicre canliligini
arttirdig1 goriildi (sirastyla p<0.001, p<0.001).

4- Apopitozisin, kontrol grubuna gore ((%4.94 + 1,72) biliriibin grubunda (%34.19 + 2.60)
belirgin arttigi goriildii (p<0.001). Kafeinin hem profilaktik (%5.82 £+ 1.41) hem de tedavi
edici (%9.21 £ 2.56) kullanilmasinin apopitozisi belirgin azalttig1 saptandi (sirasiyla p<0.001,
p<0.001)

5- Biliriibinin CAT aktivitesini (3.38 + 0.52 U/mg), kontrol grubunun CAT aktivitesine (7.58
+ 0.25) gore belirgin azalttig1 (p<0.001); kafeinin hem profilaktik (12.41 + 2.14 U/mg), hem
tedavi edici (14.02 = 1.75 U/mg) olarak uygulanmasimin CAT aktivitesini belirgin arttirdigi
saptandi (sirasiyla p<0.001, p<0.001).

6- Bilirlibinin glutatyon diizeyini (1.06 £ 0.10 uM), kontrol grubunun glutatyon diizeyine
(2.82 £ 0.21 uM) gore azalttigr (p<0.001); kafeinin profilaktik (2.72 + 0.20 uM) ve tedavi
edici (2.71 £ 0.20 uM) olarak uygulanmasiyla glutatyon diizeyinin arttig1 saptandi (sirasiyla
p<0.001) (p<0.001).

7- Bilirtibinin GPx aktivitesini (0.89 + 0.10 U/mg), kontrol grubunun GPx aktivitesine (6.36
+ 0.11) gore belirgin azalttig1 (p<0.001); kafeinin hem profilaktik (2.26 = 0.10 U/mg) hem de
tedavi edici (1.92 + 0.10 U/mg) olarak uygulanmasimin GPx aktivitesini arttirdi1 saptandi
(sirastyla p<0.001) (p<0.001).

8- Bilirlibinin SOD aktivitesini (9.06 £ 0.19 U/ml), kontrol grubunun SOD aktivitesine (20.01
+ 0.20 U/ml) gore belirgin azalttigi (p<0.001); kafeinin hem profilaktik (11.75 £ 0.19 U/ml)
hem de tedavi edici (23.41 + 0.21 U/ml) olarak uygulanmasimin SOD aktivitesini arttirdigi
saptandi (sirasiyla p<0.001, p<0.001).

9- Biliriibinin MDA diizeyini (2.19 + 0.14 uM), kontrol grubunun MDA diizeyine (1.48 +

0.13 uM) gore arttirdigi (p<0.001); kafeinin hem profilaktik (1.31 £ 0.15 pM), hem de tedavi
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edici (1.39 £ 0.12 uM) olarak uygulanmasinin MDA diizeyini azalttig1 goriildi (sirasiyla
p<0.001, p<0.001).

10- Biliriibinin total nitrat/nitrit diizeyini (20.41 + 0.37 uM), kontrol grubunun total
nitrat/nitrit diizeyine (8.85 + 0.25 uM) gore belirgin arttirdigi (p<0.001); kafeinin hem
profilaktik (7.57 £ 0.65 uM), hem de tedavi edici (9.17 = 0.72 uM) olarak uygulanmasinin
total nitrat/nitrit diizeyini belirgin azalttig1 goriildii (sirasiyla p<0.001) (p<0.001).

11- Biliriibinin IL-1p diizeyini (21.41 £+ 0.12 pg/ml), kontrol grubunun IL-1f diizeyine (10.46
+0.13 pg/ml) gore belirgin arttirdig: (p<0.001); kafeinin hem profilaktik (15.35+0.18 pg/ml),
hem de tedavi edici (17.25 £ 0.19 pg/ml) olarak uygulanmasinin, IL-1p diizeyini belirgin
azalttig1 goruldi (sirasiyla p<0.001, p<0.001).

12- Bilirtibinin IL-6 diizeyini (5.18 + 0.19 pg/ml), kontrol grubunun IL-6 diizeyine (4.27 +
0.16 pg/ml) gore arttirdigr (p<0.001); kafeinin profilaktik (2.91 + 0.11 pg/ml) ve tedavi edici
(3.30 £ 0.12 pg/ml) olarak uygulanmasinin IL-6 diizeyini azalttig1 saptandi (sirasiyla p<0.001,
p<0.001).

13- Biliriibinin TNF-a diizeyini (162.90 = 1.53 pg/ml), kontrol grubunun TNF-a diizeyine
(89.88 = 1.76 pg/ml) gore iki kat arttirdig1 (p<0.001); kafeinin hem profilaktik (108.61 +2.25
pg/ml), hem de tedavi edici (112.44 + 2.48 pg/ml) olarak uygulanmasinin TNF-a diizeyini
belirgin azalttig1 saptandi (sirasiyla p<0.001, p<0.001).

14- Biliriibinin TLR4 diizeyini (5.20 + 0.38 ng/ml), kontrol grubunun TLR4 diizeyine (1.56 +
0.13 ng/ml) gore belirgin arttirdigr (p<0.001); kafeinin hem profilaktik (3.22 + 0.25 ng/ml),
hem de tedavi edici (2.10 £ 0.17 ng/ml) olarak uygulanmasinin TLR4 diizeyini belirgin
azalttig1 saptandi (sirasiyla p<0.001, p<0.001).

15- Biliriibinin TLRY diizeyini (74.68 + 2.64 ng/ml), kontrol grubunun TLRY diizeyine
(142.21 + 2.98 uM) gore belirgin azalttigi (p<0.001); kafeinin profilaktik (114.65 + 2.84
ng/ml) ve tedavi edici (94.45 + 2.98 ng/ml) olarak uygulanmasiyla TLR9 diizeyini arttirdig1
saptandi (sirastyla p<0.001, p<0.001).
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