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OZET

Yenidogan ratlarda olusturulan astrosit hiicre Kiiltiiriinde biliriibin

norotoksisitesine rekombinant eritropoetinin etkisi
Dr. Kazim KUCUKTASCI

Yenidoganlarda halen 6nemli bir problem olan biliriibin ndrotoksisitesinin
hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir. Fizyolojik
diizeylerde indirekt biliriibin oksidatif strese karst koruyucu iken; orta-agir
hiperbiliriibinemi oksidatif ve nitrozatif stres, lipid peroksidasyonu, proinflamatuar
sitokinlerin salinimi ve ekstraseliiler glutamat birikimini tetikleyerek sinir hiicresinde
nekroz veya apopitozise, klinik olarak akut biliriibin ensefalopatisi veya kernikterusa
yol acabilmektedir. Eritropoetin (Epo), antiapopitotik, antiinflamatuar, antioksidan,
antinitrozatif, anjiojenik ve norotrofik mekanizmalarla noronlari sitotoksisiteden
korumaktadir. Ancak hiperbiliriibinemiye bagli norotoksisiteye Epo’nun etkisi heniiz
bilinmemektedir. Bu ¢alismada primer astrosit hiicre kiiltiirii olusturulan yenidogan

ratlarda biliriibin norotoksisitesine Epo’nun etkisi arastirildi.

Calismamizda bir gilinliik Wistar albino ratlardan modifiye Cole ve De Vellis
yontemi ile elde edilen astrosit hiicre kiiltiirii kullanildi. Astrosit hiicrelerinin
%50’sine toksik etkili olan indirekt biliriibin konsantrasyonu (TCsp) 50 uM, hiicre
canliligimi %100 arttiran Epo konsantrasyonu 2.5 IU/ml olarak saptandi. Biliriibin
toksisitesine bagli goriilen apopitozis TUNEL boyama yontemiyle degerlendirildi.
Indirekt biliriibinden dért saat énce ve sonra Epo uygulanan astrosit hiicre kiiltiiriinde
24 saat sonra apopitozis, katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx), laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesi, glutatyon, malondialdehid (MDA), total
nitrat/nitrit, intelokin (IL)-1pB, IL-6 ve TNF-a diizeyi, 72 saat sonra hiicre canlilig1
degerlendirildi. Bilirlibin grubunda, apopitozis oraninin kontrol grubundan 50 kat
fazla artt1g1; hiicre canliliginin %75 azaldig1 saptandi. Profilaktik ve tedavi edici Epo
uygulamasi, bilirtibinin indiikledigi apopitozisi, total nitrat/nitrit, 1L-6, TNF-a
diizeyini azaltirken; hiicre canlilig, katalaz, GPx aktivitesi ve glutatyon, IL-18

diizeyini arttird1. Profilaktik Epo, LDH aktivitesini arttirirken; tedavi edici Epo LDH
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aktivitesini azaltti. Gruplar arasinda SOD ve MDA diizeyleri bakimindan anlaml1 bir

farklilik yoktu.

Bu ¢alismada, ilk kez profilaktik ve tedavi edici olarak uygulanan Epo’nun,
antiapopitotik, antioksidan, antiinflamatuar ve antinitrozatif 6zellikleri ile biliriibin

norotoksisitesine karsi koruyucu etkisinin oldugu gosterildi.

Anahtar kelimeler: Bilirubin, eritropoetin, norotoksisite, yenidogan
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SUMMARY

The effect of recombinant erythropoietin on bilirubin neurotoxicity in astrocyte

cell culture of neonatal rats
Dr. Kazim KUCUKTASCI

Cellular and molecular mechanism of bilirubin neurotoxicity, which is still an
important problem of newborns, is not exactly known. While indirect bilirubin in
physiological level is against oxidative stress; moderate-severe hyperbilirubinemia
can cause necrosis or apoptosis in neurons, and cause clinically acute bilirubin
encephalopathy or kernicterus, by inducing oxidative stress, lipid peroxidation,
proinflammatory cytokine releasing and extracellular glutamate deposition.
Erythropoietin (Epo) can protect the neuron cells from cytotoxicity by antiapoptotic,
anti-inflammatory, antioxidant, antinitrosative, angiogenic and neurotrophic
mechanisms. However, the effect of Epo on neurotoxicity caused by
hyperbilirubinemia has not been known yet. In this study, the effect of Epo on

bilirubin neurotoxicity in newborn rats’ primer astrocytes cell culture is investigated.

In our study, astrocyte cell cultures of one-day-old Wistar albino rats were
used, which were obtained from modified Cole and De Vellis method. The indirect
bilirubin concentration that has toxic effect on 50% of astrocyte cells (TCs) was
detected as 50 uM and Epo concentration that increase cell viability as 100% was
found 2.5 1U/ml. Apoptosis due to bilirubin toxicity was evaluated by TUNEL
staining technique. After and before four hours bilirubin incubation Epo treatment
was administered. In astrocyte cell cultures, apoptosis, catalase, superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), lactate dehydrogenase (LDH)
activities, glutathione, malondialdehyde (MDA), total nitrate/nitrite, interleukin (IL)-
1B, IL-6 and TNF-a levels were investigated after 24 hours of bilirubin incubation
and also cell viability after 72 hours was evaluated. In bilirubin group, it was
detected that cell viability decreased in 75% and that apoptosis rate increased in fifty
times more than the control group. Although prophylactic and therapeutic Epo
application decreased apoptosis, total nitrate/nitrite, IL-6, and TNF-a levels induced

by bilirubin, it increased cell viability, catalase and GPx activities, glutathione and

XV



IL-1B levels. While prophylactic Epo increased LDH activity; therapeutic Epo
decreased it. There was not any significantly difference in between the groups in
terms of SOD and MDA levels.

In this study, it was the first time shown that prophylactic and therapeutic Epo
had protective effects on bilirubin neurotoxicity because of antiapoptotic,

antioxidant, antiinflammatory and antinitrosative properties.

Key words: Bilirubin, erythropoietin, neurotoxicity, newborn
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GIRIS

Yenidoganlarin ¢ogunda yasamin ilk bir haftasinda goriilen indirekt
hiperbiliriibinemi, fetal eritrositlerin yikiminin artmasi, karacigere albumin taginmasi
ve konjugasyonda vyetersizlik nedeniyle goriilmektedir. Genellikle iyi seyirli
olmasma ragmen, tedavi edilmeyen veya cok yiiksek hiperbiliriibinemisi olan
yenidoganlarda akut biliriibin ensefalopatisi veya kernikterus gelisebilmektedir (1).
Indirekt biliriibin, fizyolojik veya hafif yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan etki
gosterirken; orta-agir konsantrasyonlarda santral sinir sistemi (SSS)’inde néron
hasarma yol agmaktadir (2). Biliriibinin nérotoksik etkisi, in vitro ve in vivo olarak
yapilan Dbircok deneysel c¢alismada gosterilmistir. Hiicre membrani lipid
akiskanliginda, protein yapisinda, tasiyici sistemlerinde bozulma, fosfolipidlerinde
asimetri kaybina bagli permeabilite artist ve sitokrom c salinimi, ekstraseliiler
glutamat artisi, mitokondriyal enerji yetersizligi, kalsiyum baglayan proteinlerin
ekspresyonunda anormallik, inflamatuar sitokin ve nitrik oksit artig1 ve oksidatif stres

gibi mekanizmalar ile biliriibinin ndrotoksik etkisi agiklanmaya ¢alisiimistir (2-12).

Eritropoetin (Epo), eritropoezde rol alan hemapoetik bir hormon ve biiyiime
faktortdiir. Eritropoetin ve reseptoriiniin bagska dokularda da gosterilmesinden sonra
eritropoez disinda farkli etkilerinin olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bircok calismada
Epo’nun antiapopitotik, antiinflamatuar, antioksidan, antinitrozatif, noérotrofik,
anjiojenik ve antiepileptik 6zellikleriyle noroprotektif etkili oldugu gosterilmistir

(13,14). Son yillarda klinik uygulamasina da gegilmis olup; yan etki gozlenmemistir.

Yenidoganlarda indirekt hiperbiliriibineminin Onlenmesi ve tedavisi igin
ursodeoksikolik asit, L-karnitin, minosiklin, glukoursodeoksikolik asit, taurin,
deksametazon, dokosaheksaenoik asit ve ginkgo biloba ile deneysel caligmalar
yapilmigsa da, hicbiri klinik uygulamaya girmemistir (15-24). Noroprotektif etkileri
bilinen Epo’nun hiperbiliriibinemiye bagl nérotoksisiteye etkisi ise arastiritlmamustir.
Bu calismada, biliriibin norotoksisitesi olusturulan yenidogan rat astrosit hiicre

kiiltiirlinde Epo’nun ndroprotektif etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir.



GENEL BiLGILER
BIiLIRUBIN METABOLIZMASI

Biliriibin, hemoglobinin oksijen tagsiyan komponenti olan hemin katabolizmasi
sonucu olugmaktadir. Bilirlibinin %85°1 eritrositlerin yikimindan, %15’ myoglobin,
katalaz, peroksidaz, sitokrom, guanil siklaz ve nitrik oksit sentaz gibi
hemoproteinlerin yitkimindan ortaya ¢ikmaktadir. Nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) ve oksijen esliginde hem oksijenaz tarafindan alfa-metan kopriisii
kirilarak hem halkasi agilmakta; sonug olarak biliverdin ve karbonmonoksit (CO)
olusurken; demir agiga c¢ikmaktadir. Demir tekrar kullanima girerken; CO
akcigerlerden atilmakta, biliverdin, biliverdin rediiktaz enzimi ile biliriibine
dontigmektedir (Sekil 1,2). Hemoglobinin 1 gramindan 34 mg biliriibin ortaya
cikmaktadir (25).

Biliriibin, ii¢ tek karbon kopriisiiyle birbirine baglanmis dort pirol halkasindan
olusmaktadir. Biliriibin IX o olarak da adlandirilan bu molekiildeki IX terimi,
protoporfirin IX kaynakli oldugunu, a terimi ise kapali protoporfirin halkasinin a
karbon kopriisiinde acik oldugunu belirtmektedir. Ortadaki karbon kopriisii, orta iki
pirol halkasina tek olarak baglanirken, yanlardaki iki karbon kopriisii ise diger iki
pirol halkasina cift bagla baglanmaktadir. Bu ¢ift baglarda iki farkli konfigiirasyon
olup; bunlardan birine Z, digerine E denir. Ana molekiil olan hemde, bu ¢ift baglar Z
konumunda oldugu i¢in biliriibin de 4Z, 15Z biliriibin IX o adin1 almaktadir. Bu
molekiiliin {i¢ boyutlu yapisinda, biitiin polar gruplar molekiil i¢cinde bulundugundan
hidrofobik ve lipofilik bir 6zellik kazanmaktadir. Membranlardan gecisi kolaylastiran
bu 6zellik, intrauterin donemde plasenta yoluyla temizlenmeyi saglarken; postnatal
donemde kan-beyin bariyerini kolayca gecebilmesine ve zararli etkilerin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. Biliriibinin bu zararli etkilerini azaltmanin bir yolu

albumine baglanmasidir (26).

Indirekt biliriibin 0.01 mg/dl’den daha az ¢dziiniirliikle birlikte pH’1 7.4 olan
suda hemen hemen hi¢ ¢Oziinmez. Her bir eriskin albumini en az iki biliriibin
baglamaktadir. ilk molekiil ikinciye gére daha siki baglanmaktadir. Her bir gram

albumin ortalama 7-8 mg/dl indirekt biliriibin baglamaktadir. Fizyolojik olarak



yenidoganlarin plazmasi, eriskin veya biiyiilk ¢ocuklara goére biliriibini daha az
baglama kapasitesine sahiptir. Bu durum yenidogan serum albumin
konsantrasyonunun ve baglama kapasitesinin diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir
(25).

Bu sekilde karacigere taginan biliriibin orada glukronik asit ile konjuge hale
gelince suda ¢Oziiniirligii artmakta ve membranlardan atilmasi kolaylasmaktadir.
Dolagima gecen biliriibinin biiylik bir bolimi hizli bir sekilde albumine

baglanmaktadir. Biliriibin serumda dort degisik halde bulunabilir:

1. Albumine bagli konjuge olmamis biliriibin

2. Albumine baglanmamis serbest biliriibin

3. Konjuge biliriibin (safra ve bobrek yoluyla atilabilir)

4. Albumine kovalan bagli konjuge biliriibin (delta biliriibin)

Biliriibin analizi sirasinda delta biliriibin 6lgiilemez. Konjuge biliriibin direkt
biliriibin olarak Olciiliirken; albumine bagli ve serbest olan konjuge olmamis
bilirlibinin tamami indirekt biliriibin olarak 6l¢iiliir. Karacigere gelen albumine bagh
bilirlibin, karaciger hiicre yiizeyinde albuminden ayrilmakta ve membran
reseptorlerine baglanmaktadir. Hepatosit igine gecen biliriibin ligandin veya Y
protein adi verilen intraseliiler reseptére baglanarak diiz endoplazmik retikuluma
taginir. Hepatosit i¢indeki bir diger reseptdr olan Z proteininin biliriibin afinitesi
zayiftir. Yenidoganlardaki ligandin diizeyi, eriskinlere nazaran diisiiktiir ancak bu
diistikliiglin klinik 6nemi bilinmemektedir. Diiz endoplazmik retikuluma gelen
biliriibin, iiridildifosfat glukronil transferaz (UDPGT) enzimi yardimiyla suda eriyen
iki glukronil grubunun eklenmesi ile mono ve diglukronid sekline doniisiir.
Yenidoganlarda monoglukronid sekli daha fazla meydana gelir. Yenidoganda
UDPGT diizeyleri diisiiktiir, ancak dogumdan sonra ister prematiire olsun ister term
olsun biitiin bebeklerde enzimin aktivitesi hizli bir sekilde artmakta ve 1-2 hafta
icinde eriskin diizeye ulasmaktadir. Glukronidle konjugasyon, biliriibin atiliminin
%90’1m1 olusturur. Kalan biliriibin ise glukoz, ksiloz, taurin gibi baska maddelerle
konjuge olarak veya oksidasyon, hidroksilasyon veya rediiksiyon reaksiyonlaria
girerek suda erir hale gelmekte ve atilmaktadir. Konjuge biliriibin kanalikiiler

membrandan bir tasityict yardimi ile safra igine atilmaktadir. Enerji gerektiren bu



islem sonunda safra kanalindaki biliriibin konsantrasyonu, hepatosit i¢indekinin 100
katina kadar ulasmaktadir. Bagirsaga gecen konjuge biliriibin tekrar emilmez ancak
konjuge olmamuis bilirlibin safra tuzlari, fosfolipidler, kolesterol, tiroksin ve diger
bazi maddeler ile birlikte enterohepatik dolasima girmektedir. Biliriibinin
monoglukronid ve diglukronid formlar1 stabil molekiiller olmadig igin bagirsaktaki
alkali ortamda non-enzimatik olarak, mukoza yiizeyindeki a-glukronidaz ile de
enzimatik olarak hemen konjuge olmamis biliriibin haline donlismekte ve yaklasik

%25’1 duodenum ve kolondan emilerek karacigere geri donmektedir (26).

Myoglobin
Katalaz
Eritrosit =3 Hb Hemoproteinler Peroksidaz
85% \r 159 Sitokrom
( °) ( °) Guanil siklaz

Nitrik oksit sentaz

Hem oksijenaz

Sitokrom c (P450) reditktaz

NADP
H,0
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(>86%) (<14%)
Biliverdin o %—P cGMP
0.3%
[~ NADPH (<0.3%) O,Hb GMP
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Rediiktaz \-). NADP
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Sekil 1. Biliriibin metabolizmasi (25 No’lu kaynaktan alinmistir).
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Sekil 2. Hemden biliriibin olusumu (25 No’lu kaynaktan alinmigtir).

Yasamin birinci glinii biliriibin iiretimi erigkinlere gore 2-3 kat daha fazla
olup; ortalama 8-10 mg/kg/giin’diir. Biliriibin {iretimi postnatal ilk iki giinde hizlica
azalmaya baglamaktadir. Yenidoganlarda biliriibin {iretiminin artis1  birkag
mekanizmayla agiklanabilir. Eritrosit 6mrii eriskine gore daha kisadir (70-90 giin).
Oldukga biiyiik olan hemopoetik havuzdan salinan hem miktar1 ve sitokrom g¢evrimi

artmigtir. Barsaktan biliriibin emiliminin artmasi da katki saglamaktadir (25).

YENIDOGANDA HIiPERBILiRUBINEMI

Sarilik, yenidoganlarda en sik karsilasilan  sorunlardan  birisidir.
Epidemiyolojik ¢aligmalar, term bebeklerin yaklagik %60’inda, pretermlerin
%80’inde yagamin ilk haftasinda klinik olarak sarilik gelistigini gostermistir (27).

Total biliriibin diizeyi 5-6 mg/dl’ye ulasana kadar yenidoganin cildinde sarilik
goriilmemektedir. Biiyiikk ¢ocuk ve erigkinlerde ise total biliribin 2 mg/dl’ye
ulagtiginda cilt ve sklerada sarilik goriilmektedir. Yenidogan sariliklari, biliriibinin

cinsine gore indirekt hiperbiliribinemi (konjuge olmamis biliriibin) ve direkt



hiperbiliriibinemi (konjuge olmus biliriibin) olarak ikiye ayrilir. Yenidoganda en sik

goriilen tip indirekt hiperbiliriibinemidir. insanlarda unkonjuge hiperbiliriibinemi,

yas ne olursa olsun indirekt biliriibinin >2 mg/dl olmasi olarak tanimlanmaktadir.

Konjuge hiperbiliriibinemi ise direkt biliriibinin >1.5 mg/dl olmasi veya total

biliriibinin %10’undan fazlasini olusturmasidir (25).

Yenidoganlarda indirekt hiperbiliriibinemi nedenleri (28):

A. Hepatik biliriibin yiikiiniin artmasi

1.

6.
7.

Hemolitik hastalik-eritrosit membran defektleri
a. Herediter sferositoz

b. Eliptositozis

c. Stomatositozis

d. Piknositozis

Hemolitik hastalik-eritrosit enzim bozukluklar1
a. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz eksikligi

b. Piriivat kinaz eksikligi

Hemolitik hastalik-hemoglobinopati

a. Alfa talassemi

b. Gama talassemi

Hemolitik hastalik-immiin aracili (pozitif direkt coombs testi)
a. Rh izoimmiinizasyonu

b. ABO uygunsuzlugu

C. Mindr kan grubu uygunsuzlugu
Enterohepatik biliriibin sirkiilasyonunun artmasi
a. Intestinal obstruksiyon, pilor stenozu

b. TIleus, mekonyum tikaci, kistik fibrozis

C. Anne siitii ile beslenme

Ekstravaskiiler kan (6rn. Sefal hematom)

Polistemi

B. Hepatik biliriibin klirensinin azalmasi

1.
2.

Prematurite

Hormon eksikligi



a. Hipotiroidizm
b. Hipopitiiitarizm
3. Hepatik biliriibin aliminin bozulmasi
a. Patent duktus venozus
b. SLCO;B; gen polimorfizmi
4. Bilriibin konjugasyon bozukluklari-UGT1A1 gen varyantlari
a. Crigler-Najjar sendromu tip 1
b. Crigler-Najjar sendromu tip 2 (Arias hastalig)
c. Gilbert sendromu
5. Artmis enterohepatik sirkiilasyon
a. Intestinal obstruksiyon, pilor stenozu
b. ileus, mekonyum tikaci, kistik fibrozis

C. Anne siti ile beslenme

Biliriibin, membran lipidlerine kolayca baglanabilen antioksidan bir
maddedir. Membran peroksidasyonunu oOnleyerek zararli etkilerden koruyabilme
kapasitesine sahiptir. Ancak yiiksek diizeylerdeki indirekt biliriibin noéronal
fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir. Diisiik diizeylerde hiicreler i¢in yararli bir
madde iken; yliksek miktarlarda agir noronal hasara neden olabilmektedir. Bu

nedenle yenidoganlar i¢in uygun ve giivenilir biliriibin diizeyi bilinmemektedir (25).

Anlamli biliriibin yiiksekligi goriilen yenidoganlarda indirekt biliriibinin
noronlara penetre olmasi nedeniyle noronal fonksiyon bozuklugu ve Olim
goriilebilmektedir. Biliriibinin indiikledigi noronal disfonksiyon (BIND)’in akut
sekli, akut biliriibin ensefalopatisi olarak tanimlanmaktadir. Akut biliriibin
ensefalopatisinin sonucunda ortaya ¢ikan kernikterus, BIND’in kronik sekeli olarak
tanimlanmistir (25). Biliriibin toksisitesine daha duyarli olan beyin bolgeleri
serebellum (6zellikle purkinje hiicreleri), derin serebellar nukleus, dordiincii
ventrikiiliin tabanindaki nukleus, bazal ganglion, hipokampiis ve kraniyal sinir

nukleusu (6zellikle kohlear nukleus)’dur (29).



Akut Biliriibin Ensefalopatisi

Biliriibin toksisitesi baslangicta gegici ve geri doniiglii olup; total biliriibin
artisgtyla  birlikte letarji, orta indirekt hiperbiliriibinemili (10-20 mg/dl)
yenidoganlarda brainstem auditory evoked response (BAER) testinde dalga
degisiklikleri goriilmektedir. Bu degisiklikler biliriibindeki spontan azalma veya
exchange transfiizyonla diizelmektedir. Anormal BAER testi sekizinci kraniyal sinir
hasarinin gostergesidir. BIND’in erken dénemlerinde manyetik rezonans (MR)’de
sinyal degisiklikleri goriilebilmektedir. Sonug¢ olarak anormal BAER testi, normal
otoakustik emisyon testi, MR’de hipokampiisiin medial lobu ve globus pallidusta
fokal  degisikliklerin  g6zlenmesi  akut  biliribin  ensefalopatisi  lehine
degerlendirilmektedir (25).

Kernikterus

Akut biliriibin ensefalopatisi erken donemde saptanamazsa veya tedavi
edilmezse, kalict norolojik bozukluga gidis gozlenir. Kernikterus terimi beyinde
bilirlibin toksisitesinin patolojik bulgulari olarak tanimlanmistir. Yasayan hastalarin
bazal ganglion, hipokampal korteks, subtalamik c¢ekirdek ve serebellumdaki
noronlarda nekroz ve saritya boyanma goriilmiis; serebral korteks genellikle
korunmustur. Kernikteruslu bebeklerin yaklasik yarisinda otopsi sonucunda biliriibin
toksisitesinin ekstrandral lezyonlar1 (renal tiibiil, intestinal mukoza ve pankreas

hiicrelerinde nekroz, gastrointestinal kanama) gézlenmistir.

Kernikterus ayn1 zamanda ensefalopati kliniginin kotiilesmesi olarak da
tanimlanmistir. Term yenidoganlarda kernikterus ii¢ fazda goriilmektedir. Birinci
fazda zayif emme, hipotoni ve duyularda azalma belirtileri vardir. Ikinci fazda ise
ates, retrokolis, hipertoni ve opistotonus gozlenir. Ugiincii fazda tiz sesle aglama,
isitme ve gorme bozukluklari, zayif beslenme, konviilziyon ve atetoz goriilmektedir.
Kernikterusun uzun donemdeki klasik belirtileri koreatetoid serebral palsi, yukari
bakis paralizisi, sensorinoral igitme kaybi ve dental displazidir. Zeka genellikle

korunmaktadir.

Preterm bebeklerde ise kernikterusun spesifik belirtileri gézlenmez. Term

bebeklere gore daha diisiik diizeylerde biliriibin beyin dokusuna girebilmektedir.



Pretermlerde SSS’nin biliriibin ile boyanmasi agik olarak kernikterusu gostermez.
Kernikteruslu term yenidoganlarin yaklasik %50’sinde mortalite goriiliirken, preterm

bebeklerde bu oran daha yiiksektir.
Beyin dokusuna biliriibinin ge¢is mekanizmalari

1. Biliriibin iiretiminin normal kapasitenin iizerinde olmasi

2. Albumin ve diger proteinlerin bilirlibin baglama kapasitesindeki
degisiklikler

3. Kan-beyin bariyerinin bozulmasina sekonder biliriibine SSS’nin

gecirgenliginin artmasi

Hasta term ve preterm bebeklerde serum albumin diizeyi ve albuminin
bilirlibini baglama kapasitesi diisiik oldugundan; bu bebeklerde saglikli term
bebeklere gore daha diistik biliriibin diizeylerinde kernikterus goriilme riski daha
yiiksektir. pH, 7.4’lin altina diistiigli zaman albuminin biliriibini baglama kapasitesi
azalmaktadir. Asidozun artmasiyla biliriibinin ¢6ziiniirliigii azalmaktadir. Sepsis ve
hipoksemide artan serbest yag asitleri, intravenéz olarak verilen lipidler,
sulfisoksazol, indometazin ve salisilatlar albumine baglanmak igin biliriibin ile
yarigmakta ve serumdaki serbest/bagli biliriibin orani artmaktadir. Hizli verilen
ampisilin, medikasyonlarda koruyucu amagli bulunan benzil alkol de biliriibinin
albumine baglanmasini inhibe etmektedir. Hipertonik serum, menenjit ve
hipoksemide SSS’nin biliriibine gegirgenligi artarken; kan-beyin bariyerinde bulunan

fosforile glikoproteinin SSS’ye biliriibinin gegisini sinirlandirdigr gosterilmistir (25).

Hiperbiliriibinemik yenidoganlarin bakiminda son yillardaki gelismelere
ragmen biliriibin toksisitesi, halen 6nemli bir problem olarak devam etmektedir.
Genis capli yapilan caligmalarda, tedavi uygulanmayan diisiik diizeyde
hiperbiliriibinemili term bebeklerin ileriki yaslarinda giic fark edilen kognitif ve
motor norolojik sekel gelistigi bildirilmistir (30). Rh hemolitik hastaligi olan term
bebeklerde maksimum serum biliriibin diizeyiyle kern ikterus arasindaki iliski 1954
yilinda Mollison ve Cutbush tarafindan rapor edilmistir. Biliriibin diizeyi 19-24
mg/dl, 25-29 mg/dl, 30-40 mg/dl olan hastalarda kern ikterus gelisme riski sirasiyla
%8, %33 ve %73 olarak bulunmustur (31). Orta derecede hiperbiliriibinemili (13.7-



26 mg/dl) term yenidoganlarin 12. aydaki degerlendirmelerinde mindr norolojik
disfonksiyonlarin saptandigi bildirilmistir (32). Biliriibin diizeyi 19 mg/dl’den
yiiksek olan bebeklerde otizm, dikkat eksikligi ve gelisim geriligi goriilebilecegi
bildirilmistir (33).

Noronal hiicre hasar1 660 nM gibi diisiik biliriibin diizeylerinde goriilmekte
ve doz arttik¢a hasar artmaktadir. Diisiik biliriibin diizeylerinde noronlarda
apopitozis goriiliirken, orta-agir diizeylerde nekroz gelismektedir. Noronal hasarin
biiyiikliigiinde biliriibine maruziyet siiresi de onemlidir (34). Rat astrositlerinde in
vitro olarak yapilan bir ¢calismada dort saat gibi kisa siireli biliriibin uygulamasinin
apopitozis ve nekroza yol agtig1 gosterilmistir (35). Serbest biliriibinin norotoksisite

i¢in esik diizeyi 71-770 nM olarak bulunmustur (36).
BILIRUBIN NOROTOKSISITESININ PATOGENEZI

Biliriibin ATP bagiml tasiyicilar olan P-glikoprotein (Pgp) ve multidrug
resistance-associated protein 1 (Mrpl) araciligiyla kan beyin bariyerini gecerek
hiicre i¢ine girmektedir. Yasamin erken doneminde bu iki proteinin diisiik diizeyde
eksprese olmas1 SSS’ye biliriibin girisinin engellenmesinde kritik 6neme sahiptir.
Hiicre igine giren biliriibin glutatyon dengesini bozmakta, endotelyal nitrik oksit
sentetaz (NOS) ekspresyonunu arttirarak nitrit tiretimine ve sitokin salinimina neden
olmaktadir. Oksidatif stres ile Mrpl, astrositlerden okside glutatyonun salinimina
aracilik etmektedir (1).

Biliriibine bagli ndron hasarinin patogenezi tam olarak anlasilamamistir.
Hasar oncelikle membran kaynakli olup; nérotoksisite kaskati: plazma, mitokondri ve
endolazmik retikulum membranlarindan baglamaktadir. Membranlardan hiicre icine
hizlica difiize olan biliriibin, membran polaritesi ve akiskanligini arttirarak néron
membran yapisin1 bozmaktadir. Benzer etkiler astrosit ve eritrosit membraninda da
goriilmektedir. Membran akiskanlifindaki artis sonucunda fosfatidilserin hiicre
disina ¢ikarken; bu durum fagositik taninmaya izin vermektedir. Biliriibin maruziyeti
sonucunda MgATPaz ve Na-K ATPaz aktiviteleri azalmakta; hiicre i¢i kalsiyum
diizeyi artmaktadir. Bununla birlikte bilirlibin kalsiyum kanallarinin agilmasin1 da

indiiklemektedir. Tiim bu olaylarin sonucunda hiicre pargalanmakta; eritrositler de
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hemolize olmaktadir. Biliriibin maruziyetine bagli goriilen Caz”cAMP-response
element-binding (CREB) fosforilasyonu, néronal NOS’un indiiklenmesi ve nitrik
oksit (NO) iretimi norondaki kalsiyum artisina baghdir. Extracellular signal
regulated kinase (ERK1/2) ve Jun N-terminal kinase (JNK1/2) fosforilasyonu,
NOS/NO yolu araciligiyla olmaktadir (34).

Norotoksisitede en 6nemli {i¢ mekanizma ndronal eksitotoksisite (glutamatin
asirt saliimi ve geri aliminin bozulmasi), mitokondriyal enerji yetersizligi ve hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonunun artmasidir. Hiicre i¢i kalsiyum artis1 proteolitik

enzim salinimini, apopitozis ve nekroz gelisimini tetiklemektedir (34).
Eksitotoksisite

Bu konudaki ¢aligmalar glutamat ve N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptori
tizerine odaklanmustir. McDonald ve arkadaslari (6), hiperbiliriibinemik ratlarda
NMDA tip glutamat kanallarinin MK-801 ile bloke edilmesiyle biliriibin
toksisitesinin histolojik bulgularinin azaldigini gostermislerdir. in vitro yapilan bir
baska deneysel calismada, 250-5000 nM dozda uygulanan biliriibinin ndron
canliligin1 azalttigt ve NMDA reseptdr antagonisti olan MK-801’in bu etkiyi
engelledigi bildirilmistir (7). indirekt biliriibin, néronlara glutamat alimimi bozmakta;
ayrica SSS’nin biliriibine duyarli bolgelerinde glutamat reseptor ekspresyonunu

arttirmaktadir (34).

NMDA kanallarimin acilmasi eksitotoksik hasarin karakteristik olaylarim
baslatmaktadir. Oncelikle, glutamat reseptdriiniin aktive olmasiyla hiicre i¢i sodyum
ve klor diizeyi artmakta ve hiicre sismektedir. Hicreye kalsiyum girmesiyle
kalsiyuma bagli enzimler aktive olmakta ve bunun sonucunda hiicre dliimiine yol
acan apopitozis ve nekroz gelismektedir. Hiperbiliriibinemi ile eksitotoksisitenin
nasil gelistigi tam olarak bilinmemektedir. In vitro yapilan néron kiiltiiriinde, hiicre
i¢i enerji diizeyinin azalmasinin eksitotoksik néron hasarmin onciisii oldugu 6ne
stiriilmiistiir. Ayrica indirekt bilirlibin, protein kinaz C’yi inhibe ederek glutamatin

norotoksik etkisine katkida bulunmaktadir (34).

Agir hiperbiliriibinemili  hastalarin  akut doneminde yaptirilan MR

spektroskopide glutamat ve glutamin/kreatin oraninin arttigi gosterilmistir (37).

11



Mitokondri

Hiperbiliriibinemik ratlarda yapilan ¢aligmalarda, fosfokreatin ve adenozin
trifosfat (ATP) diizeylerinin azalmasiyla birlikte laktat/piriivat oraninin arttigi; buna
sekonder mitokondriyal elektron zincir fonksiyon bozuklugunun gorildiigi
bildirilmistir. Biliriibin, mitokondri membranin1 direkt olarak etkileyerek lipid
polaritesi, akiskanligi ve proteini bozmaktadir. Sonugta membran permeabilitesini ve
mitokondriyal depolarizasyonu artmakta; par¢alanan mitokondriden sitokrom-c agiga
cikmaktadir. Kaspaz-3 aktivasyonu ve Bax translokasyonunun tetiklenmesi

sonucunda apopitozis ile hiicre 6liimii gergeklesmektedir (34).
Hiicre Ici Kalsiyum Dengesi

Eksitotoksisitenin tetiklemesiyle hiicre i¢ine kalsiyum girisi artmakta; hiicre
icindeki depolardan kalsiyum salinmakta ve hiicre i¢indeki kalsiyumun tamponlanma
kapasitesi bozulmaktadir. Hiicre i¢inde kalsiyumun artmasiyla proteaz, endoniikleaz
gibi enzimlerin aktive olmasi, serbest radikal yapiminin artmasi sonucu apopitozis ve

nekroz ile hiicre 6limii gergeklesmektedir (34).
Noéronal Apopitozis

Kernikterustaki ilk ve subakut ndropatolojik degisiklikler piknotik nukleus,
nuklear dansitede artistir. Bu dénemde inflamasyon yoktur ve bulgular apopitozis ile
uyumludur. Birgok ¢alismada biliriibine bagl sitotoksisitede apopitozisin énemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Biliriibinin indiikledigi bu programli hiicre dliimii kaspaza
bagli mitokondriyal yolak aracilifiyla gergeklesmektedir. Yakin zamanda yapilan
caligmalarda, hiicre yiizeyinden nukleusa sinyal iletimini saglayan mitogen-activated
protein kinase (MAPK)’nin biliriibine bagli néronal hiicre 6limiiyle iliskili oldugu
gosterilmistir. ATP bagimli tastyicilar olan Mrpl ve multidrug resistance protein 1
(MDR1; P-glikoprotein) apopitoziste Onemli rol oynamaktadir. Glutatyon-S-
transferaz, hiicre ici sinyal iletimini diizenleyerek ve biliriibinin hiicre i¢ine alimini

saglayarak apopitozise yol agmaktadir (34).
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Inflamasyon

Beynin dengesi bozuldugunda astrositlerin aktive olmasiyla nitrik oksit,
noropeptid ve sitokinler tretilmektedir. Sitokinler beyin hasarina verilen hiicresel
cevapta anahtar rol oynamaktadir. Sitokin iiretimi ilk 24 saatte en fazla olup;
inflamasyondan sonraki ilk 3-6 saatte pik yapmakta; yapim 24 saatten sonra da
devam etmektedir. Timor nekrozis faktor-a (TNF-o) ve interlokin-1p (IL-1B) ilk
salgilanan sitokinlerdir. Bu sitokinler otoregiilatuar feedback etki ile anti-inflamatuar

sitokinlerin sentezini uyarmaktadir (2).

Calismalarda indirekt biliriibinin noron, astrosit ve mikroglialardan TNF-a ve
IL-1B gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini arttirdigi, interlokin-6 (IL-6) gibi
antiinflamatuar sitokinlerin salinimini baskiladig1 gosterilmistir. TNF-a reseptor 1
(TNFR1), MAPK, ERK1/2 araciligiyla, nuclear factor-kappa B (NF-«xB)’nin
aktivasyonu ve lipopolisakkaritin varligi ile bu etkilerin potansiyelize edildigi

distintilmektedir (34,38).
Oksidatif Stres

Redox sisteminin bozulmasiyla lipid peroksidasyonunda ve reaktif oksijen
radikallerinin {iretiminde artis gorilmektedir. Bilirlibine bagli beyin hasarinda
oksidatif stresin Onemli rol oynadigi bildirilmistir. Biliriibinin serbest radikal
olusumunu, protein oksidasyonunu ve lipid peroksidasyonunu arttirarak
sinaptozomal membran sisteminde oksidatif strese yol actigi gosterilmistir. Bu
olaylar rediikte glutatyon (GSH)/okside glutatyon (GSSG) oraninin azalmasiyla
iliskilendirilmistir (3). Bir baska ¢alismada, biliriibine bagli néronal hasarda nitrit,
nitrik oksit Uretiminin ve nodronal nitrik oksit sentaz ekspresyonunun arttig

gosterilmistir (11).
DENEYSEL TEDAVI CALISMALARI

Literatiirde biliriibine bagli nérotoksisiteyi dnlemek amacgli uygulanan birkag
ilag bulunmaktadir. Ratlarda olusturulan primer astrosit ve noron hiicre kiiltiiriinde
biliriibine bagli apopitozisin ursodeoksikolik asit tarafindan inhibe edildigi rapor

edilmistir (15). L-karnitinin glutamat ve NMDA reseptoriinii inhibe ederek, kalsiyum
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akigint Onleyerek ve antioksidan etkisiyle biliriibine bagli ndronal hiicre dliimiine
kars1 koruyucu etkinlikte oldugu gosterilmistir (16). Bu konuda denenen diger ilag
minosiklindir. Ancak minosiklinin norotoksisiteye etkisine dair sonuglar ¢eligkilidir
(17-18). Glukoursodeoksikolik asitin antioksidan etkiyle biliriibine bagli néronal
hasart Onledigi gosterilmistir (19). Taurinin hiicre i¢i kalsiyum diizeyini azaltarak
noronal apopitozisi engelledigi ve yenidogan sariliginda ndronal hasari
Onleyebilecegi veya tedavi edebilecegi diistiniilmiistiir (20). Yenidogan domuzlarda
yapilan bir ¢alismada, biliriibine bagl goriilen isitsel norotoksisitenin tedavisinde
taurinin kullanilabilecegi bildirilmistir (21). Yakin zamanda yapilan bir bagka
calismada, deksametazonun, biliriibinin indiikledigi sitokin salinimini inhibe ederek

norotoksisiteye karst koruyucu oldugu gosterilmistir (22,23).

BILIRUBIN NOROTOKSISITESININ DEGERLENDIRILMESINDE
HUCRE KULTURU

Primer kiiltiirlerde yasayan organizmalardan elde edilen hiicreler 24 saatten
uzun siire varligin siirdiirebilmektedir. Sinir hiicre kiiltiirleri primer ndron, astrosit,
oligodentrosit ve mikroglia kiiltiirii olmak tizere dorde ayrilir. Hiicre kiiltiirlerinde
toksik  maddelere  bagli  gelisen sitotoksisite, apopitozis ve nekroz
degerlendirilebilmektedir. Nekrozun degerlendirilmesinde hiicre i¢i enzim olan laktat

dehidrojenaz (LDH) kullanilmaktadir (39).

Indirekt biliriibinin noral hiicrelere toksik etkisi hem in vivo hem de in vitro
caligmalarda gosterilmistir.  Astrositlere gore glutatyon diizeyi daha disiik
oldugundan; ndronlar biliriibinin toksik etkisine daha duyarhdirlar. Biliriibin
maruziyetinde noronlarda astrositlere kiyasla reaktif oksijen tiirleri, protein
oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu daha fazla olmaktadir. Noronlarda hasar daha
cok geri donilisiimsilizken, astrositlerdeki hasar gegici veya geri doniisliidiir.
Noronlara gore hiicre Oliimiine daha az duyarli olmasi nedeniyle biliriibin
ensefalopatisinin  patogenezinin anlasilmasinda astrositler daha ©nemli gibi

goriinmektedir (1,40).
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ERITROPOETIN

Fransiz bilim adamlar1 Carnot ve DeFlandre, ilk kez 1906 yilinda eritrositlerin
tiretimini  dlizenleyen ve ‘‘hemopoetin’® adin1 verdikleri humoral faktorden
bahsetmislerdir. Hjort, 1936 yilinda kanamasi olan anemik tavsanlardan aldigi
serumu normal tavsana verdiginde retikiilositozun uyarildigimi gostermistir.
Reissmann, 1950 yilinda diisiik oksijenli ortamda ve normal havada soluyan her iki
rat grubunda retikiilositozun gelistigini, hemoglobinin arttigin1 ve kemik iligi
hiperplazisinin olustugunu gostermistir. Bu c¢alismalar Epo’nun arastirilmasina
merak uyandirmis; Epo’nun primer iiretim yerinin bobrek oldugu bulunmustur (41).
llerleyen dénemde Epo’nun fetusta primer, eriskinde ise sekonder iiretim yerinin
karaciger oldugu anlasilmistir (42). Koury (43), 1988 yilinda Epo’nun bobrekte
peritiibiiler interstisyel hiicrelerde iretildigini gostermistir. Miyake ve arkadaslari
(44), 1977 yilinda aplastik anemili hastalarin idrarindan insan Epo’sunu elde
etmislerdir. Lin ve Jacobs (45,46), 1985 yilinda Epo genini klonlayip, rekombinant
Epo’yu ilk olarak anemili hastalarda uygulamiglardir. Eschbach ve arkadaslar1 (47),
1987 yilinda son donem bobrek hastaligt olan hastalarda goriilen aneminin
tedavisinde rekombinant insan eritropoetini (rHUEpo) uygulamislardir. rHUEpo, 1989
yilinda kronik bobrek yetmezlikli hastalarda insanlarda kullanimi i¢in FDA (Food

and Drug Administration) onay1 almistir.

Epo, esas olarak eritroid oncii hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagmasini
uyararak ve apopitozisi inhibe ederek eritropoezde rol alan, 30.4 kDa agirliginda
glikoprotein yapida bir hormondur. Epo’yu kodlayan gen yedinci kromozom
tizerinde yer almakta ve 3000 baz ¢ifti igermektedir. Dort intron ve bes ekzonlu 193
amino asitli bir molekiildiir. Salinimi sirasinda 28 aminoasit ayrildigindan; matiir
protein 165 aminoasit icermektedir. Genin transkripsiyon hizi, oksijen bagimli bir
mekanizma ile kontrol edilmektedir. Sentezlendigi hiicreden serbestlesirken
glikolizasyonu eritropoetinin biyolojik aktivitesi i¢in 6nemli olup; antijenitesini
saglamaktadir. Insanda normal Epo serum konsantrasyonu 10-30mu/ml (I-7pmol/l),
endojen tretim hizi 2-4 u/kg/giindir (48,49). Epo mesajct riboniikleik asit
(MRNA)’s1 karaciger, dalak, beyin, akciger ve testiste saptanmistir. Epo reseptorii,

484 aminoasitten olusan 60 kDa agirliginda bir glikoproteindir. Beyin, retina, kalp,
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karaciger, akciger, bobrek, bobrek, diiz kas hiicresi, myoblast, damar endoteli,
lenfoid doku, adrenal bez, barsak ve plasentada Epo reseptorii saptanmistir (50).
Epo’nun salinimi hipoksi, anemi ve oksijen duyarlilik yolaklar1 ile uyarilmaktadir.
Hipoksi, Epo gen transkripsiyonunda artisa yol agmaktadir. Hipoksiyle indiiklenen
faktor (HIF) ve hepatik niikleer faktdr-4, Epo’nun salmimi icin spesifik uyaranlardir
(51).

Uzun yillar preterm bebeklerde, prematiire anemisinin Onlenmesi ve
tedavisinde rHUEpo giivenilir bir sekilde intravendz veya subkutan formda
kullanilmistir. Prematiire bebeklere rHuEpo verilmesinden sonra 96 saat iginde
retikiilositoz  goriilmekte, hemoglobin 5-7 giinde yiikselmeye baslamaktadir.
Subkutan kullanimi daha etkili olup; intravendz kullanimi ile idrarla kaybedildigi
gosterilmistir (52). rHUEpo tedavisi ile hemoglobin giinler sonra yiikseldigi igin,
erken flebotomi kayiplarina bagli anemide transfiizyonlar1 azaltmazken; daha geg
donemdeki transfiizyonlar1 azalttigi, ancak engellemedigi gorilmistiir (53). Erken
(<7 glin) ve ge¢ rHuEpo tedavisini arastiran ¢alismalar yapilmistir. En son yapilan
Cochrane analizinde erken rHUEpo tedavisinin, evresine bakilmaksizin prematiire
retinopatisi riskini arttirdigi sonucuna varilmigtir. Halen ne erken ne de ge¢ rHuEpo

tedavisi 6nerilmemektedir (54).

Yillarca Epo’nun yalnizca eritroid Oncii hiicrelerini etkiledigine inanilirken;
son c¢alismalarda Epo ve reseptoriiniin bagka dokularda da gosterilmesinden sonra
Epo’nun farkli etkilerinin olabilecegi diisiinlilmiistiir. Son yillarda Epo’nun
noroprotektif etkisini gdsteren bircok c¢aligma yapilmis, Alzheimer, kalp yetmezligi
ve kalp transplantasyonunda denenmistir. Epo’nun sinir sisteminde oksidatif,
metabolik, ndrotoksik ve eksitotoksik stresi azaltarak ndronal hasari azalttigi hem in
vivo hem de in vitro calismalarda gosterilmistir (14,55). Epo asil astrositlerde
tiretilirken; oligodentrosit, endotelyal hiicre, ndron ve mikroglialarda da {tretildigi
gosterilmistir. Beyinde iiretim ve salimm yerleri hipokampiis, internal kapsiil,
korteks ve orta beyindir. Epo iretimi 6zellikle hipoksi durumunda iist diizeye
cikmaktadir (13,55). Anemik stres, insiilin salinimi, insiilin benzeri biiylime faktorii,

TNF-a, IL-1B ve IL-6 Epo ve reseptdriiniin ekspresyonunu arttirmaktadir (55).
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Epo, reseptoriine baglandigi zaman reseptor dimerizasyonuna, Janus-tirozin-
kinaz-2 (JAK-2)’nin otofosforilasyonuna ve JAK-2 reseptoriiniin aktivasyonuna
neden olmaktadir. JAK-2 aktivasyonu MAPK, PI(3)K (phosphatidylinositol-3-
kinase) ve STAT-5 (signal transducers and activators of transcription 5)’in
fosforilasyonuna yol agmaktadir. Bu yolaklar, Epo’nun ndroprotektif etkisinde kritik
oneme sahiptir. Epo, ayrica JAK-2 ve NF-xB arasindaki sinyal sistemi araciligiyla
kortikal noronlar1 eksitotoksisite ve NO’nun indiikledigi apopitozisten korumaktadir.
NF-kB, Akt-1 (protein kinaz B) aktivasyonu, Bad fosforilasyonu ve Bcl-xL
upregiilasyonu ile ndronlarda apopitotik etki gostermektedir. Akt-1 aktivasyonu,
mitokondriyal membrani stabilize ederek ve sitokrom c salinimini Onleyerek
noronlarin yasamasini saglamaktadir. Mitokondriden sitokrom ¢ salindigi zaman
hiicre 6liimiine sebep olan kaspazlar aktive olmaktadir. Bu da deoksiriboniikleik asit
(DNA) parcalanmasina ve membran fosfatidilserin kalintilarinin olugmasina neden
olmaktadir. Epo, Akt-1 aktivasyonunu arttirarak DNA par¢alanmasini ve noronal

mebranin fosfatidilserin maruziyetini 6nlemektedir (14).

Epo’nun noroprotektif etkisindeki asil mekanizma apopitozisi inhibe etmesidir.
Ayrica anti-inflamatuar, antioksidan, anjiojenik, antiepileptik ve norotrofik

ozelligiyle de noroprotektif etkiye sahiptir (13).

Epo’nun anti-apopitotik 6zelliginin en ¢ok arastirildigi mekanizma, Bcl-2 gen
ailesinin modiilasyonudur. Epo, anti-apopitotik gen Bcl-xL’nin ekspresyonunu
stirekli arttirirken; pro-apopitotik gen Bax ve DP5’in ekspresyonunu azaltmakta ve
Bcl:Bax oranini anti-apopitotik tarafa kaydirmaktadir (56). Epo’nun ndroprotektif
etkisi i¢in anti-apopitotik bir faktor olan NF-kB’nin aktivasyonu gereklidir. NF-xB,
apopitozisi inhibe eden protein ailesinin expresyonunu uyararak, ayrica Bcl-xL’yi
direkt aktive ederek apopitozisi onlemektedir (13). Ayrica Epo’nun hipokampal
hiicrelerde, spesifik reseptorii olan TrkB’yi aktive ederek BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) tiretimini ve mRNA ekspresyonunu uyardigi yakin zamanda
gosterilmistir (57). Noronlardaki BDNF ekspresyonu, voltaj bagimli kalsiyum
kanallarinin ve kalsiyam duyarli transkripsiyon faktor olan CREB protein’in
aktivasyonunu indiiklemektedir. Hiicre igi kalsiyum artigi néronlarda Epo’yu uyaran

ilk olaylardan biri olup; noroprotektif etki icin kritik basamaktir. Intraseliiler
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kalsiyum artist NF«kB, PI(3)K/Akt, MAPK ve STAT-5 aktivasyonunu modiile
etmektedir (14).

Bir¢ok caligmada Epo’nun anti-inflamatuar etkinligi gosterilmekle birlikte, bu
etkinin ger¢cek mekanizmasi bilinmemektedir. Epo’nun endotelyal hiicreler boyunca
l6kosit goclinii azaltabilecegi ve iskemiye karsi endotelyal hiicrelerin direncini
arttirdig1 diigiiniilmiistiir (58). Otoimmiin ensefalomyelit olusturulan fare modelinde,
Epo tedavisinin inflamatuar infiltrasyonu ve demyelinizasyonu azaltarak fonksiyonel
norolojik iyilesme sagladigi rapor edilmistir (59). Epo’nun, inme modeli olusturulan
ratlarin iskemik beyinlerinde monosit kemoatraktant protein-1, TNF-o ve IL-6
diizeyini azalttigi gosterilmistir (60). Oligodentrosit kiiltiirii olusturulan deneysel bir
aragtirmada, interferon gama (IFN-y) ve lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen
sitotoksisiteye karst Epo’nun koruyucu etkisinin oldugu belirtilmistir (61).

Epo’nun norotrofik etkisi aksonal biiylime, dentritik dallanma, elektriksel
aktivitenin uyarilmasi ve hiicre i¢i kalsiyum ve norotransmiter sentez ve saliniminin
diizenlenmesinden ibarettir (62). Ayrica Epo’nun plastisite, sinaptik baglant1 ve
hafizayla iligkili noronal agin aktivitesini diizenleyerek fonksiyonel sonuglari

diizelttigi gosterilmistir (63).

Epo’nun néronlara direkt etkisinin yaninda, yeni damar olusumunu saglayarak
beyin perfiizyonunu diizelttigi ve noroprotektif etkisini gosterdigi belirtilmistir.
Damarsal fonksiyona Epo’nun potansiyel rolii, hem in vivo hem de in vitro
caligmalarda gosterilmistir. Standart anjiojenik bir incelemede ratlarin aortik
halkasindaki mikrovaskiiler dallanmay1 arttirdigi gosterilmistir. Ayrica Epo’nun
endotelyal hiicre kiiltiiriinde vaskiiler fonksiyon, sinyal iletimi ve enerji transferiyle
iligkili genlerin ekspresyonunu arttirdigt rapor edilmistir (64,65). Ayn1 zamanda
Epo’nun beyinde de anjiojenik etkisinin oldugu bulunmustur. Epo’nun beyindeki
kapiller endotelyal hiicrelerde doz bagimli mitojenik etkili oldugu gésterilmistir (66).
Epo endotelyal oOncii hiicrelerin ¢ogalmasini, matrix metalloproteinaz-2’nin
tiretimini, vaskiiler bolgeye endotel hiicrelerin go¢ilinii ve kapiller damarlarin

olusumunu uyarmaktadir (67).
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Epo’nun antioksidan etkisi birka¢ mekanizmayla goriilmektedir. Epo, oksidatif
streste sinyal iletim yollarinda rol alan JAK2, protein kinaz B, NFkB gibi molekiilleri
kontrol altinda tutmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) gibi sitozolik antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirarak lipit
peroksidasyonu inhibe etmektedir. Ayrica Epo, NO’nun aracilik ettigi serbest

radikalleri ve onlarin toksisitesini azaltmaktadir (68).

In vivo ve in vitro ¢alismalarda Epo’nun nérogenez etkisi gosterilmistir.
Hipoksi iskemiden sonra verilen Epo tedavisinin doku onarimi, revaskiilarizasyon
saglayarak norovaskiiler remodeling olusturdugu ve ndrodavranigsal sonuglari

iyilestirdigi belirtilmistir (69).

Yakin zamanda yapilan deneysel calismalarda Epo’nun anti-epileptojenik
etkisinin oldugu ve konviilziyonun indiikledigi noral hiicre Olimiini azalttig
gosterilmistir (70). Epo’nun ayrica anormal elektroensefalografi (EEG) bulgularimi

da anlaml olarak diizelttigi bulunmustur (71).

Bircok mekanizmayla néroprotektif etkinligi ortaya konmus olan Epo’nun
astrositlerde biliriibin norotoksisitesine etkisi arastirilmamustir. Bu ¢alismada, astrosit
hiicre kiiltiirii olusturulan yenidogan ratlarda biliriibin norotoksisitesine Epo’nun

etkinliginin arastirilmas1 amacglanmistir.
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 26.11.2012 tarih
ve 08 say1 ile onayr alman bu deneysel calisma, Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bir giinliik ve agirliklar1 5-8 gr olan
yenidogan Wistar-albino ratlardan elde edilen primer astrosit hiicre kiiltiirlerinde
Haziran-Ekim 2013 tarihleri arasinda yapildi. Primer astrosit hiicre kiiltiiriiniin elde

edilmesi i¢in tek anneden dogan bir giinliik 10 rat yavrusu kullanildi.
Calisma Gruplar
Grup I, Kontrol grubu (n:6): Herhangi bir ilag uygulanmadi.

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

Grup I1l, Epo grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiriine 2.5 1U/ml Epo
(GenScript Cat No: Z02975-1, 860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA) 24

saat slireyle uygulandi.

Grup 1V, Epo + Biliriibin grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiiriine 2.5 1U/ml
Epo eklendikten dort saat sonra 50 puM biliriibin ilave edilip 24 saat siireyle
uygulandi.

Grup V, Biliriibin + Epo grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiiriine 50 uM
biliriibin eklendikten dort saat sonra 2.5 IU/ml Epo ilave edilip 24 saat siireyle
uygulandi.

Astrosit Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Astrosit primer hiicre kiiltiirii %95’in {lizerinde saflikta astrosit hiicrelerinin
elde edildigi kanitlanmig olan McCarthy ve de Vellis yontemlerinden modifiye
edilerek hazirlanmis Cole de Vellis yontemi ile literatiirde tanimlandigi gibi
hazirland1 (72,73). Steril kosullarda bir giinliik rat yavrularma anestezik madde
uygulanmadan servikal dislokasyon ile dekapitasyon islemi yapildi. 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
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fungizon (Gibco Antibiotic-Antimycotic, 25 ug/ml amfoterisin B, 100x/100 ml,
Invitrogen, New York, USA) igeren kiiltiir kabina konuldu. Beyin dokusu mekanik
olarak pargalanip (Sekil 3), jole kivamina gelene kadar HBSS ile yikandi. Tripsin
500 pl (Trypsin/EDTA, 100 ml, %0.05/%0.02, Biochrom, Berlin, Germany), DNaz-I
50 pl (DNase I recombinant, RNase-free, 10 U/ul, Roche, Mannheim, Germany)
eklenip 37 °C’de %5 CO, ve %95 nem igeren ortamda 60 dk siireyle sallanarak
inkiibe edildi. Yetmis mikronluk filtreden gecirildikten sonra elde edilen hiicre
siispansiyonu polilizin kaplh 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 noéron hiicre kiiltiirii hazirlandi (Sekil 4).

Sekil 3 (A,B,C). Beyin dokusunun elde edilmesi ve mekanik olarak pargalanmasi.

Primer noron hiicre kiiltiirleri 37°C’de %5 CO; ve %95 nem igeren inkiibatorde
inkiibe edildi. Hiicrelerin gelisimi faz kontrast mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi. Besiyerleri ii¢ giinde bir taze besiyeri ile degistirildi. Cogalan primer

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

Sekil 4. Faz kontrast mikroskobu primer néron hiicre kiiltiirii: A: x40; B: x100.
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Cogalarak bitisik duruma gelen primer noron hiicre kiiltiirlerindeki besiyeri
aspire edilip distile su ile yikandiktan sonra tripsin eklendi. Kiiltiir kaplart mekanik
olarak sallandi ve hiicrelerin kiiltiir kabi tabanindan tamamen kalkmasi saglandi.
DMEM/F12 eklendikten sonra tiim besiyeri aspire edilip yeni bir kiiltiir kabina
konulup; 37 °C’de %5 CO; ve %95 nem igeren inkiibatorde 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 ul 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 CO; ve %95 nem iceren ortamda 80/dakika devirde 24 saat
calkalanarak astrosit kiiltliriiniiniin saflastirilmasi, mikroglia ve oligodendrositlerden
ayrilmasi saglanmaya calisildi. Tabandan ayrilarak yiizer duruma gecen mikroglia
ve oligodendrositler toplandi. Kiiltiir kabmin tabanina yapigik astrosit hiicreleri
birakildi ve astrosit besiyeri degistirildi. Daha sonra astrosit besiyeri ii¢ dort glinde
bir degistirildi. Astrosit hiicreleri bitisik duruma gelene kadar ¢ogaldiktan sonra 1/3
oraninda pasajlanarak hiicre kiiltiiriiniin devami saglandi ve degisik pasajlara ait

astrosit hiicre kiiltiirleri kullanildi (72,73) (Sekil 5).

Sekil 5. Faz kontrast mikroskobu primer astrosit hiicre kiiltiirii: A: x40; B: x100.
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Biliriibin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Astrosit hiicre kiiltiirinde kullanilan indirekt biliriilbin 10 ml astrosit
besiyerinde ¢6ziildii ve ana stok 100 pl’de 2000 uM olacak sekilde hazirlandi.
Biliriibin stok soliisyonu +4 %C’de karanlik ortamda sakland. Deneyler sirasinda
istenilen biliriibin konsantrasyon degeri elde edilene kadar stok soliisyonu astrosit
besiyeri ile sulandirildi (36,40).

Eritropoetinin Hazirlanmasi

Astrosit hiicre kiiltiiriinde kullanilan ve bir mililitresinde 1000 IU etken madde
iceren Epo stok soliisyonu hazirlandi.

Biliriibin ve Epo Konsantrasyonlarimin 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 canliliklart degerlendirildi (Sekil 6).
Kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirilip her kuyucukta 100 pl olacak sekilde
astrosit besiyeri eklendikten sonra sifirinci saat olarak kabul edildi. Sifirinci saatteki
absorbans (Ag) Cytotox-glo (Promega) kit kullanilarak Glomaks Sistem (Promega)
cihazi ile luminometrik olarak 6l¢iim yapildi. Daha sonra tiim plaklardaki besiyerleri
uzaklastirildi. Her konsantrasyon igin altisar kuyucuk olacak sekilde sirasiyla 1000
uM, 800 uM, 600 uM, 400 uM, 200 uM, 100 uM, 50 uM, 30 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5
uM, 1 uM, 0.5 puM indirekt biliriibin eklendi. Yine her konsantrasyon igin altisar
kuyucuk olacak sekilde sirasiyla 100 1U/ml, 50 1U/ml, 25 1U/ml, 10 IU/ml, 5 1U/ml,
2.5 IU/ml, 1 IU/ml, 0.8 1IU/ml, 0.5 IU/ml, 0.3 IU/ml, 0.05 IU/ml Epo eklendi.
Kuyucuklardaki sivi miktarin1 100 pl’ye tamamlayacak sekilde astrosit besiyeri ilave
edildi. Plaklar 37°C’de %5 CO, ve %95 nem iceren inkiibatorde, karanlik ortamda 48
saat inkiibe edildikten sonra besiyerleri uzaklastirildi. Kuyucuklardaki sivi miktarini
100 pl’ye tamamlayacak sekilde astrosit besiyeri ilave edildi. Absorbans (Ass)
Cytotox-glo kit kullanilarak Glomaks Sistem cihazi ile luminometrik olarak Sl¢iildii
ve hiicre canlihigi formiille (Hiicre canliligi (%)= 100 x Aus/ Ao) hesaplandi (74).
Hiicre canliligina gore deneyde kullanilacak indirekt biliriibin konsantrasyonu ve

eritropoetin 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; 72 saat sonra kuyucuklar faz kontrast
mikroskobunda incelenerek hiicrelerin varligt ve canliliklar1 degerlendirildi.
Kuyucuklar Kontrol, biliriibin, Epo, Epo + bilirliibin, biliribin + Epo olarak
gruplandirildi. Kuyucuklardaki sivi miktar1 astrosit besiyeri eklenerek 100 ul’ye
tamamlandi ve A, Cytotox-glo kit kullanilarak Glomaks Sistem cihazi ile
luminometrik olarak &lgiim yapildi. Plaklar karanlik ortamda 37°C’de %5CO; ve
%095 nem igeren ortamda 48 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklardaki
besiyerleri uzaklastirilarak her kuyucuga 100 pl taze astrosit besiyeri eklendi ve Agg
Cytotox-glo kit kullanilarak Glomaks Sistem cihazi ile luminometrik olarak olgiilerek

hiicre canliligi hesaplandi (74,75).

Sekil 6. A: 96 kuyucuklu plaklar;
B: Kuyucuklu plaklardaki astrosit hiicreleri (x40).

Apopitozisin Belirlenmesi

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

Kontrol, biliriibin, Epo, Epo + biliriibin, biliriibin + Epo gruplart kiiltiir
kaplarinda 37°C’de %5 CO; ve %95 nem igeren karanlik ortamda 48 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

yikanarak hiicrelerin tabandan tamamen kalkmasi saglandi. Falkon tiipiine aktarilan
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hiicreler 1500/dakika devirde bes dakika santrifiij edildi. Hiicre c¢ozeltisi iizerine
fiksatif soliisyonu (%1 paraformaldehit) konuldu ve 10 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.
Falkon tilipii iyice karistirtlarak 100 pl alindi ve lam iizerine 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 iizerine 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 1sisinda 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 igin bes alan
sayilarak canli ve apopitotik hiicreler tespit edildi (76).

Parametrelerin Aktivite ve Diizey Olciimii

Katalaz aktivitesi ol¢timii icin CAT Assay Kit (Cayman, katalog no 707002),
SOD aktivitesi olgiimii i¢in SOD Assay Kit (Cayman, katalog no 706002), LDH
aktivitesi 6l¢timii i¢in LDH Cytotoxicity Assay Kit (Cayman, katalog no 10008882),
total nitrat/nitrit diizeyi 6l¢iimii i¢in Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit (Cayman,
katalog no 780001), glutatyon diizeyi 6l¢iimii i¢in Glutathione Assay Kit (Cayman,
katalog no 703002), GPx aktivitesi 6l¢timii igin Colorimetric Assay for Cellular
Glutathione Peroxidase kit (OxisResearch, katalog no 21017), MDA diizeyi 6l¢iimii
icin Colorimetric Assay For Lipid Peroxidation (OxisResearch, katalog no 21012),
TNF-a diizeyi 6l¢iimii i¢in Human TNF alpha ELISA Kit (Boster, katalog no
EK0525), IL-1B diizeyi 6l¢timii igin Human IL-1 beta ELISA Kit (Boster, katalog no
EK0392) ve IL-6 diizeyi ol¢timii igin Human IL-6 ELISA Kit (Boster, katalog no
EKO0410) kitleri kullanilarak protokoller uygulandi.

Istatistiksel Analiz

Tim veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Calisma gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilig1 belirlemede non-parametrik testler Kruskal Wallis
ve Mann-Whitney U testi kullanildi. Verilerin bilgisayarda hesaplanmasinda
statistical packages for social sciences (SPSS) (SPSS for Windows 17.0; SPSS,
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Chicago, Illinois, A.B.D) yazilim programi kullanild:. Istatistiksel anlamlilik p<0.05

olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

Biliriibin ve Epo Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda (1000 uM’den 0.5 uM’e kadar) biliriibin
uygulandiktan 72 saat sonra % olarak hiicre canliligi belirlendi. Biliriibin
konsantrasyonlarina gore hiicre canliligi 1000 uM: % 13.2, 800 uM: % 18.7, 600
uM: % 26.7, 400 uM: % 32.2, 200 uM: % 36.5, 100 uM: % 45.6, 50 uM: % 50.3, 30
uM: % 56.4, 10 uM: % 62.5, 5 uM: % 64.7, 2.5 uM: % 71.6, 1 uM: % 81.1 ve 0.5
uM: % 96.8 saptandi (Sekil 7). Biliriibin konsantrasyonu arttikca hiicre canliligi
azaldi. Astrosit hiicrelerinin %50’sine toksik etkili olan biliriibin konsantrasyonu
(TCsp) 50 uM olarak saptandi. Sitotoksisite, apopitozis degerlendirilmesinde, katalaz,
SOD, GPx, LDH aktivite ol¢iimiinde ve glutatyon, MDA, total nitrit/nitrat, IL-1p,
IL-6 ve TNF-a diizey 6lgtimiinde 50 uM konsantrasyonu kullanildi.
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Sekil 7. Biliriibin konsantrasyonlarina gore hiicre canlilig.

Farkli konsantrasyonlarda (100 IU/ml’den 0.05 IU/ml’ye kadar) Epo
uygulandiktan 72 saat sonra % olarak hiicre canliligi Dbelirlendi. Epo
konsantrasyonlarina gore hiicre canliligi 100 1U/ml: % 64.8, 50 1U/ml: % 77.6, 25
IU/ml: % 76.4, 10 IU/ml: % 79.7, 5 1U/ml: % 83.8, 2.5 IU/ml: % 101.4, 1 IU/ml: %
92.9, 0.8 1U/ml: % 78.6, 0.5 1U/ml: % 92.5, 0.3 IU/ml: % 116.2 ve 0.05 IU/ml: %
112.9 saptandi (Sekil 8). Hiicre canliligint % 100 arttiran Epo degeri 2.5 1U/ml

olarak belirlendi. Sitotoksisite, apopitozis degerlendirilmesinde, katalaz, SOD, GPX,
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LDH aktivite 6l¢iimiinde ve glutatyon, MDA, total nitrit/nitrat, [L-1B, IL-6 ve TNF-a

diizey olgtimiinde 2.5 IU/ml Epo konsantrasyonu kullanildi.
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Sekil 8. Epo konsantrasyonlarina gore hiicre canlilig.
Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Gruplarin baslangigtaki hiicre canliligi %100 olarak kabul edilerek; 72. saatte
hiicre canlilig1 yeniden degerlendirildi. Hiicre canliligi 72. saatte kontrol grubunda %
100.00 + 0.50 iken, biliriibin grubunda % 27.05 + 0.26, Epo grubunda % 104.43 +
0.63, Epo + biliriibin grubunda % 66.62 + 1.91, biliriibin + Epo grubunda % 48.34 +
5.07 bulundu. Biliriibin grubunda hiicre canliligi en diisiik olup; kontrol grubuyla
karsilastirildiginda biliriibin grubunda hiicre canliligindaki azalma istatistiksel olarak
anlaml1 idi (p=0.000). Hiicre canliligi Epo grubunda % 104.43 £ 0.63 olup; biliriibin
grubuyla karsilastirildiginda Epo grubunda hiicre canliligindaki artig istatistiksel
olarak anlamli bulunurken; kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmadi (sirasiyla p=0.000 ve p=0.62). Epo, Epo + biliriibin ve
biliriibin + Epo gruplarinda hiicre canliligindaki artig, biliriibin grubuyla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli idi (sirasiyla p=0.000, p=0.001,
p=0.018). Epo + biliriibin ile biliriibin + Epo gruplar1 karsilastirildiginda, Epo’nun
profilaktik verilmesinin, tedavi edici amacla verilmesine gore hiicre canliligini

istatistiksel olarak anlamli arttirdig1 goriildii (p=0.015) (Tablo 1, Sekil 9).
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Tablo 1. Gruplarin hiicre canliligindaki degisim yiizdeleri.

72. saatteki hiicre canlihig (%0)

Gruplar (Ort + SD)

ikili Gruplar p degerleri

Hiicre canlihig (%)

20 _ .
0 - T
Kontrol  Biliribin Epo Epo+ Bilirlibin +

BilirGibin Epo
Gruplar

Sekil 9. Gruplarin 72. saatte hiicre canlilig.



Apopitozisin Degerlendirilmesi

Gruplarda astrosit hiicrelerinde apopitozis 24. saatte degerlendirildi (Sekil 11-
15). Apopitozis, kontrol grubunda % 1.04 + 0.11, biliriibin grubunda % 51.10 £+ 1.15,
Epo grubunda % 5.03 = 0.07, Epo + biliriibin grubunda % 28.72 + 0.29, biliriibin +
Epo grubunda % 36.13 + 0.42 saptandi. Apopitozis kontrol grubunda en diisiik,
biliriibin grubunda en yiiksekti. Diger gruplarla karsilastirildiginda, kontrol grubunda
apopitozis dusiikliigi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.009). Kontrol, Epo,
Epo + biliriibin, biliriibin + Epo gruplariyla karsilastirildiginda, biliribin grubunda
apopitoz artis1 istatistiksel olarak anlamli idi (sirasiyla p=0.000, p=0.000, p=0.000,
p=0.001). Epo grubundaki apopitozis Epo + biliriibin ve biliriibin + Epo gruplarindan
diistik olup; bu distikliik istatistiksel olarak anlamli idi (sirasiyla p=0.000, p=0.000).
Epo + biliriibin grubundaki apopitozis, biliriibin + Epo grubuna gore daha diisiik
olup (p=0.000); profilaktik Epo’nun tedavi amaciyla kullanilan Epo’dan daha etkili
oldugu goriildii (Tablo 2, Sekil 10).
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Tablo 2. Astrosit hiicrelerinde apopitozisin degerlendirilmesi.

24. saatte apopitozis (%)
Gruplar (Ort + SD)

Ikili Gruplar p degerleri

Apopitozis (%)
&

20
10
0 T T - T T
Kontrol Bilirlibin Epo Epo + Bilirtibin +
Bilirtibin Epo
Gruplar

Sekil 10. Gruplarin 24. saatte apopitozis yiizdeleri.



Sekil 12. TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. Biliriibin grubu (x40).
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Sekil 13. TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. Epo grubu (x40).

Sekil 14. TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. Epo + biliriibin grubu (x40).
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Sekil 15. TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. Biliriibin + Epo grubu (x40).

Katalaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Gruplarin katalaz aktivitesi 24. saatte degerlendirildi. Katalaz aktivitesi
kontrol grubunda 8.74 + 0.15 U/mg, biliriibin grubunda 3.83 + 0.12 U/mg, Epo
grubunda 9.69 + 0.17 U/mg, Epo + biliriibin grubunda 4.91 + 0.23 U/mg, biliriibin +
Epo grubunda 5.00 = 0.24 U/mg saptandi. Epo grubunda katalaz aktivitesi kontrol
grubundan daha yiiksek olup; istatistiksel olarak anlamli idi (p=0.002). Biliriibin
grubunda katalaz aktivitesinin diger gruplardan daha disiik oldugu gorildi ve
kontrol, Epo, Epo + biliriibin, biliriibin + Epo grubu ile karsilagtirildiginda bu
diigiiklik istatistiksel olarak anlamli idi (sirasiyla p=0.000, p=0.000, p=0.005,
p=0.005). Epo grubunda katalaz aktivitesi Epo + biliriibin ve biliriibin + Epo
grubundan yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamliyd: (sirasiyla p=0.000, p=0.000).
Biliriibin + Epo ve Epo + bilirlibin gruplart arasinda katalaz aktivitesi bakimindan
fark saptanmadi (p=0.66) (Tablo 3, Sekil 16).
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Tablo 3. Gruplarin katalaz aktiviteleri.

Katalaz aktivitesi (U/mg)

Gruplar (Ort + SD)

ikili Gruplar p degerleri
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E 3
-]
N—r
N 6
]
S 4
T
X 3

0

Kontrol BilirGibin Epo Epo + Biliribin +
Biliribin Epo
Gruplar

Sekil 16. Gruplarin katalaz aktiviteleri.



Glutatyon Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin glutatyon diizeyi 24. saatte degerlendirildi. Glutatyon diizeyi
kontrol grubunda 15.35 + 0.34 uM, biliriibin grubunda 3.96 + 0.16 puM, eritropoetin
grubunda 16.76 + 0.24 uM, eritropoetin + biliriibin grubunda 12.20 = 0.05 pM,
biliriibin + eritropoetin grubunda 9.49 + 0.29 uM saptandi. Epo grubunda glutatyon
diizeyi kontrol grubundan daha yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamli saptandi
(p=0.006). Biliriibin grubunda glutatyon diizeyinin diger gruplardan diisiik oldugu
goriildii ve kontrol, Epo, Epo + biliriibin, biliribin + Epo grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p=0.000, p=0.000,
p=0.000, p=0.000). Epo grubunda glutatyon diizeyi Epo + biliriibin ve biliriibin +
Epo grubundan yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0.001,
p=0.000). Epo + biliriibin grubunda glutatyon diizeyi, biliriibin + Epo grubundan
yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.003) (Tablo 4, Sekil 17).
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Tablo 4. Gruplarin glutatyon diizeyleri.

Glutatyon diizeyi (pM)
Gruplar (Ort + SD)

ikili Gruplar p degerleri
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Kontrol Bilirlibin Epo Epo + Bilirtibin +
Bilirlibin Epo
Gruplar

Sekil 17. Gruplarin glutatyon diizeyi.
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Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Gruplarin GPx aktivitesi 24. saatte degerlendirildi. Glutatyon peroksidaz
aktivitesi kontrol grubunda 0.82 + 0.01 U/mg, biliriibin grubunda 0.42 + 0.03 U/mg,
Epo grubunda 0.83 + 0.01 U/mg, Epo + biliriibin grubunda 0.64 + 0.02 U/mg,
biliriibin + Epo grubunda 0.58 + 0.02 U/mg saptandi. Epo grubunda GPx aktivitesi
kontrol grubundan yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0.28). Biliriibin grubunda GPx aktivitesi diger gruplardan daha distikti ve
kontrol, Epo, Epo + biliriibin, biliriibin + Epo gruplarniyla karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p=0.001, p=0.001, p=0.001, p=0.002).
Epo grubunda GPx aktivitesi Epo + biliriibin ve biliriibin + Epo gruplarindan daha
yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0.002, p=0.001). Epo +
biliriibin grubunda GPx aktivitesi, biliriibin + Epo grubundan yiiksekti ve istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0.04) (Tablo 5, Sekil 18).
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Tablo 5. Gruplarin GPx aktiviteleri.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi (U/mg)

Gruplar (Ort + SD)

ikili Gruplar p degerleri
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Kontrol Biliribin Epo + Biliriibin +
Biliribin Epo
Gruplar

Sekil 18. Gruplarin GPx aktiviteleri.



Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Stiperoksit dismutaz aktivitesi 24.

saatte degerlendirildi.

Gruplarin SOD

aktiviteleri karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmadi (p> 0.05) (Tablo 6, Sekil

19).

Tablo 6. Gruplarin SOD aktiviteleri.

SOD diizeyi (U/ml)

Gruplar* (Ort + SD)
Kontrol 0.10+0.05
Bilirtibin 0.12+£0.08
Epo 0.13+0.04
Epo + Biliriibin 0.14+0.05
Bilirtibin + Epo 0.13+0.02

*QGruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).

0,16
0,14
0,12
0,1
< 0,08
O 0,06
? 0,04

0,02

D (U/ml)

11

Kontrol Biliribin

Gruplar

Epo +
Bilirlibin

Biliribin +
Epo

Sekil 19. Gruplarin SOD aktiviteleri.

Total Nitrat/Nitrit Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin total nitrat/nitrit diizeyi 24. saatte degerlendirildi. Total nitrat/nitrit

diizeyi kontrol grubunda 5.63 + 0.62 uM, biliriibin grubunda 11.05 £ 0.93 uM,

eritropoetin grubunda 5.56 + 0.22 puM, eritropoetin + biliriibin grubunda 8.60 + 0.61
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uM, biliriibin + eritropoetin grubunda 8.13 + 0.91 uM saptandi. Epo grubunda total
nitrat/nitrit diizeyi kontrol grubundan diisik olmakla birlikte istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0.84). Biliriibin grubunda total nitrat/nitrit diizeyinin kontrol, Epo,
Epo + bilirlibin, biliriibin + Epo gruplarindan istatistiksel olarak anlamli yiliksek
oldugu goriildii (sirastyla p=0.001, p=0.007, p=0.007, p=0.013). Epo grubunda total
nitrat/nitrit diizeyi Epo + biliriibin ve biliriibin + Epo grubundan disiikti ve
istatistiksel olarak anlamliyd: (sirasiyla p=0.025, p=0.014). Epo + biliriibin ve
biliriibin + Epo gruplar1 arasinda total nitrat/nitrit diizeyleri bakimindan istatistiksel
bir fark saptanmadi (p=0.41) (Tablo 7, Sekil 20).

Tablo 7. Gruplarin total nitrat/nitrit diizeyleri.

Total Nitrat/Nitrit diizeyi (uM)

Gruplar (Ort + SD)

ikili Gruplar p degerleri
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Sekil 20. Gruplarin total nitrat/nitrit dizeyleri.
Interlékin-1p Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin IL-1B diizeyi 24. saatte degerlendirildi. IL-1B diizeyi kontrol
grubunda 5.19 + 0.04 pg/ml, biliriibin grubunda 2.95 + 0.05 pg/ml, Epo grubunda
22.85 + 0.19 pg/ml, Epo + biliriibin grubunda 593.60 + 2.97 pg/ml, biliriibin + Epo
grubunda 20.47 + 0.82 pg/ml saptandi. Kontrol grubunda IL-1p diizeyi Epo
grubundan diisiik olup; istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p=0.000). Biliriibin
grubunda IL-1p diizeyinin diger gruplardan diisiik oldugu goriildii ve kontrol, Epo,
Epo + biliriibin, biliriibin + Epo grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bulundu (sirastyla p=0.000, p=0.000, p=0.000, p=0.000). Epo + biliriibin
grubunda IL-1 diizeyi Epo ve biliriibin + Epo gruplarindan yiiksekti ve istatistiksel
olarak anlamliyd1 (sirasiyla p=0.000, p=0.000) (Tablo 8, Sekil 21).
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Tablo 8. Gruplarin IL-1f diizeyleri.

IL-1p diizeyi (pg/ml)

Gruplar (Ort + SD)

ikili Gruplar p degerleri
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Sekil 21. Gruplarin IL-1p diizeyleri.



Interlékin-6 Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin IL-6 diizeyi 24. saatte degerlendirildi. IL-6 diizeyi kontrol grubunda
27.38 £+ 0.46 pg/ml, biliriibin grubunda 82.92 + 1.68 pg/ml, Epo grubunda 34.20 +
2.66 pg/ml, Epo + biliriibin grubunda 70.64 + 0.50 pg/ml, biliriibin + Epo grubunda
45.35 £ 1.12 pg/ml saptandi. Kontrol grubunda IL-6 diizeyi Epo grubundan diisiik
olup; istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.044). Biliriibin grubunda IL-6
diizeyinin diger gruplardan yiiksek oldugu goriildii ve kontrol, Epo, Epo + biliriibin,
biliriibin + Epo grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu
(swrastyla p=0.000, p=0.000, p=0.004, p=0.000). Epo grubunda IL-6 diizeyi Epo +
bilirlibin ve biliriibin + Epo gruplarindan diistiktii ve istatistiksel olarak anlamliydi
(sirastyla p=0.001, p=0.01). Biliriibin + Epo grubunda IL-6 diizeyi, Epo + biliriibin
grubundan diisiiktii ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.000) (Tablo 9, Sekil
22).
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Tablo 9. Gruplarin IL-6 diizeyleri.

Gruplar

IL-6 diizeyi (pg/ml)
(Ort + SD)

ikili Gruplar

p degerleri

IL-6 (pg/ml)
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Epo + Bilirtibin +
Bilirtibin Epo

Sekil 22. Gruplarmn IL-6 diizeyleri.
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Tiimor Nekrozis Faktor-o Diizeyinin Degerlendirilmesi

Gruplarin TNF-a diizeyi 24. saatte degerlendirildi. TNF-o diizeyi kontrol
grubunda 326.30 + 3.23 pg/ml, biliriibin grubunda 535.73 + 3.04 pg/ml, Epo
grubunda 328.74 + 1.82 pg/ml, Epo + biliriibin grubunda 380.07 + 5.07 pg/ml,
biliriibin + Epo grubunda 484.72 + 2.03 pg/ml saptandi. Kontrol grubunda TNF-a
diizeyi Epo grubundan diisiiktii, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.33).
Biliriibin grubunda TNF-o diizeyinin diger gruplardan yiiksek oldugu goriildii ve
kontrol, Epo, Epo + biliriibin, biliriibin + Epo gruplan ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p=0.000, p=0.000, p=0.000, p=0.000).
Epo grubundaki TNF-a diizeyi Epo + biliriibin ve biliriibin + Epo grubundan diisiiktii
ve istatistiksel olarak anlamliydi (sirastyla p=0.001, p=0.000). Epo + biliriibin
grubundaki TNF-a diizeyi, biliriibin + Epo grubundan diisiiktii ve istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p=0.000) (Tablo 10, Sekil 23).
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Tablo 10. Gruplarin TNF-a diizeyleri.

TNF-a diizeyi (pg/ml)

Gruplar (Ort + SD)

ikili Gruplar p degerleri

600

500
=

£ 400
>
o

~ 300
b
LL

= 200
|_

100

0

Kontrol BilirGbin Epo + Bilirtibin +
Bilirtbin Epo
Gruplar

Sekil 23. Gruplarin TNF-o diizeyleri.
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Laktat Dehidrojenaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Gruplarin LDH aktivitesi 24. saatte degerlendirildi. LDH aktivitesi kontrol
grubunda 56.02 + 0.50 pU/ml, biliriibin grubunda 41.73 + 0.58 pU/ml, Epo grubunda
54.59 + 1.01 pU/ml, Epo + biliriibin grubunda 52.62 + 1.08 pU/ml, biliriibin + Epo
grubunda 36.48 + 0.74 uU/ml saptandi. Kontrol grubunda LDH aktivitesi biliriibin
grubundan yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.000). Epo ve Epo +
biliriibin gruplarindaki LDH aktivitesi biliriibin grubundan yiiksekti ve istatistiksel
olarak anlamliydi (sirastyla p=0.000, p=0.001). Biliriibin + Epo grubundaki LDH
aktivitesi biliriibin grubundan diisiiktii ve istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.001).
Epo + biliriibin grubundaki LDH aktivitesi, biliriibin + Epo grubundan yiiksekti ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.000). Profilaktik Epo’nun LDH aktivitesini
arttirdign (p=0.001); tedavi edici Epo’nun ise LDH aktivitesini azalttig1 goriildi
(p=0.001). (Tablo 11, Sekil 24).
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Tablo 11. Gruplarin LDH aktiviteleri.

LDH aktivitesi (nU/ml)

Gruplar (Ort + SD)

ikili Gruplar p degerleri

D
o

v
o

o

LDH (uU/ml)
N 8 D

FRET]

0
10
0
Kontrol Bilirtibin Epo + Biliriibin +
Bilirlibin Epo
Gruplar

Sekil 24. Gruplarin LDH aktiviteleri.
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Malondialdehit Diizeyinin Degerlendirilmesi

Malondialdehit diizeyi 24. saatte degerlendirildi. Gruplarin MDA diizeyi
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p> 0.05) (Tablo
12, Sekil 25).

Tablo 12. Gruplarin MDA diizeyleri.

MDA diizeyi (uM)
Gruplar* (Ort + SD)

*QGruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).

0,123
0,122
0,121
—~
S 0,120
20,119
<DE 0,118
S 0,117
0,116
0,114
Kontrol Bilirtbin Epo + Bilirtbin +
Gruplar Bilirlibin Epo

Sekil 25. Gruplarin MDA diizeyleri.
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TARTISMA

Indirekt hiperbiliriibinemi, ekstrauterin hayata adaptasyon déneminde c¢ogu
yenidoganda karsilasilan ve genellikle tedavi gerektirmeden kendiliginden diizelen
fizyolojik bir durumdur. Fetal eritrosit Omriiniin kisa olmasina bagh eritrosit
yikiminin ve biliriibin iiretiminin artmasi, hem yikim iriinleri atilim mekanizmasinin
gelismemis olmast ve UDPGT enzim aktivitesinin  diistikliigii  indirekt
hiperbiliriibinemiye yol agmaktadir (77). Annenin emzirme egitimi tamamlanmadan
bebegin hastaneden erken taburcu edilmesi, taburculuktan sonra diizenli ve yakin
biliribin takibi yapilmamasi durumunda biliriibin diizeyi ¢ok yiikselebilir.
Hiperbiliriibinemi tedavi edilmediginde, biliriibin diizeyine bagli olarak minor
norolojik hasar, akut biliriibin ensefalopatisi, kernikterus ve hatta Olim
goriilebilmektedir (75).

Agir hiperbiliriibinemik yenidoganlarda, beynin belirli bolgelerinde biliriibinin
birikmesiyle gecici veya kalict isitsel, motor ve mental fonksiyon bozukluguyla
sonuglanan bilirlibin ensefalopatisi gelisebilir (78). Kronik biliriibin ensefalopatisi
olarak tanimlanan Kkernikterusun insidanst tam olarak bilinmemekle birlikte;
giniimiizde daha az goriilmektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa’da kernikterus
goriilme sikligimin 100000 canli dogumda 1-1.4 oldugu tahmin edilmektedir (79).
Serebellum, purkinje hiicreleri, derin serebellar nukleus, dordiincii ventrikiil
zeminindeki nukleus, bazal ganglion, hipokampus ve kraniyal sinir nukleuslar
(0zellikle 8. sinir) biliriibin toksisitesine en duyarli olan beyin bdlgeleridir.
Kernikterus koreatetoid serebral palsi, sensorinoral isitme kaybi, yukari bakis
paralizisi ve dental enemal displazi ile karakterizedir. Kernikteruslu term bebeklerin
MR goriintiilemesinde globus pallidus, talamus ve hipokampusta sinyal siddetinde
artig goriilmistiir (6). Akut biliriibin ensefalopatisi ve kernikterusun onlenmesinde
yakin ve bireysel biliriibin takibinin yapilmasi anahtar rol oynamaktadir.

Indirekt biliriibin, yiiksek diizeylerde kalic1 ndral hasara yol actig1 kanitlanmis
bir noérotoksindir. Total biliriibin diizeyi, viicudun noéroprotektif savunma sistemini
astifinda hiicresel hasar goriiliir. Bu nedenle, indirekt biliriibinin hangi diizeyde
norotoksik oldugu kesin olarak bilinmemektedir (80). Yakin zamanda yapilan bir
calismada, pik serum biliriibin diizeyinin >22 mg/dl olmasinin koétii norogelisimsel

sonug igin bagimsiz bir risk faktorii oldugu belirtilmistir (81).
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Indirekt biliriibinin sudaki ¢oziiniirliigii cok diisiik olup %99.9’u ¢ok siki
olarak albumine bagli bulunmaktadir. Plazmada bulunan ve albumine bagli olmayan
serbest biliriibin, kan-beyin bariyerini gecgerek norotoksisiteye neden olmaktadir.
Serbest biliriibinin ¢ogunlugu nétral diasit olup, hiicre membranlarindan pasif olarak
gecebilmektedir. Hiicre membranlarindan gecisin yavas olmasi nedeniyle serbest
biliriibin diizeyinin yiiksekligi kadar, yiiksek biliriibin diizeyleriyle karsilasma siiresi

de norotoksisite agisindan 6nemli bir faktordiir (78).

Biliriibin toksisitesinde esas hedef noral ve glial hiicrelerdir. Astrositler, kan-
beyin bariyeri olusumunu saglayan, néronlara metabolik destek veren, beyinde enerji
dengesini diizenleyen, fagositik, immiin ve detoksifikasyon goérevi olan glial
hiicrelerdir. Onceki calismalarda astrositlerin, indirekt biliriibini kandan néronlara
tagtyan asil hiicreler olduklar1 gosterilmistir. Kan-beyin bariyerinin hasarinda
bilirlibine ilk maruz kalan hiicreler astrositler oldugundan; bir¢ok ¢alismada
bilirlibinin toksik etkisini gostermek igin astrosit hiicre kiiltiirii kullanilmigtir (82).
Biliriibinin noral hiicrelere toksik etkisi hem in vivo hem de in vitro olarak daha 6nce
gosterilmistir. Bu c¢alismalarda, bilirlibin toksisitesine ndronlarin astrositlere gore
daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Sonugta biliriibin ensefalopatisinin patogenezinin
anlasilmasinda astrositlerin esas role sahip oldugu anlasilmistir (40). Ayrica
astrositlerin noronlara gore hiicre i¢i glutatyon deposu daha fazladir. Daha ¢ok
antioksidan enzim sistemine sahip olmasi nedeniyle astrositler, noronlara gore
oksidatif hasara daha direnglidirler (75). Biz de ¢alismamizda bilirubinin toksik

etkisini degerlendirmek i¢in astrositleri kullandik.

Serbest biliriibin, <70 nM diizeyinde iken SSS hiicrelerini oksidatif hasara
kars1 korurken; biliribin diizeyi 71-770 nM’ye ulastiginda norotoksik etki
goriilmektedir. Biliriibinin esik degerinin bu kadar genis bir aralikta olmasi, hiicre
fonksiyonlart ve maturasyonunun, kiiltirde bekleme siirelerinin ve uygulanan
metodlarin farkli olmasindan kaynaklanabilmektedir (36). Calismamizda indirekt
bilirubini sirasiyla 1000 uM, 800 uM, 600 uM, 400 uM, 200 uM, 100 uM, 50 uM,
30 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM, 1 uM, 0.5 uM konsantrasyonlarda uyguladik ve TCsp
degerini 50 uM olarak saptadik. Diger calismalara benzer sekilde biliriibin
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konsantrasyonu arttik¢a hiicre 6liim oraninin arttig1 bizim ¢alismamizda da gosterildi
(23,24,36,82).

Literatiirde, giinlimiize kadar biliriibin norotoksisitesini 6nlemek amaciyla
deneysel olarak uygulanan birka¢ ilag c¢alismasi bulunmaktadir (15-24). Bu
ilaglardan taurinin, profilaktik olarak uygulandiginda hiicre igi kalsiyum dengesini
diizenleyerek, apopitozisi inhibe ederek, noron gelisimi ve hiicre canliligini aktive
ederek biliriibin norotoksisitesinde koruyucu etkili oldugu gosterilmistir (20).
Ursodeoksikolik asitin glial ve ndronal hiicrelerde biliriibine bagl gelisen apopitozisi
inhibe ettigi bildirilmistir (15). Geiger ve arkadaslar1 (17), ratlarda biliriibin
norotoksisitesi olusturulmadan Once uygulanan minosiklinin antiapopitotik ve
antiinflamatuar etkisiyle norotoksisiteyi ve BAER bozuklugunu engelledigini rapor
etmiglerdir. Ancak Li ve arkadaslar1 (18), yakin zamanda yaptiklari bir ¢alismada,
minosiklinin ventral kohlear nukleus noronlarinda biliriibine baglh hipereksitasyonu
inhibe etmedigini belirtmislerdir. Biliriibine bagli isitsel ndrotoksisitenin
degerlendirildigi in vivo bir g¢alismada, taurinin hiicre i¢i kalsiyum girigini ve
eksitotoksisiteyi engelleyerek ototoksisiteye karsi etkili oldugu gosterilmistir (21).
Almaas ve arkadaslart (22), deksametazonun biliriibine bagli IL-8 ve monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1) salinimini inhibe ederek biliriibin norotoksisitesine
kars1 koruyucu etki gosterdigini belirtmislerdir. Primer astrosit hiicre kiiltiirtinde
biliriibinin  ndrotoksik  etkisini  Onlemek i¢in profilaktik olarak verilen
dokosaheksaenoik asitin hiicre canliligin1 arttirdig1, apopitozisi azalttig1, antioksidan
enzimleri (SOD, katalaz, GPx) arttirdig1 belirtilmistir (23). Sahin ve arkadaslarinin
caligmasinda (24), hem profilaktik hem de tedavi edici olarak uygulanan ginkgo

bilobanin biliriibin sitotoksisitesi ve apopitozisi azalttigi gosterilmistir.

En ¢ok umut veren noroprotektif ajanlardan birisi olan Epo’nun son on yilda
noroprotektif etki mekanizmalari tanimlanmig olup; asil mekanizma apopitozisi
inhibe etmesidir. Diger mekanizmalar antiinflamatuar, antioksidan, anjiojenik,
norogenezis, antiepileptik ve norotrofik etkiye sahip olmasidir. Epo’nun
noroprotektif etkisi hem in vivo, hem in vitro birgok caligmada gosterilmistir.
Hipoksik iskemik ensefalopati (HIE), periventrikiiler 16komalazi ve hiperoksik beyin

hasarindaki noroprotektif rolii aragtirilmistir (13). Beyin hasarindan sonra Epo ve
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reseptoriiniin, ayrica BOS’ta Epo diizeyinin arttig1 goriilmistiir (83). Epo’nun etkisi
doz ve zaman bagimli olup; ndroprotektif etki icin yiiksek doz (1000-30000 U/kg)
uygulanmasi tizerinde durulmustur. Epo’nun, sadece sistemik olarak yiiksek dozlarda
(5000 U/kg) verilmesinden sonra beyinde saptanmas1 nedeniyle, yenidogan ratlarin
beyin ve plazmasinda yiliksek doz Epo’nun farmakokinetigi dogrulanmistir. Diigiik
(1000 U/kg) ve tekrarlanan dozda Epo uygulamas: ile anlamli ndroprotektif etki
saptanamamistir. En fazla ndroprotektif etki 5000 U/kg ii¢ doz ve 30000 U/kg tek
doz uygulamalarinda gorilmiistir (13). Hiicre kiltiirii deneylerinde Epo’nun
noroprotektif doz araliginin 0.1-1 1U/ml oldugu gosterilmistir. Epo dozunun >10
IU/ml olmas1 halinde toksik oldugu belirtilmistir. Weber ve arkadaslar1 (84), orta
diizeyde hipoksik ortam (%10 O, %85 N,, %5 CO,) diizenleyerek yaptiklari
deneysel bir ¢alismada, yiiksek dozda (40 IU/ml) Epo’nun néron hasarini daha da
arttirdigini - gostermislerdir. Liu ve arkadaslarinin in vitro g¢alismasinda (85),
hipoksiden alt1 saat 6nce ve alt1 saat sonra uygulanan Epo’nun, maksimum noron
hiicre canliligini saglayan doz araligr 0.1-1 1U/ml olarak saptanmis. Bu ¢alismada,
0.001 IU/ml’den diisiik ve 10 1U/ml’den yiiksek Epo dozlarinin hiicre canliligina
etkisinin olmadig1 belirtilmistir. Bir bagka hiicre kiiltlirii ¢alismasinda, hipoksiden
sonra uygulanan 1 ve 10 IU/ml dozundaki Epo’nun hiicre canliligini arttirict
etkilerinin benzer oldugu; 100 IU/ml dozundaki Epo’nun ise hiicre canliligini
azalttigr gosterilmistir (86). Biz bu g¢aligmada farkli dozlarda Epo’nun astrosit
hiicrelerine etkisini arastirdik. Epo’yu 100 1U/ml, 50 1U/ml, 25 IU/ml, 10 1U/ml, 5
IU/ml, 2.5 IU/ml, 1 1U/ml, 0.8 IU/ml, 0.5 IU/mI, 0.3 1U/ml, 0.05 IU/ml dozlarinda
astrosit hiicre kiiltiirii ortamina uyguladik ve 2.5 1U/ml dozunda %100 hiicre canliligi
elde ettik.

NMDA aracilikli eksitotoksik beyin hasari olusturulan farelere, hasardan bir
saat sonra verilen Epo’nun eksitotoksisiteye karsi noroprotektif etkili oldugu
gosterilmistir. Bu calismada, tek veya tekrarlayan dozlarda 5000 U/kg Epo
uygulanmis ve etkilerinin aymi oldugu goriilmiistiir. Epo’nun terapétik pencere

araliginin eksitotoksik hasari takiben 1-4. saatler arasi oldugu belirtilmistir (87).

Hipoksik-iskemik beyin hasari serebral palsi, mental retardasyon, 6grenme

bozuklugu ve epilepsiye yol acan énemli bir durumdur. Perinatal asfiksiye bagli bu
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kronik sekelleri énlemek amaciyla, hipoksiden hemen sonra verilen 1000 U/kg
Epo’nun uzun donem spatial hafiza defisitini ve ndrodavranissal beceriyi iyilestirdigi
gosterilmistir  (88). Mikati ve arkadaslart (89), hipoksik birakilan ratlara
uyguladiklar1 1000 U/kg Epo’nun konviilsiyon hassasiyetini azaltigim ve

antiepileptik 6zelligini saptamislardir.

Yakin zamanda yapilan iki ¢alismada HIE’li hastalarmn tedavisinde hipotermi
ve Epo kombinasyonu denenmistir. Fan ve arkadaslart (90), hipoksi-iskemi
olusturduklari ratlara, hipotermiden hemen ve 24, 48 saat sonra 5000 U/kg dozunda
Epo vermisler. Kombine tedavinin sensdrimotor fonksiyonlar1 %26 oraninda
iyilestirdigi; ancak beyaz cevher hasarina etkili olmadigi goriilmistiir. Diger
calismada, hipotermi tedavisine ek olarak hipoksi-iskemiden hemen, 24 saat ve bir
hafta sonra Epo 1000 U/kg dozunda uygulanmis ve kombine tedavinin histolojik ve
sensOrimotor fonksiyonlara yararli etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir (91).
Ozellikle preterm bebeklerde olmak iizere oksijen toksisitesinin kotii norolojik
sonuglara yol actig1 bilinmektedir. Hiperoksinin indiikledigi apopitozisin oksidatif
stres, proinflamatuar sitokin artisi, norotrofin ekspresyonunun azalmasi, norotrofin
yolak aktivasyonunun azalmasi ve beyinde hiicre biiyiimesiyle iliskili proteinler,
noronal migrasyon/morfoloji ve sinaptik aktivitedeki degisiklikler ile baglantili
oldugu deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (92). Epo, NF-kB ve PI(3)K sinyal iletim
yollart ile Akt-1 aktivasyonuna yol ac¢maktadir. Akt-1 aktive oldugunda
mitokondriyal membranlar stabilize olmakta, sitokrom ¢ salinimi 6nlenmekte ve
kaspaz 1,3,8 aktivitesi bloke olmaktadir (93). Bir calismada, 20000 U/kg dozunda
verilen Epo’nun, hiperoksi uygulanan ratlarda apopitozise karsi noroprotektif etkili
oldugu saptanmistir. Epo’nun Kkaspaz-2,3,8’i azalttigi, beyindeki proteom
degisikliklerini inhibe ettigi, oksidatif stresi azalttig1, norotrofik faktorleri arttirdig
belirtilmistir (92). Bagka bir ¢alismada, 1000 U/kg bes giin siireyle uygulanan
Epo’nun hiperoksiye bagli ndronal hiicre 6liimiinii, apopitozisi azalttig1 gosterilmistir
(94).

Noronlara direkt etkisinin yani1 sira, Epo’nun yeni damar olusumunu saglayarak
beyin perfiizyonunu arttiric1 6zelligi de bulunmaktadir. Epo ve reseptoriiniin damar

fonksiyonu tiizerine etkisi, in vitro ve in vivo ¢alismalarda gosterilmistir. Anjiojenik
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incelemelerde Epo’nun mikrovaskiiler dallanmay1 arttirdigi ifade edilmistir. Ayrica
endotelyal hiicre kiiltiirlinde vaskiiler fonksiyon, sinyal iletimi ve enerji transferiyle
iliskili genlerin ekspresyonunu arttirdigi da gosterilmistir. Beyin kapiller endotel
hiicrelerinde, Epo’nun doz bagimli mitojenik aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir.
Epo endotel onciisii hiicrelerin proliferasyonu, matrix metalloproteinaz-2 iiretimi,
vaskiiler alanlara endotelyal hiicre gocii ve kapiller damar olusumunu uyarmaktadir
(13). In vivo olarak iskemik strok olusturulan yenidogan ratlarda, iskemiden bir saat
sonra 5000 U/kg dozunda, ii¢ giin siireyle verilen Epo’nun, ndrovaskiiler tamiri
sagladigi ve iskemiden 21 giin sonrasina kadar devam ettigi gosterilmistir. Bu
calismada, Epo’nun néron ve mikrodamar sayisini arttirici etkisinin giinler-haftalarca
stirdiigli belirtilmistir (95). Timor hiicrelerinde de Epo reseptorlerinin saptanmasi
nedeniyle, Epo kullaniminin tiimor gelisimine sebep olabilecegi diistintilmiistiir.
Ancak yapilan preklinik ve klinik ¢aligmalarin sonuglari, timér anjiogenezisinde

Epo’nun roliiniin olmadigin1 géstermistir (13).

Patogenezinde inflamasyonun merkezi rol oynamasi nedeniyle, BPD’de Epo
uygulamasi birkag¢ ¢alismada denenmistir. Hiperoksi uygulanan ratlara postnatal 4-5-
6. giinlerde 3000 U/kg Epo’nun uygulandifi bir ¢aligmada, myeloperoksidaz ve
TNF-a gibi inflamatuar mediatorlerin azaldigi, alveol ve septa sayisinin arttigi,
fibrozisin azaldigi gosterilmistir (96). Hiperoksiye maruz birakilan ve BPD modeli
olusturulan yenidogan ratlara postnatal ii¢ ve besinci giinlerde 400 U/kg dozunda
verilen Epo’nun alveol ylizey alanimmi ve sekonder krest sayisini arttirdigi
gosterilmistir. Antiapopitotik, antioksidan, anjiojenik ve fibrozisi azaltan etkileri
nedeniyle hiperoksik akciger hasarinda Epo tedavisinin kullanilabilecegi
belirtilmistir (97).

Gastrointestinal sistemin biiylime gelismesinde rolii olmasi, barsaklarda
reseptOriiniin  bulunmasi ve antiinflamatuar, antiapopitotik ve trofik o6zellikleri
nedeniyle nekrotizan enterokolit (NEK)’te de Epo’nun etkinligi arastirilmistir. NEK
modeli olusturulan ratlarda, 750 U/kg haftada ii¢ giin olacak sekilde iki hafta siireyle
uygulanan Epo’nun NO’yu azaltarak NEK’te etkili oldugu bildirilmistir (98).
Epo’nun enterositlerin  bariyer fonksiyonunu koruyarak NEK insidansini

azaltabilecegi rapor edilmistir (99). Yiiksek doz (5000 U/kg) Epo uygulanan in vivo
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bir calismada, Epo’nun intestinal epitel hiicre villiisinde apopitozisi azalttigi,
enterosit proliferasyonu ve migrasyonunu arttirdigi gosterilmistir (100).

Sepsiste hizli bir sitokin, kemokin, prostaglandin ve NO iiretimi oldugu
bilinmektedir. Mikroskopik diizeyde ise oksijen dagitimi ve tiiketimi arasindaki
iliskide bozulma, mikrodolasimda defekt, hiicresel metabolik yollarda bozukluk
goriilmektedir. Bu degisiklikler kan-beyin bariyerini bozmakla birlikte; SSS’de
oksidatif stres, enerji metabolizmasinda bozukluk ve apopitozise yol agmaktadir.
Sepsise bagli beyin fonksiyonlarinda goriilen bozulmayi dnlemek amaciyla yapilan
bir ¢alismada Epo’nun lipid peroksidasyonu azalttigi, katalaz ve SOD’u arttirdig1
gosterilmistir (101).

Birgok deneysel ¢alismadan sonra Epo’nun klinik uygulamasina gegilmistir. lk
olarak Ledbetter ve arkadaslari (102), 500-1250 gr agirliginda dogan ve evre 2-3
NEK tanis1 konulan 483 preterm hastaya 200 U/kg/giin intravendz (iv) infiizyon veya
400 U/kg/giin asir1 subkutan olarak 14 giin Epo tedavisi vermislerdir. NEK
gelismeden once uygulanan Epo grubunda (Epo grubu) NEK insidansinin %4.6, Epo
tedavisi verilmeyen veya NEK gelistikten sonra Epo verilen grupta (kontrol grubu)
ise %10.8 oldugu goriilmistiir. Juul ve arkadaglar1 (103), <28 hafta ve <1000 gr
preterm bebeklere hayatin ilk giiniinden itibaren ii¢ giin siireyle 500, 1000, 2500
U/kg iv Epo tedavisi uygulamislardir. Noroprotektif diizeye 1000 ve 2500 U/kg dozu
ile ulasildig1 ve yan etki goriilmedigi bildirilmistir. Orta-agir HIE’li 167 term hastay1
iceren bir ¢alismada, Epo’nun néroprotektif etkinligi arastirilmistir. Bu ¢alismada,
postnatal <48 saatte, 52 hastaya 300 U/kg, 31 hastaya 500 U/kg dozunda, giin asir1,
iki hafta slireyle Epo tedavisi verilmistir. On sekiz aylikken degerlendirilen
hastalarda 6lim veya orta-agir derecede sakatlik goriilme orani kontrol grubunda
%43.8 iken; Epo grubunda %24.6 saptanmustir. Epo’nun iki dozu arasinda fark
goriilmezken; orta derecede HIE’li hastalarda yararmim oldugu sonucuna varilmigtir
(104). Yine HIE’li hastalara dogumdan sonra ilk alt1 saat iginde 2500 U/kg dozunda
subkutan Epo tedavisi verilen bir bagka calismada; Epo verilen grupta konviilsiyonun
daha az, EEG’de diizelmenin daha fazla oldugu, NO diizeyinin anlamli olarak
azaldi8i, postnatal altinci ayda norolojik bozukluk ve hastaneye tekrar yatisin daha az

goriildiigli ancak kraniyal MR bulgularinda anlamli farkliligin olmadig: saptanmistir
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(71). Rayjada ve arkadaslar1 (105), postnatal dort haftadan 6nce Epo tedavisi verilen
preterm hastalarda, BPD insidansinin daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.
Erigkinlerde uygulanan Epo tedavisine bagli hipertansiyon, konviilsiyon,
tromboz, polistemi, anti-Epo antikorlarina sekonder eritrosit aplazisi ve Olim
goriildiigii belirtilmistir. Yenidoganlarda yapilan prospektif randomize ¢aligmalarda,
iki haftadan birka¢ aya kadar, 35-750 U/kg dozunda uygulanan Epo tedavilerinin

hi¢birinde strok, tromboz, kanama ve 6liim riskinde artis rapor edilmemistir (13).

Yukarida bahsedildigi gibi bir¢ok hastalikta etkinligi gosterilen, klinik
uygulamasina da baslanan ve yan etkisi goriilmeyen, antisitotoksik, antiapopitotik,
antioksidan, antiinflamatuar, antinitrézatif etkilerinden yola ¢ikarak; biliriibin
norotoksisitesi olusturdugumuz primer astrosit hiicre kiiltiirii deneyimizde Epo’yu

kullandik.

Biliriibin ndrotoksisitesinin altinda yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar
yillardir siiren arastirmalara ragmen hala tam olarak aydinlatilamamis olmakla
birlikte; birgok mekanizma ile agiklanmaya c¢alisilmistir. Hiicre zarinin yapisinda
bozulma ve fosfolipid asimetri kayb1 gibi morfolojik degisiklikler, mitokondri zar1 ve
sinir hiicrelerinde lipid akiciliginin, protein siralanmasinin ve redoks dengesinin
bozulmas1 ile mitokondrial sisme ve gecirgenlik artisi, hiicre enerji
metabolizmasinda bozulma, Na-K ATPaz gibi hiicre zar1 tasima sistemlerinin
bozulmasi, glutamat salinim ve geri aliminin bozulmasina bagli eksitotoksisite,
artmig oksidatif stres, NO ve inflamasyon sonucunda hiicre nekroz ya da apopitoz ile
oliime gitmektedir (2-12).

Gelismekte olan noronlara biliriibin maruziyeti ndronal hipoplazi/atrofi, hiicre
oliimii, arborizasyonda azalma ve gelisimde duraklamaya yol agmaktadir (80).
Biliriibine bagli toksisite hiicrenin sismesi, vakuol formasyonunun olugmasi, plazma
membran biitlinliigliniin bozulmas1 ve hiicre i¢i bilesiklerin digaritya salinmasiyla
karakterizedir (15). Noronal hiicre 6liimiinde asil mekanizma kalsiyum dengesinin
bozulmasidir. Sarilikli gunn ratlarda biliriibinin, kalsiyum ve kalmodulin bagh
protein kinaz-2 (CaM kinaz 2) aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (106). CaM
Kinaz-2 noérotransmiter salimimi, kalsiyumu diizenleyen iyon iletkenligindeki

degisim, noron iskelet dinamikleri gibi birgok 6nemli néronal fonksiyonlarda rol
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oynamaktadir (107). Plazma membran hasari, enzimlerin salinimi, glutamat aliminin
bozulmasi, mitokondriyal membran hasar1t ve hiicresel enerji metabolizmasinin
bozulmasi sonucunda apopitozis ve nekroz geliserek hiicre 6liimii gergeklesmektedir
(108). Calismamizda bilirtibine bagli apopitotik hiicre 6limii TUNEL boyama
yontemiyle degerlendirildi. Astrosit hiicre kiiltiirlinde 50 pM konsantrasyonda
indirekt biliriibinin, kontrol grubuna gore yaklasik 50 kat fazla apopitozis
olusturdugu ve 2.5 IU/ml konsantrasyonda Epo’nun profilaktik ve tedavi edici olarak
kullanilmasi ile apopitozisin azaldig1 saptandi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
bilirlibinin hiicre canliligim1 yaklasik %75 oraninda azalttigi; profilaktik ve tedavi
edici olarak uygulanan Epo’nun hiicre canliligint arttirdigi gosterildi. Hiicre
Olimiiniin degerlendirilmesinde canli olmayan hiicrelerden salinmis olan LDH
aktivitesi de kullanilabilmektedir. Toksik maruziyetten sonra apopitotik hiicrelerin
sayistna paralel olarak LDH salimmminda artis beklenmektedir (9). Onceki
calismalarda MAPK ileti yolunun, farkli stimuluslar ile astrosit hiicre 6liimiine yol
actig1 gosterilmistir. Buradan yola ¢ikarak Fernandes ve arkadaslar1 (109), biliriibin
uyguladiklart astrosit rat kiiltiirii c¢aligmasinda beklenenin aksine bir sonuca
ulagsmiglardir. Bu ¢alismada MAPK ailesinin ii¢ alt grubu olan JNK1/2, ERK1/2 ve
p38 kinazin spesifik inhibitorlerini kullanmiglardir. Profilaktik olarak verdikleri
JNK1/2 ve ERKI1/2 inhibitorlerinin LDH salinimini azalttigi;; p38 kinaz
inhibitériiniin ise LDH salmmmini 1.9 kat arttirdigi; p38 inhibitoriiniin  dozu
arttirildiginda LDH miktarinin daha da arttigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da
benzer olarak, profilaktik uygulanan Epo’nun LDH diizeyini 1.2 kat arttirdigini
gordiik. Profilaktik Epo’nun, p38 kinaz yolagimni kullanarak LDH diizeyini arttirmis

olabilecegini diisiindiik.

Bilirlibinin sitotoksik ve apopitotik etkisinin yaninda; eksitotoksite, oksidatif
stres, inflamasyon, nitrozatif etkiyle de noronal hasar yaptigi bircok caligmada

gosterilmistir.

Bilirtibin, mitokondride oksidatif fosforilasyonu inhibe etmektedir. Hiicrede
enerjinin azalmasi ve mitokondride elektron transportunun inhibisyonu sonucunda
noronal membranlar depolarize olmaktadir. NMDA kanallarinin  agilmasi

kolaylagsmakta ve NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasiyla eksitotoksik hasar ortaya
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cikmaktadir. Glutamatin artisiyla birlikte hiicreye kalsiyum, sodyum, klor ve su
girisinin artmasiyla hiicre sismekte; organeller parcalanmakta; membran biitiinligii
bozulmakta; apopitozis ve nekroz gelismektedir. Bu mekanizma {izerine farkli
sonuglar bildirilmistir (6,7,110). Mc Donald ve Grojean’in yaptigi iki ayr1 ¢alismada
(6,7), NMDA kanal antagonisti olan MK-801’in biliriibin norotoksisitesine karsi
koruyucu etkili oldugu gosterilirken; Shapiro ve arkadaslarinin yaptiklart bir
calismada (110), ise MK-801’in noroprotektif etkisinin olmadigi belirtilmistir.
Yazarlar, calisma sonucunda biliriibin nérotoksisitesinin  NMDA  reseptor
aktivasyonu aracilifiyla olmadigini, diger mekanizmalar {izerinde durulmasi

gerektigini ifade etmislerdir.

Oksidatif stres, prooksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikmasi olarak tanimlanmustir.
Aerobik organizmalar serbest radikalleri yok edecek antioksidan sistemlere
sahiptirler. Antioksidanlar SOD, katalaz, GPx, vitamin A-C-E, beta karoten, lipoik
asit ve glutatyondur. Mitokondrinin enerji liretim mekanizmasina verilen herhangi
bir hasar ve antioksidan sistemin zayiflamasina neden olan bir durum reaktif oksijen
tiirlerinin birikmesiyle sonuglanir. Bu da lipid, protein, polisakkaridlerin oksidasyonu
ve DNA hasarina yol acar (111). Diisiik diizeylerde antioksidan ozellikte olan
biliriibinin yiiksek diizeylerde oksidatif etkinlikte oldugu goriilmiistiir. Biliriibinin
kortikal sinaptozom membraninda lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve
serbest radikalleri arttirarak oksidatif stresi indiikledigi gosterilmistir. Bu olaylar
GSH/GSSG oranmnin azalmasiyla iligskilendirilmistir (3). Biliriibine maruz kalan
noronlarda NADPH ve sistein azalmasina sekonder GSH’de azalma goriilmektedir.
Hiicresel GSH’nin Onciisii olan N-asetil sistein verilen ratlarda, biliriibinin
indiikledigi oksidasyonun azaldigi gosterilmistir (75). Glukoursodeoksikolik asit,
redoks mekanizmasindaki degisiklikleri ortadan kaldirarak biliriibine bagli néron
hasarmi onlemektedir (19). Ayrica glukoursodeoksikolik asitin, bilirlibinin zararh
etkisinden noron plastisitesini korudugu, biliriibine bagli NO ve glutamat salinimin
azaltarak apopitozisi dnledigi de yakin zamanda bildirilmistir (10). Hipoksik iskemik
beyin hasari olusturulan yenidogan ratlarda hasardan sonra uygulanan 1000 U/kg
Epo’nun lipit peroksidasyon indeksi olan TBARS’1 azalttig1, glutatyon peroksidazi
arttirdi@i ancak SOD’a etki etmedigi goriilmistiir. Epo, lipit peroksidasyonu inhibe
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ederek ve eritrositlerde GPx aktivitesi ile sitozolik katalazi diizenleyerek oksidatif
hasara karst koruyucu etki gostermektedir (68). Etanol verilerek beyin hasari
olusturulan in vivo bir calismada, etanolden 24 saat sonra uygulanan 1000 U/kg
Epo’nun ndron sayisimi arttirdigi, apopitozisi azalttifi, GPx’i arttirdigi, SOD’u
etkilemedigi goriilmistiir (112). Hiperoksiye bagli oksidatif stres olusturulan rat
beyninde, 20000 U/kg dozunda verilen Epo’nun 12-48. saatte rediikte glutatyon
diizeyini anlamli olarak arttirdigi, okside glutatyonu azalttigi; 24-48. saatte MDA
diizeyini anlamli olarak azalttig1 rapor edilmistir. Epo’nun, hiperoksinin indiikledigi
beyin hasarinda oksidatif stresi azaltarak koruyucu etkili oldugu sonucuna varilmigtir
(113). Bizim c¢alismamizda da Epo’nun katalaz, GPx aktivitesini ve glutatyon
diizeyini arttirdii; ancak SOD ve MDA diizeyine anlamli etkisinin olmadigi
goriildii. Iskemi-reperfiizyon modeli ile akciger hasari olusturulan ratlarda yapilan
eriskin deneyinde, Epo’nun dozu arttirildiginda MDA diizeyine etkisinin olmadigi
gosterilmistir (114). Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada, tauroursodeoksikolik asit,
pirazolinominosiklin  ve minosiklininin lipid peroksidasyonu azalttigi, ancak
minosiklin disindaki diger iki ilacin bilirlibin ndrotoksisitesini 6nlemedigi saptanmis
ve lipid peroksidasyonun biliriibin norotoksisitesinde primer mekanizma olmadigi
belirtilmistir (115). Epo’nun lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeyine etkili

olmamasinin, uygulama zamani ve dozdan kaynaklanabilecegini diisiindiik.

Onceki ¢alismalarda biliriibinin ndron, astrosit ve mikroglialardan MAPK ve
NF-kB sinyal yolunun aktivasyonuyla TNF-o, IL-1B, IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin salinimina neden oldugu gosterilmistir. TNF-o, hem noérotoksik hem de
noroprotektif, IL-1B norotoksik, IL-6 noroprotektif etki gostermektedir. TNF-a,
TNFR1 ile, IL-1p ise IL-1 reseptorii araciligiyla etkili olmaktadir (38). Fernandes ve
arkadaslart (9), lipopolisakkarit ve biliriibin ile inflamasyon olusturduklari astrosit
kiiltiirinde TNF-o ve IL-1f’nin arttigmi, IL-6’nin azaldigini belirtmislerdir.
Astrositler SSS’nin inflamasyona verdigi cevapta anahtar rol oynayan hiicrelerdir.
Inflamatuar uyaridan sonraki 3-6 saat icinde astrositler tarafindan sitokin iiretimi
baslamakta ve 24 saatte maksimum diizeye ulagsmaktadir (2). Beyin dokusu, hasara
immiin yanit gostererek cevap vermekte ve inflamatuar mediatorler salinmaktadir.
IL-1B ve TNF-a ilk salgilanan sitokinler olup; mikroglia, astrosit ve noronlar

tarafindan sentezlenmekte ve sekrete edilmektedir. IL-1p diizeyi hasardan 6-12 saat
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sonra pik yapmaktadir (1,2). Hipoksik-iskemik hasardan 24 saat sonra, 5 Ul/g
dozunda ii¢ giin siireyle uygulanan Epo’nun 16kosit infiltrasyonunu ve IL-1pB
diizeyini azalttigi, TNF-o’y1 etkilemedigi gosterilmistir (116). Fernandes ve
arkadaglarinin in vitro rat ¢alismasinda (2), biliriibin uygulandiktan 15 dk gibi kisa
bir siirede TNFR1’in saptandigi, 1. ve 12. saatte pik yaptigi goriilmistir. Ayni
calismada TNF-o’nin biliriibin uygulanmasindan iki saat sonra arttig1 ve 24. saate
kadar bu artisin devam ettigi belirtilmistir. IL-13 diizeyinin ise 4. saatten sonra
artmaya basladig1 ve 24. saate kadar devam ettigi goriilmiistiir. IL-1p ve TNF-a’nin
aksine, IL-6’nin daha geg olarak 18. saatte pik yaptig1 belirtilmistir. Antiinflamatuar
bir sitokin olan IL-6’nin dort saatlik biliriibin maruziyetinden sonra suprese oldugu
gosterilmistir. Bunun tersine, daha uzun siireli biliriibin uygulanmasinin IL-6
sekresyonunu 0nemli derecede arttirdigi ifade edilmistir. IL-6’nin ge¢ saliniminin,
bilirlibinin direkt etkisinden ziyade, artmis olan IL-1B ve TNF-a nedeniyle oldugu
diisiiniilmiistiir. Hipoksik-iskemik hasardan 24 saat sonra, 5 U/g dozunda ii¢ giin
uygulanan Epo’nun Idkosit infiltrasyonunu ve IL-1f diizeyini azalttigi, TNF-a’y1
etkilemedigi gosterilmistir (116). Serebral iskemiden hemen sonra verilen 5000 U/kg
Epo’nun IL-6, TNF-a ve MCP-1"i azalttig1 bildirilmistir (60). Bir baska ¢alismada,
Epo’nun, hiperoksinin indiikledigi hiicre oliimiint, IL-1p, IL-18 ve matrix
metalloproteinazi azaltarak engelledigi gosterilmistir (117). LPS ile beyaz cevher
hasar1 olusturulan yenidogan ratlarmma verilen Epo’nun IL-1B, IL-6 ve TNF-o’y1
azalttigr gosterilmistir (118). Primer astrosit kiiltiirlinde biliriibin maruziyeti ile
norotoksisite olusturdugumuz c¢alismamizda, 2.5 IU/ml dozda uyguladigimiz
Epo’nun antiinflamatuar etkinligi 24. saatte degerlendirildi. Epo’nun hem profilaktik

hem de tedavi edici olarak verildiginde I1L-6 ve TNF-a diizeyini azalttig1 gorildii.

MAPK ailesi p38 kinaz, JNK1/2 ve ERKI1/2 olmak iizere ii¢ alt smiftan
olugsmaktadir. p38 kinaz ve JNKI1/2 yolaklari gevresel stres ve inflamatuar
sitokinlerle aktive olmaktadir. p38 kinaz inflamatuar cevapta kritik dneme sahipken;
JNK1/2 fosforilasyonu ise proglamlanmis hiicre 6liimii ile iliskilendirilmektedir.
ERK1/2 yolag: esas olarak mitojenler ve biliylime faktorleriyle uyarilmakla birlikte;
hiicrelerin biiyiimesi, farklilasmasi ve yasamasinda major rol oynamaktadir. MAPK
etkisini, NF-xB gibi transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu araciligiyla

gostermektedir. NF-kB de inflamatuar siiregte rol oynayan bir molekiildiir. TNF-a ve
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IL-6’nin sekresyonu i¢cin MAPK ’nin ii¢ alt sinifinin da aktivasyonu gerekmekteyken;
IL-1B sekresyonu i¢in JNK1/2 ve ERK1/2’nin aktivasyonu Yeterlidir. Fernandes ve
arkadaglarinin astrosit kiiltiiriinde yaptiklar1 bir ¢alismada (109), 50 uM biliriibinin
uyardig1 JNK1/2 fosforilasyonu ve ERK1/2 aktivasyonunun, farmakolojik JNK1/2 ve
ERK1/2 inhibitorleriyle engellendigi gosterilmistir. Ayni ¢aligmada ilging olarak p38
kinaz inhibitoriintiin, biliriibinin indiikledigi p38 fosforilasyonunu azaltmadig
gorilmistir. ERK1/2 ve JNK1/2 inhibitorleriyle biliriibine bagli IL-1p saliimini
azalttigr goriilirken; p38 Kinaz inhibitoriiniin IL-1p sekresyonunu arttirdig
goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da profilaktik olarak verilen Epo’nun IL-18
diizeyini belirgin olarak arttirdigi goriildii. Biliriibin grubunda IL-1f diizeyi, kontrol
grubuna gore disiik bulundu. Bunun sebebinin, 6-12. saatte pik yapan IL-1B
diizeyinin diismeye baslayarak 24. saatte bazal degerlere yakin olmasi nedeniyle
olabilecegini diisiindiik. Biliribin ndrotoksisitesi olusturulan astrosit hiicre kiiltiirti
deneyimizde, Epo’nun p38 kinaz yolagmi kullanarak IL-1p diizeyini arttirmis

olabilecegini diisiindiik.

Biliriibinin postsinaptik néronda NMDA subtip glutamat reseptoriinii uyarmasi
sonucu noronal NO sentaz ekspresyonu, NO sentezi ve nitrit {iretimi artmaktadir. NO
yapiminin artmasi protein oksidasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve bunun
sonucunda enerji eksikligi, glutatyon azalmasi, apopitozis ve hiicre 6liimiine yol
agmaktadir. Onceki ¢alismalarda inflamasyonun, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin
tiretiminin artmasiyla iligkili oldugu gosterilmistir. Sonug olarak, biliriibinin
indiikledigi noronal oksidatif hasarda NO’nun anahtar mediatér oldugu
anlasilmaktadir (11,12). NOS inhibitorii olan L-NAME uygulandiktan sonra biliriibin
norotoksisitesinin azaldigi gosterilmistir (119). Genc ve arkadaslart (61), LPS ve
IFN-y ile inflamasyon olusturmadan oOnce uygulanan Epo’nun, NOS mRNA
ekspresyonunu ve nitrit diizeyini anlamli olarak azalttigini bildirmislerdir. Otoimmiin
ensefalomyelit modeli olusturulan bir c¢aligmada, Epo tedavisinin inflamatuar
infiltrasyonu ve demyelinizasyonu anlamli olarak azalttig1 ve norolojik fonksiyonlari
diizelttigi rapor edilmistir (59). Hipoksik-iskemik beyin hasari olusturulan ratlarda
NO’nun arttig1 ve kritik rol oynadigi gosterilmistir. Buradan yola ¢ikilarak yapilan
bir ¢alismada, hipoksiden hemen sonra 1000 U/kg dozunda verilen Epo’nun NO
tretimini azalttigi belirtilmistir (120). Calismamizda profilaktik ve tedavi edici
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olarak uygulanan Epo’nun, NO sentezini azaltarak total nitrat/nitrit miktarin1 azalttig

gosterildi.

Primer astrosit hiicre kiiltiiriinde biliriibin norotoksisitesi olusturdugumuz
caligmamizda, 50 uM dozunda biliriibin ile sitotoksisite, apopitozis, nitrozatif etki ve
inflamasyonda artis, antioksidan belirteglerde diisme oldugunu; profilaktik ve tedavi
edici olarak 2.5 1U/ml dozda uyguladigimiz Epo’nun antisitotoksik, antiapopitotik,
antioksidan, antiinflamatuar ve antinitrozatif etkileriyle biliriibine bagli noéron
hasarini azalttigin1 gosterdik. Ayrica Epo’nun, p38 kinaz yolagini kullanarak IL-13
diizeyini arttirmis olabilecegini diisiindiik. Profilaktik olarak uygulanan Epo’nun yine
p38 kinaz yolu ile LDH aktivitesini arttirmis olabilecegini; tedavi edici Epo’nun ise
LDH aktivitesini azalttigin1 saptadik. Biliriibine bagli olusan néron hasarinda goriilen
lipid peroksidasyonuna, 2.5 IU/ml dozunda Epo’nun etkisinin olmadigint ve lipid
peroksidasyonunun biliriibin norotoksisitesinde primer mekanizma olmadiginm
diisinmekteyiz. Bu ¢alisma, biliriibin norotoksisitesi olusturulan primer astrosit
hiicre kiiltiirtinde Epo’nun ndroprotektif etkinliginin gosterildigi ilk ¢alismadir.
Bir¢ok mekanizmayla néron koruyucu etkinlige sahip olan Epo’nun, akut ve kronik
bilirlibin norotoksisitesinde terapotik ajan olarak kullanilmadan o6nce daha c¢ok

calismanin yapilmasi gerektigine inaniyoruz.
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SONUCLAR

1- Astrosit hiicre kiiltiirtinde 0.5-1000 uM konsantrasyonlarda uygulanan indirekt
biliriibinin, konsantrasyonu arttik¢a astrosit hiicre 6limiinii arttirdigi; canli hiicre
oraninin 0.5 pM konsantrasyonda en yiiksek (9%96.8), 1000 uM konsantrasyonda en
diisiik (%13.2) oldugu saptandi. Astrosit hiicrelerinin %50’sine toksik etkili olan
indirekt biliriibin konsantrasyonu (TCsp) 50 uM olarak saptandi. Apopitozis,
sitotoksisite degerlendirilmesinde, katalaz, SOD, GPx, LDH aktivite 6lgiimiinde ve
glutatyon, MDA, total nitrit/nitrat, IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizey odl¢iimiinde bu

konsantrasyon kullanildi.

2- Hiicre canliligin1 %100 arttiran Epo konsantrasyonu 2.5 IU/ml olarak belirlendi.
Apopitozis, sitotoksisite degerlendirilmesinde, katalaz, SOD, GPx, LDH aktivite
Olciimiinde ve glutatyon, MDA, total nitrit/nitrat, IL-1p, IL-6 ve TNF-o diizey

6l¢iimiinde bu konsantrasyon kullanildi.

3- Baglangigtan 72 saat sonra canli hiicre oranmin kontrol grubunda %100.00 +
0.50’ye ulastig1, bilirlibin grubunda yaklasik %75 oranda azaldigi (%27.05 + 0.26)
goriildii (p=0.000). Canli hiicre orant Epo + biliriibin grubunda %66.62 + 1.91,
biliriibin + Epo grubunda %48.34 + 5.07 olup; Epo’nun profilaktik kullaniminda
daha belirgin olmak {iizere, hem profilaktik hem tedavi edici olarak uygulanmasiyla

noroprotektif etkili oldugu goriildii (p=0.001, p=0.018).

4- Uygulamadan 24 saat sonra degerlendirilen apopitozisin, biliriibin grubunda
kontrol grubuna gore yaklasik 50 kat arttig1 (%1.04 £ 0.11°e karsilik %51.10 £+ 1.15)
(p=0.000) goriildii. Profilaktik kullaniminda daha belirgin olmak tizere, Epo’nun hem
profilaktik (%28.72 + 0.29) (p=0.000), hem de tedavi edici (%36.13 + 0.42)
p=0.001) olarak kullanilmasinin apopitozisi belirgin azalttig goriildii

5- Biliriibinin katalaz aktivitesini (3.83 £ 0.12 U/mg), kontrol grubunun katalaz
aktivitesine (8.74 + 0.15) gore belirgin azalttigi (p=0.000); Epo’nun hem profilaktik
(4.91 +£ 0.23 U/mg) (p=0.005), hem tedavi edici (5.00 £+ 0.24 U/mg) (p=0.005) olarak
uygulanmasinin katalaz aktivitesini belirgin arttirdigi saptandi. Epo’nun profilaktik
ve tedavi edici olarak uygulanmasinin katalaz aktivitesine etkisi benzerdi (p=0.66).
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6- Biliriibinin glutatyon diizeyini (3.96 + 0.16 uM), kontrol grubunun glutatyon
diizeyine (15.35 + 0.34 uM) gore belirgin azalttigi (p=0.000); Epo’nun profilaktik
(12.20 £ 0.05 uM) (p=0.000) ve tedavi edici (9.49 = 0.29 uM) (p=0.000) olarak
uygulanmasiyla glutatyon diizeyinin belirgin arttigi saptandi. Profilaktik olarak
verilen Epo’nun, glutasyon diizeyini tedavi edici olarak uygulanan Epo’dan daha

fazla arttirdig1 goriildii (p=0.003).

7- Biliriibinin GPx aktivitesini (0.42 £+ 0.03 U/mg), kontrol grubunun GPx
aktivitesine (0.82 + 0.01) gore belirgin azalttig1 (p=0.001); Epo’nun hem profilaktik
(0.64 £ 0.02 U/mg) (p=0.001) hem de tedavi edici (0.58 + 0.02 U/mg) (p=0.002)
olarak uygulanmasinin GPx aktivitesini belirgin arttirdigi saptandi. Profilaktik
Epo’nun GPx aktivitesini, tedavi edici olarak uygulanan Epo’dan daha fazla arttirdigi
gorildi (p=0.04).

8- Gruplarin SOD aktiviteleri karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmadi
(p> 0.05).

9- Biliriibinin total nitrat/nitrit diizeyini (11.05 + 0.93 uM), kontrol grubunun total
nitrat/nitrit diizeyine (5.63 + 0.62 uM) gore yaklasik iki kat arttirdigi (p=0.001);
Epo’nun hem profilaktik (8.60 + 0.61 uM) (p=0.007), hem de tedavi edici (8.13 +
0.65 uM) (p=0.013) olarak uygulanmasinin total nitrat/nitrit diizeyini belirgin
azaltigr goruldi. Profilaktik ve tedavi edici olarak uygulanan Epo’nun total

nitrat/nitrit diizeyini azaltic1 etkisi benzerdi (p=0.41).

10- Epo (22.85 £ 0.19 pg/ml), Epo + biliriibin (593.60 + 2.97 pg/ml) ve biliriibin +
Epo (20.47 + 0.82 pg/ml) gruplarindaki IL-1p diizeyinin biliriibin grubuna (2.95 +
0.05 pg/ml) gore belirgin olarak yiiksek oldugu goriildii ve istatistiksel olarak
anlamliydi (sirastyla p=0.000, p=0.000, p=0.000). Epo + biliriibin grubundaki IL-1
diizeyi Epo ve biliriibin + Epo gruplarindan belirgin olarak yiiksekti ve istatistiksel

olarak anlamliydi (sirastyla p=0.000, p=0.000).

11- Bilirlibinin 1L-6 diizeyini (82.92 + 1.68 pg/ml), kontrol grubunun IL-6 diizeyine
(27.38 £ 0.46 pg/ml) gore yaklasik ti¢ kat arttirdigi (p=0.000); Epo’nun profilaktik
(70.64 £ 0.50 pg/ml) (p=0.004) ve tedavi edici (45.35 = 1.12 pg/ml) (p=0.000) olarak
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uygulanmasinin IL-6 diizeyini belirgin azalttig: saptandi. Tedavi edici olarak verilen

Epo’nun IL-6 diizeyini, profilaktik Epo’dan daha fazla azalttig1 goriildii (p=0.000).

12- Biliriibinin TNF-a diizeyini (535.73 £+ 3.04 pg/ml), kontrol grubunun TNF-a
diizeyine (326.30 + 3.23 pg/ml) gore iki kat arttirdigi (p=0.000); Epo’nun hem
profilaktik (380.07 £ 5.07 pg/ml) (p=0.000), hem de tedavi edici (484.72 + 2.03
pg/ml) (p=0.000) olarak uygulanmasinin TNF-a diizeyini belirgin azalttig1 saptandi.
Profilaktik Epo’nun TNF-a diizeyini, tedavi edici olarak uygulanan Epo’dan daha
fazla azalttig1 goriildi (p=0.000).

13- Epo (54.59 + 1.01 pU/ml) ve Epo + biliriibin (52.62 + 1.08 uU/ml) gruplarindaki
LDH aktivitesi bilirlibin grubundan yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamliydi
(sirastyla p=0.000, p=0.001). Biliriibin + Epo (36.48 + 0.74 pU/ml) grubundaki LDH
aktivitesi biliriibin (41.73 £ 0.58 pU/ml) grubundan diisiiktii ve istatistiksel olarak
anlamliydi (p=0.001). Profilaktik Epo’nun LDH aktivitesini arttirdigir (p=0.001);
tedavi edici Epo’nun ise LDH aktivitesini azalttig1 goriildi (p=0.001).

14- Gruplarin MDA diizeyleri karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmadi
(p> 0.05).
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