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OZET
Dokosaheksaenoik asidin bilirubin norotoksisitesini 6nlemede proflaktik etkisi

Dr. CEM BECERIR

Yenidogan bakimindaki son gelismelere ragmen bilirubine bagl santral sinir sistemi
hasar1 6nemli bir problem olma &zelligini korumaktadir. Bilirubinin neden oldugu
toksisite birden fazla mekanizma ile ortaya g¢ikar ve bu mekanizmalarin ¢ogu
oksidatif stresin bir sonucudur. Dokosaheksaenoik asidin (DHA) oksidatif strese ve
apoptozise karsi noroprotektif etkisi oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada DHA’nin
biliriibinin ndrotoksisitesini onleyici etkisini degerlendirmek amaglanmustir.
Calismamizda bir giinlik Wistar Albino ratlardan modifiye Cole ve De Vellis
yontemi ile elde edilen astrosit hiicre kiiltiirii kullanildi. Kontrol, bilirubin, DHA ve
DHA+bilirubin seklinde dort grup olusturuldu. Astrosit hiicre kiiltiirlerinde bilirubin
farkli konsantrasyonlarda uygulandiginda hiicrelerin %50’sinin canlibigim kaybettigi
deger 10 uM olarak saptandi. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan DHA igin astrosit
hiicre 6liimiine yol agan bir etki goriilmedigi gibi hiicre canliligim arttiran en etkin
doz 5 pM olarak bulundu. Astrosit hiicre kiiltiiriine 5 pM DHA eklendikten dort saat
sonra 10 pM bilirubin eklendi ve 72 saat inkiibe edildi. DHA’min bilirubinin
olusturdugu nérotoksisiteye karsi etkisi hiicre canlilifi, apoptozis ve antioksidan
enzimlerden siiperoksit dizmutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) enzim aktiviteleri olgiilerek degerlendirildi.

Calismamizda bilirubinin konsantrasyona bagli olarak astrosit hiicre canliligimi 4
pM’iin altinda arttirdigi, iistiinde ise azalttigi saptandi. Norotoksisite olusturulan
bilirubin grubu ile karsilastirildiginda DHA-+bilirubin grubunda hiicre canliliginin
belirgin olarak arttigi, buna karsin apoptozisin belirgin olarak azaldig: tespit edildi
(p<0.001). Antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve GPx aktiviteleri
degerlendirildiginde DHAerilirubin grubunda bu enzim aktivitelerinin bilirubin
grubuna kiyasla belirgin olarak arttigi bulundu (p<0.001). Sonu¢ olarak, DHA’nin
bilirubinin olusturdugu ndrotoksisiteye karsi hiicre canliligini ve SOD, CAT ve GPx

aktivitelerini arttirarak, apoptozisi ise azaltarak néroprotektif etkisi oldugu gosterildi.

Anahtar kelimeler: Dokosaheksaenoik asit, astrosit, bilirubin, nérotoksisite



SUMMARY
The protective effect of docosahexaenoic acid on the bilirubin neurotoxicity

Dr. CEM BECERIR

Despite recent improvements in neonatal care the central nervous system damage due
to bilirubin is still being an important problem. Toxicity caused by bilirubin occurs
more than one mechanism and most of these mechanisms are a result of oxidative
stress. Docosahexaenoic acid (DHA) is known to be neuroprotective effects against
oxidative stress and apoptosis. This study aimed to evaluate the effect of DHA
prevents bilirubin neurotoxicity.

Our study, astrocytes in cell culture obtained from 1-day-old Wistar albino rats by
the modified method of Cole and De Vellis were used. Control, bilirubin, DHA and
DHA-tbilirubin group were applied to four groups. Astrocyte cell cultures with
different concentrations of bilirubin is applied, %50 of the cells had lost viability
value was 10 uM. Such as applied in different concentrations of DHA leads to an
effect wasn’t seen in astrocyte cell death, the most effective dose was found to
increase cell viability in 5 uM. DHA in 5 uM added to the cell culture of astrocytes
for four hours after than 10 uM bilirubin added, afterward all these were incubated
for 72 hours. The effect of DHA against bilirubin neurotoxicity was assessed by
measuring of cell viability, apoptosis and antioxidant enzymes superoxide dizmutaz
(SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) enzyme activities.

In our study, bilirubin increases astrocyte cell viability under 4 pM and decreases
over it, depending on the bilirubin concentration. DHA-tbilirubin group significantly
increased cell viability compared with bilirubin group generated in neurotoxicity,
whereas apoptosis was significantly decreased (p<0.001). Antioxidant enzymes
SOD, CAT and GPx activities were evaluated in DHA-+bilirubin group, these
antioxidant enzyme' activities increased significantly compared bilirubin group
(p <0.001). As a result, DHA was shown to be neuroprotective which was increased
the cell viability and the antioxidant enzymes including SOD, CAT and GPx

activities, and reduced apoptosis against neurotoxicity of bilirubin.

Keywords: Docosahexaenoic acid, astrocyte, bilirubin



GIRIS

Yenidogan bakimindaki son gelismelere ragmen indirekt bilirubine bagli
santral sinir sistemi hasart 6nemli bir problem olma &6zelligini korumaktadir. Bu
durum indirekt bilirubinin beyin dokusunda birikmesi ve noronal hiicreleri
zedelemesi sonucu olusmaktadir (1). Indirekt bilirubin hem katabolizmasinin son
triintidiir. Hidrofobik, lipofilik, diisiik diizeyde antioksidan, yiiksek diizeyde ise
oksidan ve norotoksiktir (1, 2). Serumda albiimine baglanarak taginmaktadir.
Alblimine baglanma kapasitesini asan serbest formdaki indirekt bilirubin beyin
dokusuna girmekte ve hasar olusturmaktadir (1). Etkilenen yenidoganlar bilirubin
ensefelopatisi veya kernikterus riski tagimaktadir (1, 2).

Indirekt bilirubine bagli selektif hasarin nedeni tam olarak bilinmemekle
birlikte ozellikle bazal ganglionlar, kraniyal sinir niikleuslar1 ve serebellum
etkilenmektedir (2, 3). Indirekt bilirubinin neden oldugu nérotoksisite birden fazla
mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu mekanizmalar oksitatif stres, eksitotoksisite,
inflamasyon, néron gelisiminin bozulmasi, iyon dengesinin bozulmasi, membran ve
hiicre iskeleti biitlinligiiniin bozulmasidir (4-9). Oksitadif strese bagl ortaya ¢ikan
serbest oksijen radikalleri hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina, sinir hiicrelerinin
disfonksiyonuna, nekroz veya apoptozis yoluyla hiicre 6liimiine neden olmaktadir
4).

Dokosahekzaenoik asit (DHA) uzun zincirli 22 karbon atomlu ve 6 ¢ift bag
igeren bir molekiildiir. Oncii molekiilii, omega-3 yag asitlerinin temel yag asidi alfa-
linolenik asit (ALA)’tir. Bu madde insan viicudunda sentezlenemez ve digaridan
alinmak zorundadir. Yag asitleri hiicre membranlarinda, membran fosfolipitlerinin
yapisinda veya serbest molekiiller olarak bulunmaktadir. Her iki durumda da
membranlarin fiziksel 6zelliklerinde Gnemli rol oynamaktadir. Bunlardan bazilart
membran fonksiyonl‘arlnm diizenlenmesi, iyon gecisi, membran iligkili proteinlerin
aktivitesi ve membran elastisitesidir (10). DHA, beyin ve retinada noronal
membranlarin fosfolipit bariyerlerinde yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir (11).

DHA’nin fototransdiiksiyon ve ndéronal fonksiyonlarda 6énemli rolii vardir.
Retinal dokudaki azlig1 1518a kars1 yamit1 azaltmakta, gérme keskinliginde yetersizlik

yaratmakta ve karanlifa adaptasyonda gecikmeye neden olmaktadir. Sinir sistemi
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gelisimi i¢in onemlidir. Beyin gelisiminin hizli oldugu infant dsneminde gereklidir.
Beyinde azalmasi Ogrenme kapasitesini olumsuz etkilemektedir (11, 12). DHA
eksikligi norolojik gelisimi olumsuz etkileyerek normal gelisimi geciktirmekte veya
inhibe etmektedir (12). Biyolojik prosesin diizenlenmesinde 6nemli mediatérler olan
eikozonoidlerin prekiirséridiir (13). DHA ve eikozonoidler arasindaki etkilesim
olduk¢a komplekstir. Ancak lenfosit g¢ogalmasini, proinflamatuar sitokinlerin
olusumunu ve dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerin aktivitesini azaltarak immiin cevabi
etkilemektedir (14). DHA’nin oksidatif strese karsi retinal ganglion hiicrelerinde
noroprotektif etkisi gosterilmistir. Fotoreseptorlerde apoptozisi onlemektedir (15,
16). DHA, glutatyon (GSH) seviyesini, glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT)
enzimlerinin serebral aktivitesini arttirarak antioksidan savunma mekanizmasim
indiiklemektedir (17). Hipoksik-iskemi sonrasinda yenidogan dénemindeki ratlarda
beyin fonksiyonlarinda iyilesmede, voliim kaybinda azalmada, serbest radikallerin,
inflamatuar sitokinlerin, biyoaktif lipit mediatorlerinin etkisinin ve apoptozisin
onlenmesinde rol oynamaktadir (18).

DHA’nin embriyonik ve fetal dénemde nérogenezis igin onemli oldugunu
gosteren birgok c¢alisma mevcuttur. Hiicre membranlari, iyon transportu, néron
hiicreleri gelisimi tizerine etkisinin yam sira oksidatif strese ve apoptozise karsi
noroprotektif etkisi oldugu da bilinmektedir. Bu ¢alismada indirekt biliriibinin néron
hiicrelerindeki toksik etkilerine karsi DHA’nin Onleyici ve/veya hasar1 azaltic

etkisinin olup olmadiginin degerlendirilmesi amaglanmuistir.



GENEL BILGILER

Yenidoganda Sarihik

Sarilik hiperbilirubineminin gézle goriilen belirtisi olup yenidogan déneminde
en sik karsilasilan sorunlardan birisidir. Saglikli term bebeklerin yaklasik %60’1inda,
preterm bebeklerin ise %80’inde yasamin ilk haftasinda klinik olarak sarilik
~ goriilmektedir (19, 20). Sarilik sar-turuncu renkteki bilirubin pigmentinin deride ve
skleralarda birikmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (3). Serum total bilirubin diizeyi,
bilirubin iiretimi, transportu, karacigerde hiicre igerisine alinmasi, konjugasyonu,
ekskresyonu ve bagirsaklardan reabsorbsiyon basamaklari arasindaki hassas dengeye
bagli olarak diizenlenmektedir. Genellikle gegici bir durum olmakla birlikte dogum

sonrasl ilk hafta i¢cinde hastaneye yatiglarin en sik nedenidir (3, 19, 20).

Bilirubin Metabolizmasi

Bilirubin hem katabolizmasinin son {iiriiniidiir. Hem igeren proteinler
hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar, katalaz, triptofan ve pirolaz gibi enzimlerdir
(1-3). Bilirubinin %75’1 yaslanmus eritrositlerin retikiiloendoteliyal sistemde (RES)
lizisi sonucu olugmaktadir. Geri kalan boliimii ise hem proteinlerinin karacigerde ve
eritrosit Oncli hiicrelerinin kemik iliginde yikilmasiyla olusmaktadir. Bir gram
hemoglobinin yikimi ile 35 mg bilirubin a¢iga ¢ikmaktadir (1, 2, 20). Yenidoganda
giinliik bilirubin yapimi eriskin diizeyinin 2.5 katidir (8-10 mg/kg/giin) (1-3, 20).

Bilirubinin meydana gelmesinde ilk adim hemin, hem oksijenaz (HO) enzimi
tarafindan biliverdine donistiiriilmesidir. Bu olay sirasinda ortamda oksijen (O,) ve
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)’a gereksinim vardir (3). Bir seri
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonu sonucu a-metan kopriisii kirilarak hem halkasi
acilmakta ve karbon monoksit (CO), biliverdin ve demir ag13a ¢ikmaktadir (1-3).

Ikinci asamadé biliverdin rediiktaz katalizorliigiinde NADPH ile birlikte
biliverdinden bilirubin meydana gelmektedir (3, 21). RES’den dolasgima salinan
bilirubin (indirekt bilirubin, konjuge olmamis bilirubin) pH 7.4’te suda ¢dziinmez
oldugundan tasinabilmesi i¢in albiimine baglanmaktadir (1, 21). Albiimin iizerinde
biri yiiksek, digeri daha diigiik afiniteli iki baglama bélgesi vardir ve bir gram

albiimine 8.5 mg bilirubin baglanabilir (1). Diisiik albiimin diizeyi, albiimine
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baglanma kapasitesindeki diisiiklilk, asidoz, serbest yag asitleri ve bazi ilaglar
bilirubinin albiimine baglanmasim azaltarak plazmadaki serbest bilirubin miktarmi
arttirmaktadir (1, 2). Bilirubin, indirekt bilirubin, serbest bilirubin, direkt bilirubin ve
delta bilirubin olmak iizere serumda dért degisik formda bulunmaktadir (20).

Albiimine bagli olarak karacigere gelen indirekt bilirubin bir tasiyici protein
aracilif ile hiicre i¢ine almmaktadir (3). Burada oncelikle Y-proteinine (ligandin),
daha az oranda Z-proteinine baglanmaktadir (3, 19). Daha sonra diiz endoplazmik
retikuluma taginan biliriibin, iiridin difosfoglukuronil transferaz enzimi ile konjuge
edilerek suda eriyen direkt bilirubine déniistiiriilmektedir (1-3). Direkt bilirubin aktif
transportla karaciger hiicresi digina ve safra kanalikiillerine, safranin bir komponenti
olarak salgilanmaktadir (1, 3). Safra araciliiyla bagirsaga salgilanan direkt bilirubin
beta-glukuronidaz aktivitesi ile hidrolize edilerek konjuge olmamis bilirubine
doniigtiiriilmekte ve bagirsaktan emilerek enterohepatik sirkiilasyonla karacigere
taginmaktadir (1, 3, 20). Yenidoganda indirekt bilirubine déniisiim ve enterohepatik
dolasima katilim erigkine gére daha fazladir (1-3). Bagirsaga gegen direkt biliriibinin
yaklasik %25’inin geri emildigi diisiiniilmektedir. Yenidoganda enterohepatik
dolagimi artiran faktorler; bagirsak motilitesinin azalmasi, mekonyum pasajinin
gecikmesi ve beta-glukuronidaz enzim aktivitesinin yiiksek olmasidir (Sekil-1) (1,
19, 20).

Yenidogan Sariliklarimm Siniflandiriimasi

Yenidogan sariliklar1 bilirubinin cinsine goére indirekt hiperbilirubinemi ve direkt
hiperbilirubinemi olarak ikiye ayrilmaktadir (1-3). Yenidoganda en sik goriilen tip
olan indirekt hiperbilirubinemi, bilirubin iiretiminde artis, karacigere alinmasinda
bozukluk, konjugasyon ve atilimin azalmasina bagli nedenlerle olusmaktadir
(Tablo-1) (1-3). Direkt hiperbilirubinemi ise yenidogan doneminde daha nadirdir. Bu
durum her zaman patbloj iktir ve safra yollarinda tikanikliga ve karaciger islevlerinde
ciddi bozukluga isaret etmektedir (1, 2). Direkt hiperbilirubineminin %80’ini
idiopatik neonatal hepatit ve biliyer atrezi olusturmaktadir. Sepsiste, intrauterin
enfeksiyonlara bagl hepatitte, metabolik bozukluklarda direkt bilirubin tek basina ya
da indirekt bilirubinle birlikte artmaktadir. Agir hemolitik hastalikta da indirekt
hiperbilirubinemiye direkt bilirubin artig1 eslik edebilir (1).
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Sekil-1: Yenidoganda bilirubin metabolizmasi

Bilirubin Toksisitesi

Bilirubin fizyolojik simrlar1 asip serumda asirn1 yiikseldiginde bilirubin
toksisitesi gelismekte ancak bilirubin diizeyi bir siire yiiksek seyrettikten sonra klinik
bulgular gériilmeye baslamaktadir (3). Norotoksisiteden kan beyin bariyerini kolayca
gecen indirekt bilirubin sorumludur. Serbest bilirubin teorisine gore albiimine bagli
olmayan indirekt bilirubin beyne ge¢mekte ve ndron hasarina neden olmaktadir.
Kan-beyin bariyeri bir yere kadar bilirubinin beyne gegcisini 6nlemektedir. Yapilan

calismalarda, immatiir kan-beyin bariyerinin bilirubine daha gecirgen oldugu

gosterilmistir (22).



Tablo - 1: Indirekt hiperbilirubinemi nedenleri

Bilirubin Uretiminde Artis Konjugasyon veya Atihm Yetersizligi
e Izoimmunizasyon e Yetersiz veya zayif beslenme
- Rh uyusmazlig - Prematiirite
- ABO uyusmazligt - Gecikmis veya yetersiz laktasyon
- Minor kan grubu uyusmazhigi - Yetersiz emzirme
e Eritrosit enzim defektleri - Diger beslenme bozukluklar
- Glikoz-6 fosfat dehidrogenaz eksikligi e Enterohepatik sirkiilasyonun artmast
- Piruvat kinaz eksikligi - Intestinal obstriiksiyon
- Heksokinaz eksikligi - Mekonyum ileusu
- Konjenital eritropoetik porfiria - Kistik fibrozis
e Eritrosit membran defektleri e Hormonal bozukluklar
- Herediter sferositoz - Hipotiroidizm
- Herediter eliptositoz - Hipopitiitarizm
- Infantil piknositoz e Biliriibin metabolizma bozukluklart
e Yenidoganin travmaya ugramasi - Crigler-Najjar sendromu I ve II
- Vakum veya forseps uygulamasi - Gilbert hastalig
- Yaygin ekimoz - Lucey-Driscoll sendromu

- Sefal hematom veya subgaleal kanama

Polisitemi

Yenidogan enfeksiyonlart

- Uriner enfeksiyon

- Sepsis

- Bakteriyel, viral, protozoal enfeksiyonlar
Etnik koken

- Asya kokenli olma

Albtiminin yapisal degisikligi, albiimine yarigmali olarak baglanan eksojen
veya endojen maddelerin varligi, hipoalbiiminemi gibi serbest bilirubin diizeyini
etkileyen faktorler bilirubinin beyne girigini artirmaktadir. Asidoz, enfeksiyon/sepsis,
asfiksi, hiperkarbi, hiperozmolarite ve bazi ilaglarin da bilirubinin beyne ge¢isini
artirdigt  gosterilmistir  (1-3). Bilirubinin kendisi de kan-beyin bariyerini
bozabilmektedir. Yapilan in vitro g¢alismalarda bilirubinin membran fonksiyonlarini
bozdugu ve permeabiliteyi artirdig1 gosterilmigtir (3, 22). Kan-beyin bariyerindeki
acgilma ile bilirﬁbiniﬁ beyne gecisi artmaktadir. Bu durumlar hasta yenidoganlarda
siklikla goriildiigiinden yenidogan yogun bakim initesinde izlenen bebeklerde
sariligin klinik takibi 6nemlidir. Konjuge biliriibin norotoksik olmamasina raginen
albiimine baglanmakta ve albiimine baglanmada indirekt bilirubin ile yarigsmaktadir.
Bu nedenle yiiksek konjuge biliriibin diizeyi olan hastalar da nérotoksisiteye bagh

hasar riski tagimaktadir (21, 22).



Bilirubin Ensefalopatisi Ve Kernikterus

Bilirubin toksisitesinin santral sinir sistemine olan etkilerinin klinik bulgular1
ve patolojik etkileri bilirubin ensefalopatisi ve kernikterus olarak tanimlanmaktadir
(1-3). Kernikterus bazal ganglionlar, pons ve serebellum gibi beynin spesifik
bolgelerinde noronal 6lim ve pigment birikimi ile karakterize noropatolojik
degisiklikleri igermektedir. Akut bilirubin ensefalopatisi terimi ise dogumdan sonraki
ilk haftada goriilen bilirubin toksisitesinin akut belirtilerini tanimlamak i¢in

kullanilmaktadir (1).

Akut Bilirubin Ensefalopatisi
Klinik olarak ti¢ evreden olusur (1, 2):
e Evrel (ilk 1-2 giin): emme giigliigii, stupor, hipotoni, nébet
e Evre 2 (ilk haftanin ortalar): ekstensér kaslarda hipertoni, opistotonus,
retrokolis, ates, tiz sesle aglama, moro refleksinin kaybi, apne, koma,
6liim
e Evre 3 (ilk haftadan sonra): hipertoninin gerilemesi
[k hafta boyunca nérolojik olarak normal olan bebeklerde kronik bilirubin
ensefalopatisi tablosunun gelismeyecegi kabul edilirdi. Oysa kronik bilirubin
ensefalopatisi olan ¢ocuklarin %10’unda yenidogan déneminde hi¢ bulgu olmadigi
veya minimal bulgu oldugu gosterilmistir. Kronik bilirubin ensefalopatisinin
karakteristik klinik bulgular1 ancak bebek yaklasik alti haftalik oldugunda ortaya
cikmaktadir (1-3).

Kronik Bilirubin Ensefalopatisi:

Bu bebekler hipotoniktir ancak tendon refleksleri artmuistir. Tonik boyun
refleksi devam eder ve motor gelisim geridir (1). Sagirlik, serebral palsi, nobetler ve
kernikterusa bagh 6liimden hafif mental retardasyon ve kognitif hasara kadar degisik
yelpazede goriilmektedir (21). Klasik kernikterus tetrati i¢inde ekstrapramidal
anormallikler, yiiksek frekansli sensorindronal isitme kaybi, bakis anormallikleri
(6zellikle yukar bakis bozuklugu) ve dislerde enamel hipoplazi gériilmektedir (21).
Bu ¢ocuklarin ¢ogu yiiriimeye ancak bes yasinda baglamaktadir. Diger tipik bulgular



ise bir yastan once goriilmemekte, sik olarak da yillar sonra ortaya ¢ikmaktadir (1,
2).
Kronik bilirubin ensefalopatisi (1,2):
e Ilk yil: hipotoni, aktif derin tendon refleksi, zorunlu tonik boyun refleksi,
motor becerilerin gecikmesi
e Birinci yildan sonra: hareket bozukluklar1 (koreoatetoz, ballismus, tremor),
yukari bakis kisitlilig1, sensérindral isitme kaybi
Prematiire ve diisiik dogum agirlikli bebeklerde kernikterusun klasik bulgulari
genellikle goriilmemektedir, ¢iinkii ¢ogu etkilenmis bebek bu doneme kadar
yasamamaktadir (2,20). Oysa preterm bebekler en riskli gruptur. Bu bebeklerde
bilirubin diizeyleri giivenli kabul edilen diisik degerlerde olsa da kernikterus
gorilebilmektedir (1,21). Ciinkii kiigiik preterm bebeklerde bilirubinin albiimine
baglanmasini azaltan veya dokulara gegisini kolaylastiran hipotermi, asfiksi, asidoz,
hipoalbiiminemi gibi durumlar, sepsis, menenjit ve ilaglarin olumsuz etkileri daha
kolay gelisebilmektedir. Preterm bebeklerde hangisinin kernikterus riski tasidigini

tahmin etmek ¢ok olas1 degildir (1-3).

Bilirubin Toksisitesinin Patofizyolojisi

Bilirubin bir¢ok biyolojik reaksiyon ve sistem ig¢in toksiktir. Yenidoganda
bilirubinin toksik etkilerini tam olarak anlayabilmek i¢in baz1 faktorlerin agiklanmasi
gerekmektedir. Bunlar bilirubinin beyne girisi, hiicresel diizeydeki hasari, erken tam
imkanlar1 ve hasarin 6nlenmesi igin nelerin yapilabilecegidir (1-3, 21).

Bilirubinin beyne girisi ve beyinden temizlenmesi agisindan pek ¢ok durum
aragtirilmig olsa da, kernikterusta bilirubinin ni¢in beyinin bazi1 bolgelerini tercih
ettigi ve kalict beyin hasarinin ortaya c¢iktigr ile iligkili mekanizmalar hala ag¢ik

degildir. Bilirubinin beyne girisi ile ilgili ¢esitli hipotezler gelistirilmistir (21, 22).

Serbest Bilirubin Gegisi

Lipofilik diger maddeler gibi serbest bilirubin de diffiizyon yolu ile kan beyin
bariyerini gegebilmektedir. Serbest bilirubin miktarindaki herhangi bir artig veya
albiimin miktar1 ya da bilirubin baglama kapasitesindeki herhangi bir azalma serbest

bilirubinin kan beyin bariyerini geg¢ip beyin dokusu iginde birikmesini ve sonugta
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noral hiicre membran iginde bilirubinin asit seklinde ¢okmesini saglayabilir. Bu
hipotezle uyumlu olan bilgi fizyolojik hiperbilirubinemi sirasinda bile bir miktar
serbest bilirubinin kan beyin bariyerini kolayca gegebilmesidir (2, 22, 23). Bu tez
biiyiik oranda kabul gdrmiistiir.

Asidozun Etkisi

Alkali pH’da bilirubin suda eriyen bir sodyum tuzu yapisindadir fakat notral
veya digik pH’da ¢oziiniirligi oldukga azdir. Asidik pH’da serbest bilirubinin
cOzuntirliigli azalmakta, ortamda bulunan hidrojen iyonlariyla baglanarak
(monobazik bilirubin veya bilirubin-asit) kolayca dokulara ge¢isi miimkiin
olmaktadir. Serumda bilirubin-asit miktar1 fazla oldugunda kolayca dokulara ¢6kme
egilimi gostermektedir. Bu da sarlikli bebeklerin dokularinda bilirubin-asidin
coktiigii anlamina gelmektedir (24). Bu tez asidozda kernikterus gelisimini
aciklamaktadir. Prematiirelerde asidozla diisiik serum albiimin diizeyi bir araya

geldiginde orta derecede bilirubin yiiksekliginde bile riskli bir durum olusmaktadir
).

Kan Beyin Bariyerinin Bozulmasi

Vaskiiler hasar, anormal dolasim veya anormal osmolarite gibi durumlarin
varliginda albiimin ve bilirubine karsi olan bariyer geri doniigiimli olarak
acilabilmektedir. Hipertermi ve septisemi de benzer etkilere sahip olabilir. Kan beyin
bariyeri baglantisinin kaybi, herhangi bir serum bilirubin konsantrasyonunda
bilirubinin beyne kolayca ge¢isini saglayabilmektedir. Bilirubinin santral sinir
sistemine olan bolgesel toksisitesi i¢in hiicre membraninda ya da hiicre iginde
albiiminden ayrilmasi gerekmektedir ¢iinkii serbest bilirubin daha toksiktir. Ancak
hasarli bir kan beyin bariyeri varliginda albiimine baglh bilirubinden daha fazla
serbest bilirubin beyﬁe girmekte ve toksik etki gostermektedir. Bu da bilirubinin
beyne girisi ile ilgili gesitli mekanizmalarin aynt anda devrede olabilecegini

gostermektedir (25, 26).
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Bilirubinin Hiicresel Diizeyde Toksik Etkileri

Bilirubinin ndrotransmitter saliiminda Onemli olan bazi enzimlerin
fosforilasyonunu inhibe ettigi in vitro olarak gosterilmistir (27). Sinaptik
transmisyonun bir belirleyicisi olan tirozinin alimini da inhibe etmektedir. Ayrica
iyon kanalt reseptorii olan N-metil-D-aspartatin (NMDA) fonksiyonunu inhibe
ederek hiicrelerde membran potansiyel degisikliklerine neden olmaktadir. Boylece
bilirubin néroeksitator sinyalleri etkileyerek sinir iletimini bozabilmektedir (28).

Hiicre kiiltiirlerinde bilirubinin mitokondriyal enzimleri inhibe ettigi, DNA
sentezini engelledigi, DNA iplik¢iklerinde kirilmay: indiikledigi, protein sentezi ve
fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (29). Sitokrom c¢ salinimi, mitokondri
depolarizasyonu, kaspaz-3 aktivasyonu ve Bax translokasyonu sonucu gelisen
mitokondrial etkilenme noéronal apoptozise neden olmaktadir (30). Mitokondri
zarinda ve sinir hiicresinde lipid akigkanligini, protein siralanmasimi ve redoks
reaksiyonu dengesini bozup mitokondrial sisme ve gegirgenlik artisina neden
olmaktadir (4, 31, 32). Baz1 arastirmacilar bilirubin-asidin fosfolipid membranlarda
coktligiinii ve bunun mitokondride geri doniisiimsiiz disfonksiyonla sonuglandigini
ileri siirerken, bazilari bilirubinin ¢esitli hiicre membranlar1 ile geri doniisiimlii
bilesikler olusturdugunu savunmaktadirlar. Bu nedenle kan degisimi veya bilirubin
diizeyinin hizla diisiiriilmesi sonucu bilirubin toksisitesine ait bazi klinik bulgularin
geri dondiigiiniin agiklanabilecegini belirtmislerdir (23, 26).

Bilirubin norotoksisitesini agiklamak i¢in diger bir hipotez, bilirubin-asidin
spesifik enzimlerdeki reseptor bolgelerine baglanabilmesidir. Boylece bu enzimler
calisamaz duruma gelmekte ya da aktiviteleri onemli 6lgiide azalmaktadir (4, 23, 33).
Bilirubinin metabolik etkilerini arastiran bir ¢alismada immatiir néronlarda artmig
laktat diizeyleri ve azalmis hiicresel glitkkoz diizeyleri ile bozulmus glukoz
metabolizmasinin hiperbilirubinemi ile iligskili oldugu gosterilmistir (33). Hiicre
zarinin yapisinda ve fosfolipid membraninda morfolojik degisiklikler, hiicre enerji
metabolizmasinda, Na-K ATPaz gibi hiicre zarinda bulunan tasima sistemlerinde,
glutamat salimim ve geri alimminda bozulma, hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorii
(timor nekroz faktor reseptérii 1 = TNFR1 )’ niin aktivasyonu sonucu p38 MAP-
kinazin etkinlesmesi ve hiicre i¢i kalsiyumun artmasi ve artmis oksidatif stres

nedeniyle néronal hiicrede nekroz ya da apopitozis gelismektedir (4, 6, 34).
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Sitokin salimmi da biliriibin toksisitesinde Onemlidir. Indirekt bilirubine
maruziyet timor nekroz faktor alfa (TNF-a) ve interlokin—1 f (IL-1 B) salinimin
uyararak noron dejenerasyonu ve vazojenik ddeme yol agmaktadir. Indirekt bilirubin
ayn1 zamanda TNF-a ve IL—1 B iiretimini baskilayan interl6kin-6 (IL-6) salinimini da
inhibe etmektedir. Bu sitokinlerin salimmmi TNFR1’i aktive ederek hiicre 6liimiine

katkida bulunmaktadir (35, 36).

Biliriibin ve Oksidatif Stres

Uzun yillardan beri yapilan ¢alismalarda bilirubinin dogal antioksidan sistemin
bir parcast olduguna inanilmaktadir (8, 37). Oksijen ve karbon radikalleri
olusturdugu bilinen sigaranin insanlarda plazma bilirubin diizeyini anlamli diizeyde
azalttigy tespit edilmistir (37). Oksidatif stres varliginda bilirubinin muhtemelen
harcanarak azalmasi veya bilirubin arttik¢a total antioksidan kapasitenin artmasi
seklindeki veriler oksidatif strese yol agan durumlarda bilirubinin bir antioksidan gibi
davranmis olabilecegini, yani viicut i¢in koruyucu bir madde olabilecegini
distindiirmiistiir (8, 37). Bilirubinin fizyolojik konsantrasyonlarda, in vitro ortamda
linoleik asidi oksidasyondan korudugu, lipid peroksidasyonuna karsi en iyi
antioksidan olarak kabul edilen a-tokoferol kadar etkili oldugu tespit edilmistir (38).
Antioksidan olan askorbik asitten yoksun diyet ile beslenen ratlarda lipopolisakkarit
enjeksiyonu ile oksidatif stres olusturuldugunda, normal beslenenlere gére idrarda
biliriibinin oksidatif metabolitlerinin arttig1, dahasi askorbik asit destegi yapilanlarda
biliriibin sentezinde hiz kisitlayici enzim olan hem oksijenaz’in hepatik mRNA’sinin
baskilandig1 gosterilmis ve bu sonuglara gore biliriibinin askorbik asit ile birlikte
fizyolojik bir antioksidan olarak galistigi sonucuna varilmistir (38). Hiperoksiye
maruz birakilan hiperbiliubinemik Gunn ratlarda sarilifi olmayan ratlara gore
oksidatif stresin azaldig1 gosterilmistir (39).

Bununla birlikté literatiirde bilirubinin antioksidan etkisinin olmadigim
gosteren c¢alismalar da vardir. Prematiire retinopatisi ile ilgili bir c¢alismada
bilirubinin koruyucu etkisi gosterilememistir (40). Domuz yavrularinda grup B
streptokok inflizyonu ile serbest radikal iligkili pulmoner hipertansiyon olusturulmus,
bilirubin inflizyonunun pulmoner hipertansiyon ve oksidatif stres iizerinde bir etkisi

olmadig1 sonucuna varilmigstir (41). Sarilikli prematiire bebeklerde sarilii olmayan
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bebeklere gore total hidroksiperoksit konsantrasyonu (oksidatif stres gostergesi) daha
yiksek ve total antioksidan kapasite daha diisiik bulunmus, biliriibin azalinca total
hidroksiperoksit konsantrasyonunun azaldig1 ve total antioksidan kapasitenin arttig
tespit edilmistir (42).

Bilirubinin oksidatif strese neden oldugunu belirten calismalara ragmen,
bilirubinin antioksidan olarak kabul edilmis olmasi nedeniyle, bilirubin azalmasina
paralel olarak oksidatif streste azalma olmasmin baska faktérler nedeniyle
olabilecegi ileri siiriilmektedir (42). Hemolitik ya da nonhemolitik sariligi olan
yenidoganlarda oksidatif stres gostergesi olan malonaldialdehit (MDA) diizeyleri
sarilif1 olmayanlara gére daha yiiksek bulunmus, ancak muhtemelen yine bilirubinin
antioksidan olarak kabul edilmesi nedeniyle MDA deki artis, artmis oksidatif stres
sonucu hemoliz ve bunun sonucunda da bilirubin artis1 seklinde yorumlanmistir (43).

Sarilikli prematiirelerin sariligi olmayanlara gére plazma total nitrit diizeyi
yiiksek, buna karsn eritrosit CAT, siiperoksit dismutaz (SOD), GPx ve vitamin A, C,
E ile selenyum diizeyleri diigiik bulunmug, prematiirelerde antioksidanlarn diisiik
olmasi nedeniyle oksidatif stresin arttig1, buna bagli olarak gelisen hemoliz nedeniyle
de hiperbilirubinemi olustugu seklinde yorumlanmustir (44). Bilirubin diizeyi 12,5
mg/dl tizerinde olan yenidoganlarda, sariligi daha az olan bebeklere gore eritrosit
GPx ve SOD diizeylerini daha diigiik bulunmus ve koruyucu antioksidanlarin
eksikligi nedeniyle hemoliz ve hiperbilirubinemi olusabilecegi iddia edilmistir (45).

Son yillarda ise bilirubinin oksidatif strese yol agtifim gésteren ¢alismalar
yayinlanmaktadir (4, 8). Tiim g¢aligmalar birlikte degerlendirildiginde bilirubinin
hiicresel diizeyde ¢ift yonlii bir etkisinin bulundugu, fizyolojik diizeylerde
antioksidan etki gosterirken patolojik diizeylerde oksidatif zedelenmeye yol agtip

diistintilmektedir (1-3, 20).

Hiicre Kiiltiirlefinde Bilirubin Toksisitesi

Bilirubinin hiicresel diizeydeki toksik etkileri astrositler ve noronlar1 da igeren
degisik hiicre tiplerinde gosterilmistir (9, 46). Noron ve astrosit hiicre kiiltiirleri
degerlendirildiginde, dordiincii ve besinci giinlerde indirekt bilirubinin immatiir
noronlara daha toksik oldugu saptanmistir (47). Rat astrosit ve néron primer hiicre

kiiltiirlerinde  bilirubin  apoptozisi indiiklemektedir. Noronlar astrositler ile
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karsilastirildiginda, bilirubin toksisitesine daha yatkindir. Bu durumun néronlarin
bilirubini aktif olarak uzaklastirma yeteneginin daha az olmast ile iligkili olabilecegi
belirtilmektedir (47, 48). Astrositler ise noronlara gore aktif disa akim pompalarinin
daha fazla ekspresyonu ve bilirubin detoksifikasyon kapasitesinin daha fazla olmasi
nedeniyle bilirubin toksisitesine kars1 daha dayaniklidir (48, 49).

Astrositler kan beyin bariyerini olusturduklarindan hormon ve besin
transportunda ©nemli bir rolii vardir. Bu nedenle kan beyin bariyerinin
yetersizliginde bilirubin ile ilk temas eden hiicrelerden birisidir (50). Astrositler
bilirubinin kandan noronlara taginmasinda ve hasar goérmiis noronlardan salinan
atiklarin temizlenmesinde rol oynar (51, 52). Insanlarda beyin korteksinin toplam
hiicre hacminin yaklasik {i¢te birini olusturan astrositler, yiiksek metabolik aktiviteye
sahiptir, ekstraseliiler araliktan néroaktif bilesikleri temizler ve beyinde en dnemli
glutamin sentez yeridir. Bu 6zellikler nedeniyle bilirubin nérotoksisitesinin hiicre
kiiltiirtinde gosterilmesinde astrosit hiicre kiiltiirleri 6nemli yer tutmaktadir (50-53).
Tiim bu bulgular ciddi hiperbilirubinemi sirasinda gelisen ensefalopatide astrositlerin
onemli bir role sahip oldugunu ve gelecekteki tedavi modellerinde potansiyel hedef

olacagim diisiindiirmektedir.

Bilirubin Toksisitesini Etkileyen Faktorler

Bilirubinin noérotoksik etkilerindeki en 6nemli belirleyiciler beyindeki
konsantrasyonu, bilirubine maruz kalma siiresi ve bilirubin iiretim hizadir (54, 55).
Olgiilen serum bilirubin diizeyi dolasimdaki albiimine bagli ya da serbest bilirubini
yansitsa da total viicut yiikiinii yansitmamaktadir. Uretim hizi artan bilirubin
dokulara daha hizl1 taginmaktadir. Béylece yiiksek bilirubin iiretim hiz1 olan bebekler
diisiik tiretim huz1 olan bebeklere gore daha fazla total viicut yiikiine sahip olmaktadir
(56, 57). Bilirubin iiretiminin artis hiz1 kadar postnatal yas da 6nemlidir. Ornegin
hayatin 48. saatinde 20 mg/dl diizeyindeki serum bilirubin konsantrasyonu yedinci
giindeki aym diizeyden farkli bir risk tagimaktadir (55).

Albiimine baglanma kapasitesini ve {otal viicut yiikiinii agan bilirubin
diizeylerinde, kan beyin bariyerini gegis riski artmaktadir (22, 58). Hemoliz
nedeniyle bilirubin {iretimi artan bebeklerde total viicut yiikii de artmaktadir. Bu

nedenle bu bebeklerde kan degisimi ve fototerapi sonrasi takiplerinde serum bilirubin
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diizeylerinde belirgin bir artig goriilmektedir. Bu durum bilirubin iiretim hizi artmig
bebeklerde norotoksisite riskinin yiiksek oldugunu ve uygulanacak tedavilerin

dikkatlice planlanmasi gerektigini gostermektedir (55, 56).

Dokosaheksaenoik Asit

Omega-3 yag asitlerinin biiyilkk boliimiinii olusturan DHA, biyolojik
sistemlerde bulunan en uzun zincirli doymamis yag asididir (10, 15). Cesitli
enzimatik reaksiyonlar ile ALA’dan 6ncelikle eikosapentaenoik asit (EPA) ve son
olarak da DHA iretilmektedir (10). Fakat ALA’nin yalmizca %5’i s6z konusu
metabolik yola girmektedir. Diyet ile alinan ALA doku EPA diizeyini arttirirken
DHA diizeyini etkilememektedir (10, 59).

Memelilerde DHA sinaptozomlar, sperm, retina ve serebral korteks gibi bazi
dokularda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Yiiksek DHA seviyelerinin
siirli doku dagilimi DHA’min bu dokularda heniiz belirlenmemis 6zel bir gorevi
oldugu anlamina gelmektedir (60-62). Omega-3 yag asitlerinden zengin (baslica
yagh soguk su baliklari) besin diyeti uygulamasi yoluyla diisiik DHA diizeyine sahip
dokularda DHA igerigi 2-10 kat arttirilabilmektedir (59). Son zamanlarda omega-3
yag asitleri ile yapilan g¢alismalar bir¢ok hastalikta faydalarinin oldugunu
gostermektedir. Kalp hastaliklari, kanser, immiin problemler, néral fonksiyon
bozukluklari, yaslanma, bas agrilari, sitma, dermatit, ekzema, inflamatuar bagirsak

hastaliklar1 ve bobrek hastaliklar1 bunlardan bazilaridir (63).

Dokosaheksaenoik Asit ve Sinir Sistemi

Bir¢cok dokuda uzun zincirli yag asitlerinden siklikla omega-6 yag asidi olan
aragidonik asit (AA) bulunmaktadir. Sinir sistemi de uzun zincirli yag asitlerinden
zengindir ancak beyindeki fosfolipid fraksiyonlar ¢ok az omega-6 igermektedir.
Arasidonik asit énerﬁli bir bilesen olmakla birlikte temel uzun zincirli ¢oklu
doymamis yag asidi DHA’dir ve hiicre membranlarinda konsantre olmustur (64).
DHA, serebral kortekste total yag asitlerinin %25’ini, retina fotoreseptor hiicre
fosfolipidlerinin %60’dan fazlasini, total retina yag asitlerinin ise %30’dan fazlasini
olugturmaktadir (61, 65). Merkezi sinir sisteminde DHA’nin birikmesi aktif olarak
gelisim periyodunda olmaktadir. DHA diyet ile direkt olarak alinmakta ya da
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karacigerde prekiirsorlerinden sentezlenip beyine taginmaktadir. Bununla birlikte
alternatif bir kaynak olarak beyinde de bir miktar DHA sentezlenebilmektedir (64).
DHA’nin kan beyin bariyerini gegerek hiicrelere girisi ve hiicreler arasindaki
transportu ile ilgili mekanizmalar heniiz agik degildir. Serbest yag asitlerinin hiicre
membranlarindan hizli diflizyonu adipositlerde gosterilmis olsa da DHA’nin kan
beyin bariyerini gegmesi ve beyin hiicrelerine girisi aktif transport ile plazma
membran yag asidi baglayici protein ve yag asidi transport protein-4 araciligi ile
gerceklesmektedir (64, 65). Noronal hiicreler igerisinde (néronlar, astrositler,
mikroglialar ve oligodendrositler) omega-3 prekiirsorlerinden DHA sentezleme
yetenegi sadece astrositlerde gosterilmistir. Néronlar DHA igin major hedef hiicreler
olsa da desatiiraz enzimi eksikligi nedeniyle DHA sentezleyememektedir.
Astrositlerdeki DHA sentezi de dolasimdaki DHA diizeyinden negatif olarak
etkilenmektedir. Dolasimdaki DHA diizeyi yeterli oldugunda astrositler minor
kaynak olarak kullanilmaktadir. Beyin ve plazma arasinda giinde %2-8 bazal DHA
dongiisti oldugu eriskin ratlarda gosterilmistir. Diisiik DHA igeren diyet ile bu bazal
dongii saglanamadigindan néronlarin ihtiyaci olan DHA saglanamamaktadir (64).
Beyinde DHA depolanmasi nérogenez ve hiicre maturasyonunun oldugu fetal
donemde (gebeligin ilk 6 ay1) ve yogun sinaptogenezin oldugu erken postnatal
donemde gergeklesmekte ve en az hayatin ilk iki yili siiresince devam etmektedir.
Beyinde DHA birikiminin biiyiik boéliimii ise postnatal hayatin ilk 6 ayinda
gerceklesmektedir. Bu donemde beyin hizla artan néral hiicre ve membranlarin

biyosentezi i¢in biiyiik miktarlarda DHA kullanmaktadir (65).

Dokosaheksaenoik Asitin Noronlara Etkisi

DHA noéronal membranlar, sinaptozomal membranlar, sinaptik vezikiiller,
mitokondriler, mikrozomlar ve sinir biiyiime konilerinde yiiksek oranda
bulunmaktadir (66, 67). Noron hiicre membraninda DHA’nin indiikledigi fosfolipid
kompozisyonundaki degisiklik membran akigkanligi, reseptér afiniteleri, iyon akist
ve membrana bagli enzim afiniteleri gibi birgok membran fonksiyonunu
degistirebilmektedir. Noéronal membranlarin akiskanligi néronlardaki sinyal iletimini
etkilemektedir. Membran akiskanligin1 da omega-3 ve omega-6 ¢oklu doymamis yag

asitleri arasindaki denge etkilemektedir. Benzer sekilde diyet ile alinan g¢oklu
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doymamig yag asitleri, membran rijiditesine neden olan membrana baglh kolesterolii
diistirmekte ve membran akigkanligini artirmaktadir (66).

DHA sinapslarda kolinerjik sinyal iletiminde rol almaktadir. Membran
fosfolipidlerine tutunup kolinerjik noron aktivasyonu ile salinan DHA sinyal
iletimini kolaylagtirmaktadir. Bu sekilde néronal sistemin fonksiyonlarinin
tyilestirilmesinde de 6nemli rol oynamaktadir (67). Ayrica DHA, NMDA kaynakli
norotoksisiteye karsi, beyindeki kolinerjik néronlarin direncini arttirmaktadir. Gama-
aminobiitirik asit (GABA) cevaplarim diizenlemekte, noradrenerjik ve seratonerjik
norotransmisyonu etkileyerek beyin fonksiyonlar1 ve davraniglari iizerine olumlu
etkiler olusturabilmektedir (66). DHA iyon kanallarimi ve ndrotransmiter
reseptorlerini diizenlemektedir. NMDA cevaplarmm kolaylastirarak ve K kanallarim
bloke ederek noéronlarin uyarilabilirligini artirmaktadir. Diger taraftan da voltaj
bagimli Ca’ akimimi ve Na' kanallarini baskilayarak noral membranlari stabilize
etmektedir (66, 67).

Fonksiyonel ndral membranlar yapilarini, akiskanliklarini ve fonksiyonlarin
korumak i¢in optimal diizeyde doymamis yag asidine ihtiyag duymaktadir. Beyin
dokusunda omega-3 yag asitlerinin eksikligi membrana bagli enzimlerin, iyon
kanallarinin ve reseptérlerin aktivitelerini etkilemektedir. Na'-K* ATPaz, protein
kinaz C, fosfolipaz A, fosfolipaz C ve sinaptotagmin gibi sinyal transdiiksiyonu ile
ilgili diger enzimler omega-3 yag asidi eksikliginden belirgin olarak etkilenmektedir.
Diigiik kalsiyum iyonu konsantrasyonunda bu enzimler sitoplazmadan noral
membranlara taginmakta, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi gibi olaylar kaskadini
basglatmaktadir. Noral membranlarin yag asit kompozisyonunda degisiklik bunun
sonucunda membran akiskanligindaki degisiklik, bu enzimlerin néral membranlara
baglanmasin ve aktivitesini etkilemektedir (66).

DHA gen ekspresyonunu transkripsiyon seviyesinde diizenlemektedir. Bu
duruma birgok transkripsiyon faktorii aracilik etmektedir. DHA bu transkripsiyon
faktorlerini aktive etmekte ve birgok lipojenik enzimin mRNA stabilitesini
degistirmektedir. DHA transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini kontrol ederken bir
hormon gibi hareket etmektedir. Bu etkisi diyette bulundugu siirece devam

etmektedir (66, 67).
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Immiin hiicrelerin membran fosfolipidleri yiiksek miktarda ¢oklu doymamis
yag asidi igermektedir. Sitokinler, biiylime faktorleri, endotoksinler ve serbest
oksijen radikallerinden gelen uyarilar fosfolipaz A,’yi aktive etmektedir. Boylece
immiin hiicrelerden AA salinmaktadir. AA, prostoglandinleri, lokotrienleri ve
tromboksanlar1 kapsayan bir grup biyoaktif molekiil olan eikosonoidlere metabolize
olmaktadir (67). Eikozonoidler de immiin cevaplarin yogunlugunu ve siiresini
diizenlemektedir. Bunlardan prostoglandin E, (PGE,) ates, vaskiiler permeabilitenin
ve vazodilatasyonun artmasi gibi pek ¢ok proinflamatuar cevabi diizenlemekte, agr
ve Odemi artirmakta, lenfosit ¢ogalmasini, NK hiicrelerinin  aktivitelerini
baskilamakta, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-2 ve interferon (IFN)’larin iiretimini inhibe
etmektedir. Bu agidan PGE,; immiin baskilayici ve anti-inflamatuar 6zelliktedir (66).
Diger bir AA metaboliti olan 16kotrien B4 (LTBa) ise, damarlarin gegirgenligini, kan
akimini, serbest oksijen radikallerinin olusumunu, lizozomal enzimlerin saliniminm ve
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-2, IFN-a iiretimini arttirirken, lenfosit ¢ogalmasim inhibe
etmekte ve NK aktivitesini desteklemektedir. Bu durum AA’nin zit etkilere sahip
mediyatorlerin  kaynagi oldugunu gostermektedir (66-68). DHA, AA’nm
aktivasyonunu siklooksijenaz enzimi aracilifiyla inhibe etmektedir. Bu reaksiyon
proinflamatuar eikozonoid ve sitokinlerin iiretimini baskilamaktadir. DHA’nin,
sitokinler ve eikozonoidler arasindaki etkilesimi olduk¢a komplekstir. Ancak lenfosit
cogalmasini, proinflamatuar sitokinlerin olusumunu ve NK hiicrelerinin aktivitesini
azaltarak immiin cevabi etkilemektedir (13, 14, 68).

DHA beyin dokusunda antioksidan ozellik gdstermektedir. Hossain ve ark.
(17) tarafindan yapilan hayvan caligmasinda, beyni reaktif oksijen radikalleri
kaynakli lipit peroksidasyonuna karsi koruma roliinii agiklamak i¢in yashi ve
hiperkolesterolemili ratlarda beyin GSH seviyeleri, GPx ve CAT aktiviteleri
incelenmis, DHA’min GSH seviyesini, GPx ve CAT enzimlerinin serebral aktivitesini
arttirarak antioksidan savunma mekanizmasim indiikledigi gosterilmistir. DHA nin
hayvan ¢aligmalarinda beyni iskemik ve eksitotoksik hasara karsi korudugu
bildirilmigtir. Hipoksik-iskemi sonrasinda yenidogan dénemindeki ratlarda beyin
fonksiyonlarmda iyilesme sagladigi, voliim kaybim azalttipi, serbest oksijen
radikallerini, inflamatuar sitokinleri, biyoaktif lipit mediatdrlerinin etkisini azalttig

ve apoptozisi onledigi belirtilmektedir (18).
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Hayvan g¢aligmalari omega-3 yag asidi eksikliginin hayvanlarda motivasyon
bozuklugu yarattigmmi ve Ogrenmede endise olusturdugunu, uzun siireli DHA
uygulanmasimn hafiza iliskili 6grenme kabiliyetini arttirdigini gostermektedir (69).
DHA’nin beyinde kognitif fonksiyonlari, 6grenme ve hafizayi, norotransmitter
salinimini, membrana bagimli enzimleri, iyon kanallarini, reseptérleri, immiinite ve
inflamasyonu, apoptozisi, gen ekspresyonunu, kan beyin bariyerini diizenledigi

yapilan ¢aligsmalarla saptanmistir (66).
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’na bagvurularak onayi
alinan (say:: B.30.2.PAU.0.01.00.00.400-1/03, tarih: 05.01.2010) bu deneysel
caligma, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bir
giinlik ve agirliklari 5-8 gr olan yenidogan Wistar-albino ratlardan elde edilen
primer astrosit hiicre kiiltiirlerinde Mayis 2010 - Subat 2011 tarihleri arasinda
yapildi. Primer astrosit hiicre kiiltiirii i¢in tek bir anneden dogan toplam 10 adet bir

giinliik rat yavrulart kullanildi.

Calisma Gruplari

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

Grup II (n:6): Bilirubin grubu, astrosit hiicre kiiltiirine 10 pM bilirubin
(Sigma-Aldrich, B4126-1G) konsantrasyonu 72 saat siireyle uygulandi.

Grup III (n:6): DHA grubu, astrosit hiicre kiiltiirine 5 uM DHA (Sigma-
Aldrich, D2534-25MG) konsantrasyonu 72 saat siireyle uygulandi.

Grup IV (n:6): DHA + Bilirubin grubu, astrosit hiicre kiiltiiriine 5 uM
konsantrasyonunda DHA uygulandi. Dort saat sonra 10 uM bilirubin konsantrasyonu

astrosit hiicre kiiltiirtine eklendi ve birlikte 72 saat siireyle uygulandi.

Astrosit Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Astrosit primer hiicre kiiltiirli %95’in tizerinde saflikta astrosit hiicrelerinin
elde edildigi kanitlanmis McCarthy ve de Vellis yonteminden modifiye edilerek
hazirlanan Cole-de Vellis yontemi ile literatiirde tamimlandig: sekilde hazirland: (70,
71). Bir giinliik rat yavrularina anestezik madde verilmeden steril sartlarda servikal
dislokasyon ile dekapitasyon uygulandi. Beyin dokusu Hanks Buffered Salt Solution
(100 ml, Sigma-Aldrich, St Louis, USA), 500 pl gentamisin (Gentamisin, 10 mg/10
ml, Sigma-Aldrich, St Louis, USA), 5 ml fungizon (Gibco Antibiotic-Antimycotic,
25 pg/ml amfoterisin B, 100x/100 ml, Invitrogen, New York, USA) (HiBSS) iceren
kiiltiir kabma konuldu. Beyin dokusu mekanik olarak pargalandi (Sekil 2). Jole
kivamina gelene kadar HBSS ile yikanarak 500 pl tripsin (Trypsin/EDTA, 100 ml,
%0.05/%0.02, Biochrom, Berlin, Germany), 50 pul DNaz-I (DNase I recombinant,
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RNase-free, 10 U/ul, Roche, Mannheim, Germany) eklendi ve 37 °C’de %5 CO, ve
%95 nem igeren ortamda 60 dk siireyle sallanarak inkiibe edildi. Yetmis mikronluk
filtreden gegirilerek hiicre stispansiyonu hazirlandi. Hiicre siispansiyonu polilizin
kapli kiltir kaplarma 20 ml Dulbecco's Modified Eagle Medium/F12
(DMEM/F12)(DMEM/Ham’s F-12 1:1, 500 ml, Biochrom, Berlin, Germany)

besiyeri iginde ekilerek primer néron hiicre kiiltiirii hazirland1 (Sekil 3).

Sekil 2 (A,B,C): Beyin dokusunun elde edilmesi ve mekanik pargalanmasi.

Primer noron hiicre kiiltiirleri 37 °C’de %5 CO, ve %95 nem igeren
inkiibatorde inkiibe edilerek kiiltiirlerin gelisimi faz kontrast mikroskobu altinda
incelendi ve besiyerleri ii¢ giinde bir taze besiyeri ile degistirildi. Besinci giinden

sonra ¢ogalan primer noron hiicre kiiltiirlerinden astrosit hiicre kiiltiirleri elde edildi.

Sekil 3 (A,B): Faz kontrast mikroskobu primer ndron hiicre kiiltiirii. A:x10. B:x100.
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Hiicrelerin ¢ogalarak bitisik duruma geldigi primer néron hiicre kiiltiirlerinde
besiyeri aspire edilerek kiiltiir kaplar1 distile su ile yikand1 ve tripsin eklendi. Kiiltiir
kaplar1 mekanik olarak sert¢e sallanarak hiicrelerin kiiltiir kab1 tabanindan tamamen
kalkmasi saglandi. DMEM/F12 eklendikten sonra tiim besiyeri aspire edilerek yeni
bir kiiltiir kabina konuldu ve 45 dk siire ile 37 °C’de %5 CO; ve %95 nem igeren
inkiibatorde bekletildi. Inkiibatorden gikartildiktan sonra kiiltiir kaplarindaki besiyeri
aspire edilerek taze besiyeri ile 1/3 diliie edildi ve yeni kiiltiir kaplarina ekildi. Bu
kaplara sadece astrosit hiicrelerinin iiremesine izin veren astrosit besiyeri ( DMEM-
F12, 500 pl gentamisin, 5 ml fungizon, %15 fetal bovine serum ( Hyclone, 100 ml,
Thermo Scientific, Cromlington, UK), 5 ml L-glutamine (Gibco L-Glutamine-200
mM, 100x/100 ml, Invitrogen, New York, USA), 500 pl insulin (Human Insulin
<th> , 0.5 mg/ml, Biochrom, Berlin, Germany) eklendi. Astrosit Kkiiltiiriinii
saflastirmak, mikroglia ve oligodendrositlerden kurtarmak i¢in kiiltiir kaplari1 orbital
sallayiciya konularak 37 °C’de %5 CO, ve %95 nem igeren ortamda 80/dakika
devirde 24 saat calkalandi. Bu siirenin sonunda tabandan ayrilarak yiizer duruma
gecen mikroglia ve oligodendrositler toplandi. Geriye kiiltiir kabinin tabanina yapisik
astrosit hiicreleri birakildi ve astrosit besiyeri degistirildi. Takibinde 3-4 giinde bir
astrosit besiyeri degistirildi. Astrosit hiicreleri bitisik duruma gelene kadar
cogaldifinda 1/3 oraninda pasajlanarak hiicre kiiltiirii devam ettirildi ve deneylerde

degisik pasajlara ait astrosit kiiltiirleri kullanildi (70, 71) (Sekil 4).

Bilirubin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Astrosit hiicre kiiltiiriinde kullanilan indirekt bilirubin 0.1 N sodyum hidroksit
(NaOH) ile ¢ozildi ve ana stok 200 mM olacak sekilde astrosit besiyeri ile
sulandirildi. Bilirubin stok soliisyonu +4 °C’de ve karanhik ortamda saklandi.
Deneyler sirasinda stok soliisyonu istenilen bilirubin konsantrasyon degeri elde

edilene kadar astrosit besiyeri ile sulandirildi (72).
Dokosaheksaenoik Asit Soliisyonunun Hazirlanmasi

Dokosaheksaenoik asit astrosit besiyeri ile sulandirildi ve 160 mM ana stok

olusturuldu. Ana stok —20 OC ‘de sakland:. Deneyler sirasinda ana stok soliisyonu
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istenilen DHA konsantrasyonu elde edilene kadar astrosit besiyeri ile sulandirild:

(73).

Sekil 4 (A, B, C): Faz kontrast mikroskobu astrosit hiicre kiiltiirti.
(A:x10. B:x40. C:x100.)

Bilirubin ve DHA Konsantrasyonlarmi Belirlenmesi

Astrosit hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 3 x 10* hiicre/100 pl
astrosit besiyeri igerisinde olacak sekilde ekildi. Yirmi dort saat sonra kuyucuklar faz
kontrast mikroskobunda incelenerek astrosit hiicrelerinin varlig1 ve canliliklar tespit

edildi (Sekil 5). Kuyucuklardaki besiyerleri uzaklagtirildiktan sonra plaklara her
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kuyucukta 100 ul olacak sekilde astrosit besiyeri eklendi ve sifirinci saat olarak
kabul edildi. Sifirinc1 saatteki absorbans (Ag) Cytotox-glo (Promega) kit kullanilarak
Glomaks Sistem (Promega) cihazi ile luminometrik olarak 6lgiildii. Olgiim
sonrasinda tiim plaklardaki besiyerleri uzaklagtirildi. Her konsantrasyonda alti
kuyucuk olacak sekilde sirasiyla 1000 pM, 800 pM, 600 uM, 500 uM, 300 uM, 200
uM, 100 uM, 80 uM, 60 pM, 50 pM, 30 pM, 20 uM, 10 uM, 8 uM, 4 uM, 2 uM, 1
uM, 0.1 pM ve 0.01 pM indirekt bilirubin uygulandi. Yine her konsantrasyonda alt1
kuyucuk olacak sekilde sirastyla 100 uM, 80 pM, 60 pM, 50 pM, 30 uM, 20 uM, 15
uM, 8 uM, 6 uM, 5 pM, 3 pM, 1 uM ve 0.1 pM DHA uygulandi. Kuyucuklardaki
stvi miktar1 100 pl olacak sekilde astrosit besiyeri ile tamamlandi. Plaklar 37 °C°de
%5 CO; ve %95 nem igeren inkiibatorde, karanlik ortamda 72 saat inkiibe edildikten
sonra kuyucuklardaki besiyerleri uzaklagtirildi. Her kuyucuga 100 pl taze astrosit
besiyeri eklendi. Absorbans (A7,) Cytotox-glo kit kullanilarak Glomaks Sistem cihaz1
ile luminometrik olarak 6lgiildii ve hiicre canlilig1 formiille (Hiicre canliliga (%)= 100
X A72/ Ao) hesaplandi (74). Tespit edilen hiicre canliligina gore deneyde kullanilacak

indirekt bilirubin konsantrasyonu ve DHA konsantrasyonu belirlendi.

Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Astrosit hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 3 x 10* hiicre/100 ul
astrosit besiyeri igerisinde olacak sekilde ekildi ve 24 saat sonra kuyucuklar faz
kontrast mikroskobunda incelenerek hiicrelerin varligi ve canliliklar tespit edildi.
Kuyucuklar kontrol, bilirubin (10 uM), DHA (5 uM) ve DHA (5 uM) eklendikten
dort saat sonra bilirubin (10 uM) eklenen astrosit hiicreleri olarak gruplara ayrildi.
Kuyucuklardaki sivi miktar1 100 pl olacak sekilde astrosit besiyeri ile tamamland1 ve
Ay Cytotox-glo kit kullamilarak Glomaks Sistem cihazi ile luminometrik olarak
Slgiildii. Plaklar 37 °C’de %5 CO, ve %95 nem iceren inkiibatorde, karanlik ortamda
72 saat inkiibe edildi. Takibinde kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirilarak her
kuyucuga 100 pl taze astrosit besiyeri eklendi ve A7, Cytotox-glo kit kullamlarak
Glomaks Sistem cihazi ile luminometrik olarak olgiilerek hiicre canlilign hesapland:

(8, 74) .
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Sekil 5 (A, B): A: 96 kuyucuklu plaklar. B: Kuyucuklardaki astrosit hiicreleri (x40).

Apoptozisin Belirlenmesi

Apoptozisin belirlenmesi amaciyla deoxynucleotidyl transferase (TdT)-
mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) tekniginden yararlanildi. Deneylerde
ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection (Millipore, katalog no S7101)
kiti kullanildi.

Kontrol, bilirubin, DHA, DHA + bilirubin gruplar kiiltiir kaplarinda 37 °C’de
%5 CO, ve %95 nem igeren inkiibatorde, karanlik ortamda 72 saat inkiibe edildi.
Takibinde kiiltiir kaplarindaki astrosit besiyeri aspire edildi. Hiicreler serum
fizyolojik ile yikandi ve tekrar aspire edildi. Tripsin uygulanarak hiicreler tabandan
kaldirildi. Astrosit besiyeri ile kiiltiir kab1 yikanarak hiicrelerin tamamen kalkmasi
saglandi. Hiicreler falkon tiipiine aktarilarak 1500/dakika devirde bes dakika santrifiij
edildi. Hiicre ¢ozeltisi lizerine fiksatif soliisyonu (%1 paraformaldehit) konuldu ve 10
dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Falkon tiipli iyice kangtirilarak 100 pl alindi. 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 bes dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
Peroksidaz soliisyonu hiicrelerin lizerine damlatilip oda 1sisinda bes dakika inkiibe
edildi. Distile su ile yikanan lamlar oda 1sisinda bes dakika inkiibe edildikten sonra
metil green soliisyonu ilave edildi ve 10 dk oda 1si1sinda bekletildi. Lamlara n-biitanol

eklendikten sonra 30 sn inkiibe edilip ksilen kondu ve alt1 dakika inkiibe edildi.
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Lamlar kurutularak entelan ve lamel ile kapatildi. Faz kontrast mikroskobunda her

deney grubu i¢in alt1 alan sayilarak canli ve apoptotik hiicreler tespit edildi (75).

Siiperoksid Dismutaz, Katalaz, Glutatyon Peroksidaz Aktivite Ol¢iimii

Astrosit hiicre kiiltiirlerinde SOD aktivitesinin 6l¢iimii i¢in SOD Assay Kit
(Cayman, katalog no 706002) kullanildi. Hiicreler 1500xg’de 10 dk santrifiij edilerek
topland1 ve 20 mM soguk HEPES buffer (pH 7.2, 1 mM EGTA, 210 mM mannitol,
70 mM sukroz) eklendikten sonra 1500xg’de bes dakika santrifiij edildi. Stipernatant
uzaklagtinilarak ¢okelti buzda bekletildi. Olgiim yapilacak kuyucuklara 200 pl radikal
dedektor ve 10 pl 6rnek konuldu. Reaksiyonu baglatmak i¢in 20 pl ksantin oksidaz
eklendi. Oda 1sisinda 20 dk sallayicida inkiibe edildikten sonra 450 nm absorbansta
Glomaks Sistem cihazi ile 6l¢tim yapildi. Sonuglar U/mg protein olarak verildi (76).

Katalaz aktivitesi ol¢timii igin CAT Assay Kit (Cayman, katalog no 707002)
kullanildi. Hiicreler 1500xg’de 10 dk santrifiij edilerek toplandi. Cold buffer
(potasyum fosfat, pH 7.0, 1 mM EDTA) eklendikten sonra 10000xg’de 15 dk
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak ¢okelti buzda bekletildi. Olgiim
yapilacak kuyucuklara 100 pl assay buffer, 30 pl metanol ve 20 pl drnek konuldu.
Reaksiyonu baslatmak igin 20 pl hidrojen peroksit eklendi. Oda isisinda 20 dk
sallayicida inkiibe edildikten sonra 30 pl potasyum hidroksit eklenerek reaksiyon
sonlandirildt ve 30 pl kromogen eklendi. Oda 1sisinda 10 dk sallayicida inkiibe edilip
10 pl potasyum periodate eklendi. Oda 1sisinda 5 dk sallayicida inkiibe edilerek 540
nm absorbansta Glomaks Sistem cihazi ile 6lgim yapildi. Sonuglar U/mg protein
olarak verildi (77).

Glutatyon peroksidaz aktivitesinin OSlglimi igin GPx Assay Kit (Cayman,
katalog no 703102) kullamldi. Hiicreler 1500xg’de 10 dk santrifiij edilerek toplandi.
Cold buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM EDTA, 1 mM DTT ) eklendikten sonra
10000xg’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak ¢okelti buzda
bekletildi. Olgiim yapilacak kuyucuklara 100 pl assay buffer, 50 ul substrat karigimi
ve 20 pl 6rnek konuldu. Reaksiyonu baglatmak i¢in 20 pl GPx kumen hidroperoksit
eklenerek 340 nm absorbansta birer dakika ara ile en az bes deger 6lgiildii. Sonuglar

U/ml olarak verildi (78).
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Istatistiksel Analiz

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

28



BULGULAR

Bilirubin ve DHA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Indirekt bilirubin i¢in uygulanan konsantrasyonlarda 72. saatteki hiicre canlilig1
belirlendi. Sonuglar uygulanan konsantrasyon: % hiicre canlilifitstandart sapma
olarak verildi. Sirasiyla 1000 uM: %11.5+0.9, 800 pM: %13.9+£1.3, 600 uM:
%14.6£1, 500 puM: %17.8+£0.5 300 uM: %19.6+0.3, 200 uM: %20+1.07, 100 uM:
%20.4+0.85, 80 pM: %20.4+0.1 60 pM: %27.5+0.85, 50 pM: %30.1+0.59, 30 uM:
%35.4+0.8, 20 pM: %46.4£1.44 10 pM: %51.6+£1.8, 8 uM: %55.7+1.6, 4 pM:
%102+2.08, 2 pM: %109.1+0.85, 1 pM: %166.3£1.8, 0.1 pM: %180.6+0.64 ve
0.01 pM: %183.6+0.8 saptand1 (Sekil 6). Indirekt bilirubin igin astrosit hiicrelerinin
%50’sine toksik olan konsantrasyon (TCsg) degeri 10 uM olarak tespit edildi ve
sitotoksisite, apoptozis, SOD, CAT ve GPx aktivite Ol¢iimii deneylerinde bu

konsantrasyon kullanildi.
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Sekil 6: Uygulanan bilirubin konsantrasyonlar: ve TCs, degeri

Dokosahekzaenoik asit i¢in uygulanan konsantrasyonlarda 72. saatteki hiicre
canlilig1 belirlendi. Sonuglar uygulanan konsantrasyon: % hiicre canliliitstandart
sapma olarak verildi. Sirasiyla 100 uM: %131.2+7.6, 80 pM: %145.7+7.02, 60 pM:

%135.5+1.28, 50 uM: %129.8+6.4, 30 pM: %132+7.05, 20 pM: %125.6+5.1, 15
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uM: %139.7+1.28, 8 uM: %115.749.6, 6 uM: %122.1£13.4, 5 uM: %146.1+£8.3, 3
pM: %128.4+7.6, 1 pM: %120.4+5.3 ve 0.1 pM: %127.843.7 saptand1 (Sekil 7).
DHA i¢in toksik konsantrasyon tespit edilemedi ve hiicre canliligini en fazla arttiran
konsantrasyon 5 uM olarak belirlendi. Sitotoksisite, apoptozis, SOD, CAT ve GPx

aktivite 6l¢limii deneylerinde bu konsantrasyon kullanildi.
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Sekil 7 : Uygulanan DHA konsantrasyonlar1 ve segilen DHA konsantrasyonu

Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Gruplarin hiicre canlilign 72. saatte degerlendirildi. Baslangigtaki hiicre
canlilig1 %100 olarak degerlendirildi. Kontrol grubunda hiicre canliliginin baslangica
gore %61+4.5 arttig, bilirubin grubunda ise baslangigtaki hiicrelerin %51+1.8’inin
canli kaldig1 goriildii. Kontrol grubuna gore bilirubin grubunda hiicre canlilifindaki
azalma istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0.001). Hiicre canliligimin DHA
grubunda %146+8 arttigi, DHA+bilirubin grubunda ise %110+£6.3 arttig1 gortildii.
Kontrol ve bilirubin gruplarina gére DHA ve DHA-bilirubin gruplarinda hiicre
canliligindaki artis ve DHA grubuna gére DHA-+bilirubin grubunda hiicre
canliligindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0.001). Tiéim gruplar
karsilagtirildiginda baglangica gore 72. saatte hiicre canliligindaki degisim

istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0.001) (Tablo 2, Sekil 8).
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Tablo 2: Gruplarm hiicre canliligindaki degisim (%)

Gruplar * Hiicre canhihgindaki degisim (%)
Kontrol 61+4.5

Bilirubin 51+1.8*%

DHA 146+8 $

DHA-+bilirubin 110+6.3 %

*Tiim gruplar 0-72. saat hiicre canliliginda degisim agisindan karsilastirildiginda (p=0.000)

*Bilirubin grubunda hiicre canliligindaki azalma kontrol, DHA, DHA+bilirubin gruplar1 ile
karsllastlnldlgmda (p=0.000)

SDHA grubunda hiicre canliligindaki artig kontrol, bilirubin, DHA-+bilirubin gruplar1 ile
karsilastirildiginda (p=0.000)
DHA+bilirubin grubunda hiicre canliligindaki artis kontrol ve bilirubin gruplaryla
karsilagtirildiginda (p=0.000)
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Sekil 8: Gruplarin hiicre canliligindaki degisim (%).

Apoptozisin Degerlendirilmesi

Gruplarin astrosit hiicrelerindeki apoptozisi 72. saatte degerlendirildi. Kontrol
grubunda apoptozis (Sekil 9-A) %1.75+0.8, DHA grubunda apoptozis (Sekil 9-B)
%1.6+0.5, bilirubin grubunda apoptozis (Sekil 10) %25.27+2.1, DHA+bilirubin
grubunda apoptozis (Sekil 11) %10.9+0.5 saptandi. Bilirubin grubundaki apoptozis,
kontrol, DHA, DHA+bilirubin grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.001). DHA-bilirubin grubundaki apoptozis, kontrol ve DHA

grubu ile karsilastinldiginda ve apoptozisteki azalma bilirubin grubu ile
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kargilagtirildifinda istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0.001). Kontrol grubu

DHA grubu ile karsilagtinldiginda istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p>0.05)
(Tablo 3, Sekil 12).

Sekil 9: TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. A: Kontrol grubu (x40). B: DHA grubu (x40).

Sekil 10 (A, B): TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. indirekt bilirubine bagli apoptozis (x40).

Sekil 11 (A, B): TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri, DHA+bilirubin grubu (x40).
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Tablo 3: Gruplarin astrosit hiicrelerindeki apoptozisin degerlendirilmesi

Gruplar Apoptozis (%)
Kontrol 1.75+£0.8
Bilirubin 25.2742.1%
DHA 1.6+0.5
DHA+bilirubin 10.9+0.5*

*Bilirubin grubundaki apoptozis kontrol, DHA, DHA+bilirubin gruplan ile karsilagtirildiginda
(p=0.000)

*DHA+bilirubin grubundaki apoptozis kontrol, DHA gruplari ile ve apoptozisteki azalma bilirubin
grubu ile karsilastirildiginda (p=0.000)
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Sekil 12: Gruplarn astrosit hiicrelerindeki apoptozisin degerlendirilmesi

Siiperoksid Dismutaz Aktivite Ol¢iimiiniin Degerlendirilmesi

Gruplarin SOD aktivitesi 72. saatte degerlendirildi. Kontrol grubunda SOD
aktivitesi 0.24+0.05 U/mg protein, bilirubin grubunda SOD aktivitesi 0.22+0.02
U/mg protein, DHA grubunda SOD aktivitesi 0.42+0.0007 U/mg protein,
DHA-tbilirubin grubunda SOD aktivitesi 0.38+0.02 U/mg protein olarak tespit edildi.
DHA grubundaki SOD aktivite artig1 kontrol, bilirubin ve DHA+bilirubin gruplar ile
karsilagtirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (sirasiyla
p<0.01, p<0.001, p<0.05). DHA+bilirubin grubundaki SOD aktivite artig1 kontrol ve
bilirubin gruplar ile karsilastirildiginda sonuglar istatistiksel olarak anlamli saptandi
(swrasiyla p<0.01, p<0.001). Bilirubin grubundaki aktivite azalmasi kontrol, DHA ve
DHA-+bilirubin gruplan ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edildi (sirastyla p<0.05, p<0.001, p<0.01) (Tablo 4,Sekil 13).
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Tablo 4: Gruplarm SOD aktivitesi 6l¢iimiiniin degerlendirilmesi

Gruplar SOD Aktivitesi (U/mg protein)
Kontrol 0.24+0.05

Bilirubin 0.22+0.02

DHA 0.424+0.0007 *
DHA+bilirubin 0.38+0.02 $

*Bilirubin grubunda SOD aktivitesindeki azalma kontrol, DHA, DHA-+bilirubin  gruplar1 ile

kargilagtirildiginda (sirasiyla p=0.026, p=0.000, p=0.003)
*DHA grubunda SOD aktivitesindeki artis kontrol, bilirubin, DHA+bilirubin gruplar1 ile

kargllastlrlldlglnda (swrasiyla p=0.001, p=0.000, p=0.013)
SDHA +bilirubin grubunda SOD aktivitesindeki artig kontrol ve bilirubin gruplar1 ile

karsilastirildiginda (sirastyla p=0.002, p=0.003)
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Sekil 13: Gruplarin SOD aktivitesi 6l¢iimiiniin degerlendirilmesi.

Katalaz Aktivite Ol¢iimiiniin Degerlendirilmesi

Gruplarda CAT aktivitesi 72. saatte degerlendirildi. Kontrol grubunda CAT
aktivitesi 1.24+0.01 U/mg protein, bilirubin grubunda CAT aktivitesi 0.22+0.004
U/mg protein, DHA grubunda CAT aktivitesi 5.75+0.002 U/mg protein,
DHA+bilirubin grubunda CAT aktivitesi 2.5+0.004 U/mg protein saptandi. DHA
grubunda CAT aktivite artisi kontrol, bilirubin, DHA+bilirubin gruplan ile
karsilagtirildiginda (p<0.001), DHA+bilirubin grubunda CAT aktivite artigi kontrol
ve bilirubin gruplan ile karsilagtirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli

oldugu goriildii (p<0.001). Bilirubin grubunda CAT aktivite azalmasi kontrol, DHA,
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DHA+bilirubin gruplar ile karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (sirastyla p<0.05, p<0.001, p<0.001)(Tablo 5, Sekil 14).

Tablo 5: Gruplarin CAT aktivitesi 6l¢iimiiniin degerlendirilmesi

Gruplar CAT Aktivitesi (U/mg protein)
Kontrol 1.24+0.01

Bilirubin 0.22+0.004 *

DHA 5.75+0.002 *
DHA+bilirubin 2.5+0.004

*Bilirubin grubunda CAT aktivite azalmasi kontrol, DHA, DHA-+bilirubin gruplan ile
karsilastirildiginda (swrasiyla p=0.011, p=0.000, p=0.000)

*DHA grubunda CAT aktivite artis1 kontrol, bilirubin, DHA+bilirubin gruplari ile kargilagtirildiginda
(p=0.000)

SDHA-+bilirubin grubunda CAT aktivite artis1 kontrol, bilirubin gruplari ile karsilastirildiginda
(p=0.000)
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Sekil 14: Gruplarin CAT aktivitesi 6lgiimiiniin degerlendirilmesi.

Glutatyon Peroksidaz Aktivite Ol¢iimii

Gruplarin GPx aktivitesi 72.saatte degerlendirildi. Kontrol grubunda GPx
aktivitesi 0.6+0.015 U/ml, bilirubin grubunda GPx aktivitesi 0.44+0.010 U/ml, DHA
grubunda GPx aktivitesi 1.02+0.011 U/ml, DHA+bilirubin grubunda GPx aktivitesi
0.64+0.011 U/ml olarak tespit edildi. DHA grubunda GPx aktivite artis1 kontrol,
bilirubin ve DHA+bilirubin gruplar ile karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.001). DHA+bilirubin grubunda GPx aktivite

artis1 kontrol ve bilirubin gruplan ile karsilagtirildiginda sonuglarin istatistiksel
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olarak anlamli oldugu saptand: (sirastyla p<0.01, p<0.001). Bilirubin grubunda GPx
aktivite azalmasi kontrol, DHA ve DHA+bilirubin gruplan ile kargilastirildiginda
istatistiksel anlamlilik tespit edildi (p<0.001)(Tablo 6, Sekil 15).

Tablo 6: Gruplarin GPx aktivitesi 6l¢iimiiniin degerlendirilmesi

Gruplar GPx Aktivitesi (U/ml)
Kontrol 0.6£0.015

Bilirubin 0.44+0.010 "

DHA 1.02+0.011%
DHA-+bilirubin 0.64+0.011%

*Bilirubin grubunda GPx aktivite azalmasi kontrol, DHA ve DHA-bilirubin gruplar ile
karsilastirildiginda (p=0.000)
*DHA grubunda GPx aktivite artig1 kontrol, bilirubin, DHA+bilirubin gruplari ile karsilastirildiginda
(p=0.000)

DHA+bilirubin grubunda GPx aktivite artigi kontrol ve bilirubin gruplan ile karsilagtirildiginda
(swrastyla p=0.002, p=0.001)
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Sekil 15: Gruplarin GPx aktivitesi 6l¢limiiniin degerlendirilmesi.
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TARTISMA

Yenidogan sarilif1 bebeklerin hemen hemen tiimiinde yasamin ilk giinlerinde
goriilen, biiyiik bir kismu fizyolojik sarilik olarak nitelendirilen, degisik derecelerde
bilirubin yiiksekligi ile seyreden sar1 turuncu renkteki bilirubin pigmentinin
dokularda birikmesiyle karakterize bir durumdur (3). Sarihigin bircok nedeni
olmasina ragmen temel mekanizma bilirubinin sentezi, transportu ve
metabolizmasindaki bozukluktur (1).

Bilirubin hem katabolizmasinin biyolojik aktif son iriiniidiir (1, 2). Ortaya
¢ikan bilirubin pigmentinin herhangi bir 6zelligi olmayan bir son {iriin ve atik madde
mi yoksa bunun &tesinde fizyolojik rolii bulunan 6nemli bir molekiil mii oldugu
halen agiklik kazanmamigtir (4). Bilirubin diisiik diizeylerde antioksidan ve
noroprotektif, yiiksek diizeylerde ise oksidan ve norotoksiktir (1). Zamaninda tam
konulup tedavi edilmeyen yiiksek bilirubin diizeyleri akut bilirubin ensefalopatisi,
kernikterus ve bilirubinin indiikledigi norolojik disfonksiyona (BIND) neden olur
(56). BIND hafif ve belirsiz nérolojik bozukluklardan (izole isitsel ndropati, hareket
bozukluklari, distoni, biligsel bozukluklar, hafif zeka geriligi), akut bilirubin
ensefalopatisi ve post ikterik sekelleri de igine alan genis bir spektrum gésterir (20).

Fizyolojik sartlarda insanlardaki plazma bilirubin konsantrasyonu 5-17 pM
(17 uM=1 mg/dl) arasinda degisir ve bu bilirubinin hemen tamami albumine bagh
olarak bulunur. Plazma konsantrasyonu 300 uM’iin lizerine ¢iktiginda bilirubin
beynin bazi boélgelerinde birikebilir ve hiicre fonksiyonlan iizerindeki toksik etkileri
nedeniyle norolojik disfonksiyon gelistirebilir (37). Bununla birlikte orta derecede
bilirubin yiiksekliginin nérolojik bozukluklara yol agtfimi gosteren c¢alismalar da
mevcuttur. Soorani-Lunsing ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada 233-444 pmol/L (13.6-
25 mg/dl) diizeylerinde bilirubin yiiksekliginin hayatin ilk yilinda minor nérolojik
bozukluklara yol agtif1, 6zellikle bilirubin diizeyi 335 umol/L (20 mg/dl)’nin iizerine
¢iktiginda norolojik anormalliklerin daha belirgin oldugu goriilmiistiir (79).

Girses ve ark.’min (80) yaptig1 ¢aligmada 16-33 mg/dl araliginda bilirubin
diizeylerine sahip term yenidoganlara elektroensefalogram (EEG) cekilmis, EEG’de
bilirubin yiiksekliginin elektrokortikal aktivitede degisiklikler yaptigni ve bu
yenidoganlarda elektrokortikal maturasyonu geciktirdigi saptanmistir.  Yiiksek
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plazma indirekt bilirubin diizeylerinde santral sinir sistemine bilirubin girisinin
artt1g1, norotoksisite ve bilirubin ensefalopatisine yol a¢tii, bu durumun genellikle
plazma indirekt bilirubin diizeyleri 300 pM’iin iizerine ¢iktiginda gériilmesine
ragmen yenidoganlar i¢in fizyolojik sayilan diizeyden hafifce yiiksek diizeylerde bile
(200 uM=11.7 mg/dl) goriilebilecegi belirtilmektedir (81).

Yiiksek bilirubin diizeylerinin pek¢ok hiicreye toksik etkisinin oldugu
saptanmakla birlikte bilirubine en hassas hiicrelerin néronal hiicreler oldugu
gosterilmistir (82). Noral ve glial hiicrelerin indirekt bilirubin toksisitesine hassas
oldugu gosterildikten sonra bu hiicreler hakkinda ¢ok sayida ¢alisma yapilmstir (72).
Glial hiicrelerden olan astrositler noéronlara metabolik destek saglamakta ve kan
beyin bariyerinin yapisina katilmaktadir. Ayrica astrositler, indirekt bilirubinin
noronlara taginmasinda ve bilirubinin toksik etkileri ile hasarlanan noronlardan
salinan toksik metabolik atiklarin temizlenmesinde rol oynamaktadir (51, 52, 83).
Ayni zamanda astrositlerin kan beyin bariyeri yetmezliginde indirekt bilirubin ile
temas eden ilk hiicreler oldugu belirtilmektedir (72). Bu nedenle biz de ¢alismamizda
bilirubin norotoksisitesini degerlendirmek i¢in astrosit hiicrelerini kullandik.

Indirekt bilirubinin astrosit hiicrelerine olan toksik etkileri ile ilgili cesitli
calismalar yapilmistir. Kumral ve ark.’nin (72) yaptiklan ¢calismada neonatal indirekt
hiperbilirubinemili hastalardan alinan serumlarin, belirli konsantrasyon ve zaman
dilimine bagl olarak astrositlere toksik etkileri oldugu ve apoptotik hiicre 5liimiine
yol agtign gosterilmistir. Silva ve ark. (83) astrositleri 17 uM ve 86 puM indirekt
bilirubin ile sirastyla 4, 8, 16 ve 22 saat siireyle inkiibe ederek, astrositlerdeki
nekrotik ve apoptotik gelisimi incelemis; konsantrasyon ve zamana bagli olarak
astrositlerde nekroz ve apoptoziste artig oldugunu, en yiiksek hiicre 6liimiiniin 86 pM
indirekt bilirubin konsantrasyonunda ve 22 saatlik inkiibasyonda oldugunu tespit
etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da en yiiksek astrosit hiicre 6liimii uyguladigimiz en
yiiksek indirekt bilirubin konsantrasyonu olan 1000 pM’de %90 oraminda saptadik.
Silva ve ark.’nin (83) caligmasinda uygulanan dozlara yakin dozlarda indirekt
bilirubin uyguladigimizda da 80 uM’de astrosit hiicrelerinin yakiasik %80’inin, 20
uM’de ise %45’inin 72. saatte 6ldiigiinii belirledik. Onceki calismalarla benzer
sekilde astrositlere uygulanan indirekt bilirubin konsantrasyonu ve astrositlerin

indirekt bilirubine maruz kaldig: siire arttik¢a hiicre 6liimiiniin arttigin tespit ettik.

38



Rhine ve ark. (50) primer rat serebral astrosit hiicre kiiltiiriinde bilirubinin
toksik etkilerini aragtirmus, 1 uM, 5 pM, 10 uM, 25 pM, 50 pM, 100 pM, 200 uM ve
2000 pM konsantrasyonlarinda indirekt bilirubini ortama ekleyerek 120 saate kadar
inkiibe etmis, en belirgin toksik etkinin 200 pM ve 2000 uM konsantrasyonlarinda
ve 1.5-24 saat araliginda oldugunu tespit etmistir. 1 uM konsantrasyonunda ise
kontrol grubu ile karsilastirldiginda toksik etki saptamamustir. Calismamizda 200
UM konsantrasyonunda 72 saatlik indirekt bilirubin inkiibasyonu sonunda %80
civarinda astrosit hiicre 6liimii gergeklestigini gosterdik. Bu ¢alismaya benzer sekilde
indirekt bilirubinin 1 pM konsantrasyonunda astrosit hiicrelerine toksik etkisinin
olmadifin1 saptadifimiz gibi Rhine ve ark.’min (50) ¢alismasindan farkli olarak 1 pM
indirekt bilirubin konsantrasyonunda astrosit hiicre canlihgimmin arttigimi gordiik. Bu
sonu¢ indirekt bilirubinin diisiik dozda néroprotektif oldugu gibi hiicre canliligim da
arttirdigin1 gostermektedir.

Tastekin ve ark.’nin (84) yaptiklar ¢alismada, primer hiicre kiiltiiriinde indirekt
bilirubin 0.01 pM, 0.1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM ve 1000 uM konsantrasyonlarinda
kullamlmus, dort saatlik inkiibasyondan sonra 1000 pM indirekt bilirubin
konsantrasyonunda %90 hiicre 6liimii saptanmig, 0.01 pM-100 uM konsantrasyonlari
arasinda ise hiicre 6liimiinii daha az olmakla birlikte %37- %47 araliginda tespit
edilmigtir. ~ Calismamizda indirekt bilirubinin 10 pM ve 1000 pM
konsantrasyonlarinda benzer oranda astrosit hiicre 6liimii oldugunu gosterdik. Ancak
Tastekin ve ark.’nin (84) caligmasindan farkli olarak 0.01 uM ve 0.1 pM
konsantrasyonlarinda hiicreye toksik etkisinin olmadigim1 ve hiicre canliligim
arttirdigini saptadik.

Berns ve ark. (85) rat kortikal néron hiicre kiiltiirlerinde ibuprofenin bilirubin
norotoksisitesine etkisini aragtirdiklar1 ¢aligmada, 10 uM konsantrasyonunda indirekt
bilirubinin hiicre canliligini %52 oraninda azalttigini, 1 uM konsantrasyonunda ise
hiicre canlilifin1 azaltic: etkisinin olmadigini tespit etmistir. Calismamizda Berns ve
ark. (85) ile Tastekin ve ark.’nin (84) ¢aligmasindakine benzer sekilde astrosit
hiicrelerinde 10 uM indirekt bilirubin konsantrasyonunda %50 oraninda hiicre 6liimii
gergeklestigini saptadik.

Calismamizda indirekt bilirubini sirasiyla 0.01 uM, 0.1 uM, 1 pM, 2 pM,
4 uM, 8 pM, 10 pM, 20 pM, 30 pM, 50 uM, 60 pM, 80 uM, 100 uM, 200 pM,
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300 uM, 500 pM, 600 pM, 800 pM ve 1000 pM konsantrasyonlarinda uyguladik.
1000 pM konsantrasyonunda hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun 6ldiigiinii, uygulanan
konsantrasyon azaldik¢a hiicre 6lim oranlarinin da azaldifim tespit ettik. Dort
uM’iin altindaki konsantrasyonlarda ise hiicre oliimii goriilmedigi gibi hiicre
canliligmm da arttirdig1 saptandi. Bu sonug literatiirde belirtilen indirekt bilirubinin
yiiksek dozda oksidan ve norotoksik, diisiik dozda ise antioksidan ve néroprotektif
oldugu goriisiinii desteklemektedir. Indirekt bilirubinin astrosit hiicreleri igin TCs
degeri 10 pM olarak tespit ettik ve sitotoksisite, apoptozis, SOD, CAT ve GPx enzim
aktivitesi deneylerinde bu konsantrasyonu kullandik.

Dokosahekzaenoik asidin ¢esitli fizyolojik sistemler iizerindeki etkileri gecen
25 il siiresince gesitli ¢aligmalara konu olmustur (10). Santral sinir sistemi, retinal
fonksiyonlar, otoimmun hastaliklar ve immunite, inflamasyon ve romatizmal
hastaliklar, kalp hastaliklari, kanser gibi bircok konuda DHA’nin etkileri
aragtinlmaktadir (12-18, 63). Son yillarda ise eritrositler, 16kositler, endotel hiicreleri
ve pankreatik beta hiicreleri gibi ¢ok sayidaki hiicrede hiicre fonksiyonlari, hiicre i¢i
yapilar ve hiicre membranlar1 iizerine etkileri degerlendirilmektedir. DHA farkli
dozlarda degisik hiicre gruplarinda farkli etkiler gostermektedir (10). DHA sinir
sisteminin major yapisal komponentlerinden biridir ve eksikligi noral fonksiyon
bozukluguna ve néral hiicre yapilarinda etkilenmeye yol agabilir (10-12).

Lim ve ark.’nin (12) ¢aligmasinda yenidogan fareler postnatal 2. giinden 15.
haftaya kadar omega-3 yag asitlerinden yoksun diyet ile beslenmis, beyin DHA
diizeylerinde %60 azalma ve beynin &grenme ile ilgili fonksiyonlarinda eksiklik
saptanmustir. Bermen ve ark.’1 (18) ratlara sirastyla 1 mg/kg, 2.5 mg/kg ve 5 mg/kg
DHA’y1 intraperitoneal olarak uygulamis ve dort saat sonra hipoksi olusturmustur.
DHA ile proflaksi uygulanan grupta beyin dokusunda 6zellikle de hipokampusta
hacim kaybmin azaldii, motor fonksiyonlari gosteren testlerin normale yakin
sonuglar verdigi bdylece perinatal hipoksik-iskemide DHA’nin néroprotektif
etkisinin oldugu gosterilmistir. Uygulanan tiim dozlarda benzer sekilde etkili
sonuglar rapor edilmistir.

Shimazawa ve ark. (15) retinal ganglion hiicreleri iizerinde yaptiklar: ¢alismada
hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikallerine karst DHA nin etkili oldugu
minimum konsantrasyonlar: sirasiyla 0.1 uM, 10 uM ve 100 uM olarak bildirmistir.
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Bu konsantrasyonlardan 0.1 uM ve 10 pM DHA’nin hidrojen peroksitin indiikledigi
hiicre canliligindaki azalmay: inhibe ettigi, 0.1 pM, 1 pM ve 10 uM DHA’nin
reoksijenasyona bagli hiicre canliligindaki azalmay1 inhibe ettigi ve DHA min retinal
ganglion hiicrelerini oksidatif stresten koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir.
Calismamizda 0.1 pM, 1 uM ve 100 pM konsantrasyonlarinda DHA min hiicrelere
toksik etki yaratmadigini, aksine hiicre canliligim arttirdigim saptadik. Bu sonugla
DHA’nin astrosit hiicreleri iizerinde bu dozlarda olumlu etkilerinin oldugunu
gosterdik.

Kaur ve ark. (73) metil civanin indiikledigi nérotoksisitede DHA’nin koruyucu
etkisini primer noral hiicre kiiltiirlerinde aragtirmistir. Serebellar astrosit ve néron
hiicre kiiltlirlerini  hazirladiktan sonra DHA’y1 30 uM ve 90 upM
konsantrasyonlarinda bu kiiltiirlere uygulamig ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinin
sonunda ortama 10 pM konsantrasyonunda metil civa eklemistir. Her iki
konsantrasyonda da hem néron hem de astrosit hiicre kiiltiirlerinde DHA nin metil
civanin norotoksik etkisine karsi koruyucu etkisi tespit edilmistir. Calismamizda 30
uM konsantrasyonunda DHAy1 astrosit hiicrelerine 72 saat siireyle uyguladigimizda
hiicre canliligini %132 oraninda arttirdigin1 saptadik.

Retinal fotoreseptorlerle ilgili yapilan galigmalarda DHA’nin 2 uM-6.7 pM
aralify gibi dar bir aralikta koruyucu oldugu ancak 10 pM’iin iizerindeki
konsantrasyonlarda ise hiicre oliimiine neden oldugu belirtilmistir (86, 87).
Calismamizda DHA’nin bu ¢aligmalarda belirtilen 2 pM-6.7 pM araliginda hiicre
canliligimi arttirdigr ve toksik etkisinin olmadigini, ancak bu c¢alismalardan farkli
olarak 10 pM’in tizerindeki konsantrasyonlarda astrosit hiicreleri ilizerine toksik
etkisinin olmadigim tam tersine hiicre canliliginmi arttirdigini tespit ettik. Bu sonuglar
DHA’nin astrosit hiicre yasami iizerinde olumlu etkilerinin oldugu goriisiimiizii
desteklemektedir.

Literatiirde degisik hiicre tiirlerinde farkli konsantrasyonlarda DHA’min farkl
etkiler gosterdigi bildirilmistir (12, 15, 18, 73, 86, 87). Bu nedenle ¢alismamizda
DHA’nin astrosit hiicrelerine kargi olan toksik etkisini de arastirdik. Sirasiyla 0.1
pM, 1 pM, 3 uM, 5 uM, 6 uM, 8 uM, 15 pM, 20 uM, 30 uM, 50 uM, 60 uM, 80
uM ve 100 pM konsantrasyonlarinda DHA’y1 astrosit hiicre kiiltiirii ortamina
uyguladik. Bu konsantrasyonlarda toksik etki saptamadifimiz gibi %115-%146
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araliginda degisik oranlarda hiicre canliligimi arttirdig: tespit ettik. Hiicre canlihigim
en fazla arttiran konsantrasyonun 5 pM oldugu belirledik. Bu konsantrasyon
literatiirde de etkili koruyucu konsantrasyon araliginda bildirilmektedir (86, 87).
Ayrica  literatiirde  bildirilenlerin  aksine 10 uM’iin  {izerindeki DHA
konsantrasyonlarinda hiicre 6liimii  saptamadik. Calismamizda —sitotoksisite,
apoptozis, SOD, CAT ve GPx enzim aktivite ol¢iimii deneylerinde en etkili
konsantrasyon olarak saptadigimiz 5 uM DHA’y1 kullandik.

Son yillarda ¢esitli maddelerin bilirubin nérotoksisitesinde koruyucu etkisini
aragtirmak amaciyla caligmalar yapilmistir (84, 88, 89). L-Karnitin’in bilirubinin
indiikledigi noronal hiicre &liimiinii ©nleyici etkisini aragtiran bir c¢alismada,
serebellar graniiler hiicre kiiltiiriinde 100 uM konsantrasyonunda indirekt bilirubinin
%47.7 oraminda hiicre Oliimiine yol agtigi tespit edilmistir. L-Karnitin hiicre
kiiltiirlerine 1 uM, 10 uM, 100 pM ve 1000 uM konsantrasyonlarinda uygulanarak
45 dk inkiibe edilmis, takibinde 100 pM indirekt bilirubin hiicre kiiltiiriine eklenmis
ve 20 saatlik inkiibasyon uygulanmigstir. Néronal hiicre 6liimii tripan mavisi ile 151k
mikroskobunda degerlendirilmis ve sonuglar oransal (%) hiicre canlilign olarak
verilmigtir. L-Karnitin’in 1 pM ve 10 pM konsantrasyonlarinda indirekt bilirubin
norotoksisitesine etkisinin olmadigi, 100 pM konsantrasyonunda hiicre 6limiinii
%43 azalttigi, 1000 pM konsantrasyonunda ise indirekt bilirubinin neden oldugu
hiicre oliimiinii arttirdig1 saptanmugtir (84).

Zhang ve ark.’nin (88) taurinin bilirubinin indiikledigi norotoksisiteye karsi
koruyucu etkisini arastirdigi bir ¢alismada, primer néron hiicre kiiltiirlerini 0.4 mM,
1.6 mM, 6.4 mM konsantrasyonlarinda taurin ile dort ve sekiz saat siireyle inkiibe
ettikten sonra’ sirastyla 5 pmol/L, 12.5 pmol/L, 25 pumol/L, 50 pmol/L ve 100
umol/L konsantrasyonlarinda indirekt bilirubin ekleyerek, 12 ve 24 saat siireyle
inkiibe etmistir. Hiicre canlilig1 degerlendirildiginde 12.5 pmol/L indirekt bilirubin
ile 12 saatlik inkiibasyon sonunda hiicre canliliginda %30 azalma saptamis, taurinin
uygulanan tiim dozlarinda ise hiicre canliligi istatistiksek olarak anlamli derecede
arttirdig1 ve bilirubinin olusturdugu nérotoksisitede koruyucu etkisi tespit edilmistir.

Ciddi hiperbilirubinemide toksik etkiler ortaya ¢ikmadan kullanilabilecek
noroprotektif bir ajan bulma galigmalari devam etmektedir. Bu amagla anti

inflamatuar ve anti apoptotik 6zellikleri bulunan tetrasiklin tiirevi bir antibiyotik olan
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minosiklin ¢aligmasinda, albumine baglanmada bilirubin ile yarisan ve plazma
bilirubin diizeyini arttiran sulfadimetoksin (uzun etkili sulfonamid) verilerek
bilirubin noérotoksisitesi olusturulmus sarilikli Gunn ratlarda, akut beyin sapi isitsel
uyartlmis potansiyelinin (BAEP) ol¢limiiyle minosiklinin  koruyucu etkisi
degerlendirilmistir. Sulfadimetoksin verilmesinden 15 dk 6nce intraperitoneal olarak
uygulanan 50 mg/kg minosiklinin akut bilirubin nérotoksisitesinin bulgularindan
olan santral isitsel sinir sistemi disfonksiyonuna karg1 koruyucu etkisi oldugu tespit
edilmigtir (89).

Indirekt bilirubinin meydana getirdigi nérotoksisitenin nlenmesine ydnelik
cesitli c¢aligmalar bulunmakla birlikte arastirmalarimizda, literatiirde indirekt
bilirubin noérotoksistesinde DHA’nin koruyucu etkisini degerlendiren herhangi bir
calismaya rastlayamadik. Calismamizda DHA’min  uyguladigimiz = tiim
konsantrasyonlarinda ve 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda astrosit
hiicrelerinde proliferatif etki olusturdugu ve hiicre canliigim arttirdigl, kontrol
grubuna gore ortama 5 pM DHA eklendiginde astrosit hiicrelerindeki artisin en
belirgin oranda oldugu gériildii. Ortamda 5 uM DHA bulunmasinin indirekt bilirubin
TCso konsantrasyonunda ortama eklendiginde meydana gelmesi beklenen
norotoksisiteyi engelledigi, aym1 zamanda astrositlerdeki proliferasyonu kontrol ve
bilirubin gruplarina gére belirgin arttirdigi saptandi. Literatiirde ilk olan bu ¢alisma
ile ortamda 5 pM konsantrasyonunda DHA bulunmasi indirekt bilirubinin astrosit
hiicrelerinde olusturdugu norotoksisiteyi engelledigini gosterdik.

Indirekt bilirubine bagh hiicre Sliimiiniin nekroz ya da apoptozis olmak iizere
iki sekilde gergeklestigi bilinmektedir (1, 2). Indirekt bilirubinin olusturdugu
apoptozis birgok c¢alisma ile gosterilmistir (7, 28, 30, 72). Falcao ve ark. (7)
yaptiklar1 calismada immatiir noronlara indirekt bilirubin uygulamis ve indirekt
bilirubinin apoptotik hiicre 6liimii iizerine kisa ve uzun dénem etkilerini incelemistir.
Immatiir néronlar 17-18 giinliik gebe Wistar ratlarin fetuslarindan elde edilmis, in
vitro iigiincil giin 50 pM ve 100 uM konsantrasyonlarinda indirekt bilirubin ile 24
saat siireyle inkiibe edilmistir. Indirekt bilirubin igeren kiiltiir ortami 24 saatin
sonunda uzaklastirilmig, bir grup hiicre kiiltiirii kisa dénem apoptotik etkiler i¢in
hemen, diger grup hiicre kiiltiirleri ise uzun dénem apoptotik etkiler i¢in 8. ve 18.

giinlerde TUNEL yontemi ile incelenmistir. Noronlarda zamana bagli apoptotik
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hiicre 6liimii gelistigi ve immatiir ndronlarda daha yiiksek oranda apoptozis meydana
geldigi saptanmustir. Ugiincii giin 24 saat siireyle 50 uM konsantrasyonunda indirekt
bilirubin ile inkiibe edilen immatiir néronlarda apoptotik hiicre 6limii 1.5 kat fazla
iken, indirekt bilirubin ortamdan uzaklastirildiktan sonra bile apoptotik hiicre
oliimiiniin artarak devam ettigi (8. giinde 2.2 kat, 18. giinde 2.4 kat) gériilmiis, 100
uM konsantrasyonda apoptozis en yiiksek oranda saptanmusgtir.

Grojean ve ark. (28) 14 giinliik rat embriyo beyinlerinden hazirladiklari noral
hiicre kiiltiirlerine dort giin siireyle indirekt bilirubin uygulamis, 0.5 pM
konsantrasyonda total néron sayismin %15’inde apoptotik hiicreler gosterilmistir.
Rodrigues ve ark. (30) 17-18 giinliik Wistar rat embriyolarindan elde ettikleri primer
kortikal noron hiicre kiiltiirlerinde 86 pmol/L. konsantrasyonda indirekt bilirubin ile
dort saatlik inkiibasyon sonucunda %25 apoptozis saptanmustir.

Kumral ve ark. (72) 37 haftanin tizerinde dogan ve dogum agirligi 2500 gramin
tizerinde olan indirekt hiperbilirubinemili yenidoganlardan elde ettikleri serumu bir
iki giinliik yenidogan BALB/C farelerden hazirladiklar astrosit hiicre kiiltiirlerinde
kullanarak indirekt bilirubinin apoptotik etkisini arastirmis, %1-%20 arasinda
degisen konsantrasyonlarda 24, 48, 72 saat siireyle astrosit hiicre kiiltiirlerini inkiibe
etmis, astrositlerdeki apoptotik hiicre 6liiminiin doza ve zamana bagh olarak
degistigini gostermistir. Calismamizda 10 uM konsantrasyonunda indirekt bilirubin
astrosit hiicrelerine 72 saat siireyle uygulandiginda %25 oranminda apoptozis
gelistirdigini gosterdik. Bu sonucu indirekt bilirubinin apoptotik etkisinin gésterildigi
caligmalarla uyumlu oldugu, farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde indirekt
bilirubin ile olusan apoptozisin degisik hiicre tiirlerinde farkli oranlarda
gerceklesebilecegi seklinde degerlendirdik.

Apoptotik hiicre Sliimiinii 6nlemede DHA’nin etkisini gésteren bazi ¢alismalar
mevceuttur (16, 90-94). Retina fotoreseptorleri tizerine yapilan iki ¢alismada bir iki
giinlik yenidogan Wistar-albino ratlardan hazirlanmig fotoreseptdr noron hiicre
kiltiirleri kullanilmig, 6.7 uM konsantrasyonda DHA in vitro birinci giin kiiltiir
ortamina eklenmigtir. Normalde kiiltiir ortaminda fotoreseptorler tigiincii, dordiincti
giinde gelisip, takibinde apoptotik yola girmekte ve altinci giin civarinda apoptozis
goriilmekteyken DHA’nin fotoreseptorlerdeki apoptozisi belirgin olarak azalttigi

gosterilmistir (16, 90). Rotstein ve ark. (91) retinal fotoreseptor hiicre kiiltiirlerinde
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yaptiklar1 ¢aligmada, doérdiincii giinde %20 fotoreseptoriin apoptoza ugradigini
ortama DHA eklenmesi ile bu oranin yar1 yariya azaldigini, 24 pM paraquat ile 24
saat siireyle oksidatif stres olusturuldugunda fotoreseptorlerin %65°den fazlasinda
apoptoz gelisirken, ortamda DHA bulundugunda bu oranin %40’1n altinda kaldigini
rapor edilmistir.

Insan noroblastom hiicre kiiltiirleri kullamlarak yapilan bir ¢alismada amiloid
beta peptide bagli gelisen apoptotik hiicre Sliimiinii DHA’nin belirgin olarak azalttig:
TUNEL yontemi kullanilarak g6sterilmistir (92). Hipokampusta ve prefrontal
kortekste serebral iskemi ve reperfiizyona bagh gelisen hasarda DHA’y1 da igeren
omega-3 yag asitlerinin noéroprotektif etkili oldugu ve ortamda bulundugunda
apoptotik hiicre 6liimiinii belirgin olarak azalttigi hayvan ¢alismalariyla gosterilmistir
(93, 94).

Arastirmalarimizda literatiirde indirekt bilirubinin olusturdugu apoptotik hiicre
olimiinde DHA’nin koruyucu etkisini degerlendiren bir ¢alismaya rastlamadik.
Literatiirde ilk olan ¢aligmamizda DHA’min astrosit hiicre kiiltiiriinde apoptozis
olusturmadig, astrosit hiicre kiiltiir ortaminda 5 pM konsantrasyonunda DHA
bulundugunda indirekt bilirubinin TCsy konsantrasyonunda astrosit hiicrelerinde
meydana getirmesini bekledigimiz apoptotik hiicre 6liimiinii %50°den fazla oranda
azaltigim saptadik. Bu sonug¢ ile bilirubinin olusturdugu apoptozisin DHA’nin
koruyucu etkisi ile onlenebilecegini gosterdik.

Serbest oksijen radikalleri birgok biyolojik diizenlemenin pargasidir.
Mokekiiler oksijen tiim aerobik organizmalarda bulunur ve bir elektron kazanarak
serbest oksijen radikallerine doniisiir. Bu durum birgok hastaligin gelisiminde 6nemli
bir yer tutar. Metabolizma kendini serbest oksijen radikallerinin toksik etkisine karsi
enzimatik mekanizmalar (SOD, CAT, GPx gibi) ve non enzimatik mekanizmalar
(antioksidan vitaminler) ile savunur. Bilirubin serbest oksijen radikallerinin gii¢lii bir
uyaramdir ve yliksek diizeylerde oksidatif strese yol agar (43).

Brito ve ark.’min (4) c¢alismasinda indirekt bilirubinin sinaptozomal
membranlarda serbest oksijen radikallerini arttirarak oksidatif strese, protein
oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna yol agarak néronal hiicre éliimiine neden
oldugu belirtilmistir. Noron ve astrosit hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismada da

indirekt bilirubinin serbest oksijen radikallerini konsantrasyona bagli olarak arttirdig:
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gosterilmigtir (8). Dani ve ark’nin (42) preterm infantlarda yaptiklar calismada,
plazma indirekt Dbilirubin seviyelerindeki azalmanimm plazma antioksidan
kapasitesinde artisa ve oksidatif streste azalmaya yol a¢tig1 bildirilmistir.

Preterm infantlarda indirekt hiperbilirubineminin olusturdugu oksidan etkiyi ve
antioksidan enzim diizeylerini gdstermek amaciyla yapilan bir ¢aligmada total
bilirubin diizeyi 15 mg/dI’nin iizerinde olan 20 preterm infant ve total bilirubin
diizeyi 4-6 mg/dl arasinda olan 15 saglikli preterm infant degerlendirilmistir.
Eritrositlerdeki ortalama antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT ve GPx) indirekt
hiperbilirubinemili preterm infantlarda belirgin olarak diigiik saptanmistir (44).

Bracci ve ark.’nin (45) 152 yenidogan iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, bilirubin
diizeyi < 214 pumol/L olan infantlarla, bilirubin diizeyi > 214 umol/L olan infantlarin
SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri karsilastirilmig, ii¢ enzimin aktivitesinin de
bilirubin diizeyi yiiksek olanlarda hem dogumda hem de postnatal dérdiincii giinde
belirgin diisiik oldugu bildirilmistir. Yine aymi ¢aligmada bilirubin diizeyi < 128
pmol/L.  olan infantlarla bilirubin diizeyi > 128 pmol/L olan infantlar
karsilastirildiginda GPx diizeyinin postnatal dordiincii giinde ve SOD diizeyinin hem
dogumda hem de dérdiincii giinde belirgin diisiik oldugu gésterilmistir.

Calismamizda indirekt bilirubinin astrosit hiicrelerinde olusturdugu oksidatif
stres degerlendirildiginde TCsy konsantrasyonunda (10 pM) indirekt bilirubin astrosit
hiicre kiiltiiriinde 72 saat siireyle inkiibe edildiginde SOD, CAT ve GPx enzim
aktivitelerini kontrol grubu ile karsilastirdigimizda belirgin sekilde azalttigini tespit
ettik. Bu sonug literatiirde belirtildigi gibi indirekt bilirubinin oksidatif hasar
olusturdugu ve anti oksidan enzim aktivitelerini azalttig1 goriisiinii desteklemektedir.

DHA’nin oksidatif strese karsi noroprotektif etkisi gosterilmistir (15, 91).
Beyinde antioksidan enzim aktivitesini arttirarak aktif oksijen radikallerine karsi
antioksidan savunmasini indiiklemede 6nemli bir rolii oldugu ileri siiriilmektedir
(17). Aym1 zamanda DHA’nin serebellar astrosit hiicre kiiltiirlerinde serbest oksijen
radikallerinin etkilerini dnledigi de gosterilmistir (73).

Kolesterolii yiiksek diyetle beslenen Wistar grubu ratlarin diyetine 12 hafta
sire ile DHA eklenerek yapilan g¢alismada, DHA almayan grup ile
karsilagtirildiginda DHA alan grupta CAT ve GPx enzim aktivitelerinin sirasiyla
%23 ve % 26.3 oraninda arttig1 ve boylece antioksidan oldugu rapor edilmistir (17).

46



Caligmamizda ortamda 5 uM DHA bulundugunda astrosit hiicrelerinde kontrol grubu
ile karsilagtirdigimizda CAT aktivitesini 4.8 kat, GPx aktivitesini ise 1.7 kat arttirdig
bdylece DHA’min antioksidan etkisinin oldugu gosterildi. Omega-3 yag asidi
kullamlan hipoksik iskemik bir havyan modeli g¢alismasinda diyete omega-3
cklendiginde hipokampus incelemesinde SOD aktivitesinin belirgin sekilde arttigi,
CAT aktivitesinin ise azaldign bildirilmistir (94). Benzer baska bir calismada ise
DHA igeren omega-3 yag asitleri eklenmis diyet ile beslenen ratlarda hipoksik
iskemi modeli olusturulmus ve prefrontal kortekste SOD ve CAT aktivitesi
degerlendirilmistir. SOD aktivitesinin belirgin olarak azaldigi, CAT aktivitesinin ise
belirgin olarak arttig1 rapor edilmistir (95). Literatiirde bu konuyla ilgili ¢eliskili
veriler  bildirilmektedir. Caligmamizda ise astrosit hiicre kiiltiirine DHA
ekledigimizde hem SOD hem de CAT enzim aktivitesinin belirgin olarak arttigini
saptadik.

Kwan ve ark’min (95) beyin infarktiisinde diyetsel omega-3 yag asitlerinin
néroprotektif etkisini ve antioksidan enzimler iizerine olan etkilerini arastirdiklar:
¢aliymada, omega-3 eklenen grupta iskemi oncesinde GPx, CAT ve SOD enzim
aktivitelerinin artt1g1, iskemi sonrasinda reperfiizyon asamasinda CAT aktivitesinin
ylksekligi 48. saate kadar devam ederken, GPx ve SOD enzim aktivitelerinin
yalmzca iki saat siireyle yiiksek kaldigi saptanmistir. Omega-3 eklenmeyen grupta
ise iskemi sonrasinda antioksidan enzim aktivitelerinin diistiigii gosterilmistir.

Liu ve ark.’min (96) caligmasinda, doymamis yag asitlerinin fare lésemi
hiicrelerine (P388) ve doksorubisin direngli alt tipine (P388/DOX) etkileri
aragtinlmis, doymamis yag asitleri ile tedavinin bazi antioksidan enzimlerin
aktivitelerini etkiledigi gosterilmigtir. Her iki hiicre tipine de 50 uM DHA 48 saat
stire ile uygulandiginda SOD aktivitesinin belirgin arttig1, CAT aktivitesinin sadece
P388 hiicre serisinde arttifi, GPx aktivitesinin ise her iki hiicre serisinde de
degismedigi rapor edilmistir. Caligmamizda her ii¢ enzim aktivitesinin de ortamda 5
nM DHA bulunan astrosit hiicre kiiltiiriinde 72. saatte belirgin arttigin gosterdik. Bu
sonucu DHA’nin farkli hiicrelerde antioksidan aktivite iizerine degisik etkileri
oldugu seklinde degerlendirdik.

Vanderbroucke ve ark. (97) diisiik doz DHA ile yiiksek doz DHA’nin oksidan

ve antioksidan etkilerini endotel kaynakli hiicrelerde arastirmus, sigir retinal endotel
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hiicrelerinde (Bovine Retinal Endotelial Cells-BREC) ve sigir aort endotel
hiicrelerinde (Bovine Aortic Endotelial Cells-BAEC) primer hiicre kiiltiirleri
kullamlarak sitozolik GPx (cGPx) aktivitesi degerlendirilmistir. DHA 10 pM ve 100
uM konsantrasyonlarda kiiltiir ortamina eklendikten sonra 10 giin siireyle inkiibe
edilmis, 10 uM konsantrasyonda DHA uygulanan BREC hiicre kiiltiirlerinde cGPx
aktivitesinde kontrol hiicrelerine gore %13 azalma saptanmis, 100 pM DHA
uygulanan BREC hiicrelerinde ise c¢GPx aktivitesinin degismedigi veya kontrol
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif bir artis oldugu rapor
edilmigtir. BAEC hiicrelerinde ise 10 pM DHA c¢GPx aktivitesini degistirmezken
100 pM DHA uygulandiginda cGPx aktivitesinin %50 arttigi gosterilmistir.
DHA’nin ¢GPx aktivitesi {izerine etkisinin uygulanan DHA konsantrasyonuna
ve/veya hiicre tipine bagl olarak degigebilecegi seklinde yorumlanmistir.

Leonardi ve ark. (98) omega-3 yag asitlerinin norolojik hastaliklardaki tedavi
edici ve koruyucu etkisini aragtirdiklar1 g¢aligmalarinda, glial hiicrelerde DHA min
kisa ve uzun dénem etkilerini incelemis, 25 uM, 50 puM ve 75 uM
konsantrasyonlarda DHA’yr 24, 48 ve 72 saat siireyle glial hiicrelere
uygulamiglardir. DHA’nin glial hiicrelerde herhangi bir toksik etkisi olmadig gibi,
diisik doz DHA‘mn GPx ve CAT aktivitesini arttirarak ve lipid peroksidasyonu
azaltarak hiicresel antioksidan sistemi gii¢lendirdigi rapor edilmistir. Bu etkinin 24
saat siiresince yiiksek seyrettifi ve 48 saat sonunda kayboldugu bildirilmis,
hiicrelerdeki DHA etkisinin zaman ve doza bagl olarak degistigi belirtilmistir. Biz
de ¢alijmamizda Leonardi ve ark.’min (98) calismasina benzer sekilde, diisiik
konsantrasyonda (5 pM) DHA’nin toksik etki olusturmadigimi, GPx ve CAT
aktivitesini arttirdigimi, ancak belirtilen ¢alismadan farkli olarak bu etkinin 72. saat
stireyle devam ettigini g6sterdik.

Calismamizda astrosit hiicre kiiltiiriinde DHA’nin SOD, CAT ve GPx enzim
aktiviteleri tizerindeki etkisi degerlendirildiginde, 5 uM DHA’nin kontrol grubuna
gore her ii¢ enzim aktivitesini de belirgin olarak arttirdigini saptadik. 5 pM DHA’nin
bulundugu ortama 10 pM konsantrasyonunda indirekt bilirubin eklendiginde dahi
astrosit hiicre kiiltiirlerinde SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerindeki azalmanin
goriilmedigi; SOD, CAT ve GPx aktivitelerindeki artigin devam ettigi tespit edildi.

Bu sonuglar indirekt bilirubinin olusturdugu oksidatif strese karst DHA’nin koruyucu
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etkisini gostermektedir. Bdylece indirekt bilirubinin neden oldugu antioksidan enzim
aktivitelerindeki azalmanin DHA tarafindan 6nlendigi bu ¢alisma ile gosterildi.

Indirekt bilirubinin neden oldugu nérotoksisite oksitatif stres, eksitotoksisite,
inflamasyon, néron gelisiminin bozulmasi, iyon dengesinin bozulmasi, membran ve
hiicre iskelet biitiinliiginiin bozulmasi sonucuyla olusmaktadir (4-9). Norotoksisite
nedenlerinin baginda gelen oksitadif streste ortaya gikan serbest oksijen radikalleri
hiicre biitiinligiiniin bozulmasma, sinir hiicrelerinin disfonksiyonuna, nekroz veya
apoptozis yoluyla hiicre 6liimiine neden olmaktadir (4). Calismamizda indirekt
bilirubinin astrosit hiicrelerine toksik etkisinin oldugu, apoptozis olusturdugu,
antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve GPx aktivitelerini azaltti: tespit edildi. DHA
membran fonksiyonlarnin diizenlenmesinde, iyon gegisinde, membran iligkili
proteinlerin aktivitesinin diizenlenmesinde, membran elastisitesinin olusturulmasinda
onemli bir rol oynamaktadir (10). Aym zamanda fototransdiiksiyon ve néronal
fonksiyonlarda 6nemlidir. Retinada 1g13a yamiti diizenlemekte, gérme keskinliginde
ve karanlifa adaptasyonda rol oynamaktadir (11,12). DHA’nin eksikligi norolojik
gelisimi olumsuz etkileyerek normal gelisimi geciktirmekte veya inhibe etmektedir
(12). Ayrica lenfosit ¢ogalmasini, proinflamatuar sitokinlerin olusumunu ve NK
hiicrelerin aktivitesini azaltarak immiin cevabi da etkilemektedir (14). DHA oksidatif
streste noroprotektif etki gostermekte ve apoptozisi onlemektedir (15,16). DHA,
antioksidan enzimlerin serebral aktivitesini arttirarak antioksidan savunma
mekanizmasimi da indiiklemektedir (17). Literatiirde ilk olan bu g¢alismamiz ile
DHA’nm nérotoksik etkisinin olmadig1, astrosit hiicrelerindeki canlilig indiikledigi,
indirekt bilirubinin olusturdugu apoptozisi azalttig1, antioksidan enzimlerden SOD,
CAT ve GPx aktivitelerini arttirdigi saptandi.

Sonu¢ olarak, bu ¢alisma ile DHA’min indirekt bilirubinin olusturdugu
norotoksisiteyi ve apoptozisi onledigi, antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve GPx
aktivitelerini arttirdign ve bdylece astrosit hiicrelerine karsi néroprotektif etkili

oldugu gosterildi.
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SONUCLAR

. Indirekt bilirubinin astrosit hiicre kiiltirinde 1000 uM konsantrasyonda %90
hiicre oliimiine yol agtifi, indirekt bilirubin konsantrasyonu azaldikga astrosit
hiicre 6liim oraninin azaldig1 saptanda.

. Indirekt bilirubinin astrosit hiicrelerinde 4 uM ve altindaki konsantrasyonlarda

toksik etki olusturmadigi, hiicre canliligim arttirdigi, konsantrasyon azaldikca

hiicre canliliginin daha fazla oranda arttig1 tespit edildi.

. Indirekt bilirubin igin astrosit hiicre kiiltiirinde TCso konsantrasyonu 10 uM

olarak saptandi.

. DHA’nin uygulanan 0.1-100 pM araligindaki konsantrasyonlarinda astrosit hiicre

kiiltiirtinde toksik etkisi tespit edilmedi.

. DHA’nin 5 pM konsantrasyonunda hiicre canliligmi en fazla oranda arttirdigy

(%146+£8) tespit edildi.

. Astrosit hiicre kiiltiirinde DHA 5 uM konsantrasyonunda ortamda bulundugunda

TCso konsantrasyonunda indirekt bilirubinin  olusturdugu sitotoksisiteyi

engelledigi saptand1 (p<0.001).

. Astrosit hiicre kiiltiirinde DHA 5 pM konsantrasyonunda ortamda bulundugunda

apoptozis olusturmadigi, TCsy konsantrasyonunda indirekt bilirubinin %25

apoptozis olusturdugu, ortamda DHA bulundugunda indirekt bilirubinin

olusturdugu apoptozisi %57 oraninda azalttig1 saptandi (p<0.001).

. Antioksidan enzim aktiviteleri agisindan gruplar degerlendirildiginde:

a. SOD aktivitesinin bilirubin grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh ol¢iide azaldig: (p<0.05), DHA grubunda kontrol grubuna gére 1.75
kat arttig1 (p<0.01), DHA-+bilirubin grubunda bilirubin grubuna gére belirgin
olarak arttig1 (p<0.01) tespit edildi.

b. CAT aktivitesinin bilirubin grubunda kontrol grubuna gore belirgin olarak
azaldigr (p<0.05), DHA grubunda kontrol grubuna goére 4.8 kat arttip
(p<0.001), DHA+bilirubin grubunda bilirubin grubuna gore belirgin olarak
yiikseldigi (p<0.001) saptanda.
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c. GPx aktivitesinin bilirubin grubunda kontrol grubuna goére belirgin olarak
azaldigy (p<0.001), DHA grubunda kontrol grubuna gore 1.7 kat arttigi
(p<0.001), DHA+bilirubin grubunda bilirubin grubuna gére belirgin olarak
arttig1 (p=0.001) saptandi.

9. Astrosit hiicre kiiltiirinde ortamda DHA bulundugunda indirekt bilirubinin
olusturdugu nérotoksisiteyi ve apoptozisi Onleyerek, antioksidan enzimlerin

aktivitelerini arttirarak bilirubin toksisitesine karst koruyucu oldugu goriildii.
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