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OZET

Biliriibin sitotoksisitesi olusturulan yenidogan rat astrosit hiicre kiiltiiriinde

ginkgo bilobanin etkisinin arastirilmasi
Dr. Ozlem SAHIN

Neonatolojideki gelismelere ragmen hiperbiliriibinemiye bagli norotoksisite halen
onemli bir sorundur. Biliriibinin hiicresel diizeyde ¢ift yonlii bir etkisinin bulundugu,
fizyolojik diizeylerde antioksidan etki gosterirken, patolojik seviyelerde oksidatif
zedelenmeye yol actigr distiniilmektedir. Santral sinir sisteminde antioksidan,
antiapoptotik, antinitrozatif, vazorelaksan, antiagregan, antiinflamatuar etkileri
gosterilen ginkgo bilobanin (EGB-761), hiperbiliriibinemiye bagli nérotoksisitedeki
etkisi bilinmemektedir. Calismamizda hiperbiliriibinemiye bagli sitotoksisite
olusturulmus yenidogan rat astrosit hiicre kiiltirinde EGB-761’in etkinliginin

arastirilmasi amaglandi.

Calismamizda bir gilinlik Wistar albino ratlardan modifiye Cole ve De Vellis
yontemi ile elde edilen astrosit hiicre kiiltiirii kullanildi. Astrosit hiicrelerinin
%50’sine toksik etkili olan indirekt biliriibin konsantrasyonu (TCsp) 10 uM olarak
saptandi. Biliriibine bagli apopitotik hiicre 6liimii TUNEL boyama yontemiyle
degerlendirildi. EGB-761’in  hiicre canliligmi %100 ve %110 arttiran
konsantrasyonlari 10pg/ml, 0.5ug/ml olarak belirlendi. Kontrol grubuna ilag
uygulanmazken, astrosit hiicre kiiltiiriine biliriibin’® grubunda 10 pM biliriibin,
ginkgo™ grubunda 10pg/ml EGB-761 48 saat siireyle uygulandi. Profilaksi amaciyla
astrosit hiicre  kiiltiiriine ~ ginkgo'®+biliriibin'® grubunda 10pg/ml EGB-761
uygulandiktan 4 saat sonra 10pM biliriibin, tedavi amaciyla biliriibin'®+ginkgo™
grubunda 10 puM biliriibin uygulandiktan 4 saat sonra 10pg/ml EGB-761 48 saat
siireyle uygulandi. Kontrol grubuna gore biliriibin®™ grubunda hiicre canliliginda
yaklagik %50 azalma, apopitozda bes kat artis saptandi (p<0.001, p<0.001).
Profilaksi ve tedavi amaciyla verilen EGB-761’in kontrol grubuna goére hiicre

canliigimi belirgin arttirdigi (p<0.001, p<0.001); apopitozisi belirgin azalttigi
saptand1 (p<0.001, p<0.001).



Bu ¢alismayla biliriibinin in-vitro olarak astrosit hiicrelerine sitotoksik etkili oldugu,

profilaksi ve tedavi amaciyla verilen EGB-761’in biliriibinin sitotoksik etkilerini

azalttig1 gosterildi.

Anahtar kelimeler: Bilirlibin, ginkgo biloba, nérotoksisite, yenidogan



SUMMARY

Investigation of the effect of ginkgo biloba on newborn rat astrocyte cell
cultures with bilirubin cytotoxicity

Dr. Ozlem SAHIN

Inspite of the recent improvements in neonatology, neurotoxicity caused by
hyperbilirubinemia is still being an important problem. Bilirubin is thought to have
two sided affects on cells, being antioxidant at physiological levels, while causing
oxidative injury at pathological levels. In central nervous system, antioxident,
antiapoptotic, antinitrosative, vasorelaxant, antiaggregant and antiinflammatory
effects of ginkgo biloba (EGB-761) are known, but there is no knowledge about its
effects on neurotoxicity caused by hyperbilirubinemia. The aim of our study was to
investigate the effects of EGB-761 on newborn rat astrocyte cell cultures with

bilirubin cytotoxicity.

In our study, astrocyte cell cultures obtained from one day old Wistar albino rats, by
the modified method of Cole and De Vellis were used. The indirect bilirubin
concentration toxic to 50% of astrocytes (TCsp) was found to be 10 uM. The
apoptotic cell death due to bilirubin was evaluated by TUNEL staining method. The
concentrations of EGB-761 that increased cell viability 100 % and % 110 were
determined as 10pg/ml and 0.5pg/ml, respectively. In bilirubin® group 10 pM
bilirubin, and in ginkgo™ group 10 pg/ml EGB-761 was administered to cell
cultures for 48 hours, while in control group no medication was given. In
ginkgo™+bilirubin® group 4 hours after 10 pg/ml EGB-761 administration, 10 pM
bilirubin was administered for 48 hours as prophylaxis, while in bilirubin'®+ginkgo™®
group 4 hours after 10 uM bilirubin administration, 10 pg/ml EGB-761 was
administered for 48 hours as treatment. Compared with the control group,
approximately 50% decrease in cell viability, and five times increase in apoptosis
was found in bilirubin®® group (p:0.001, p:0.001). EGB-761 administration for
prophylaxis and treatment was found to significantly increase cell viability (p:0.001,
p:0.001), and significantly decrease apoptosis (p:0.001, p:0.001), when compared

with the control group.



This study indicates that, bilirubin is cytotoxic on astrocytes in-vitro, and
administration of EGB-761 for prophylaxis or treatment reduces the cytotoxic effects

of bilirubin.

Key Words: Bilirubin, ginkgo biloba, neurotoxicity, newborn.



GIRIS
Zamaninda dogan bebeklerin yaklasik % 60-70’i, prematiire bebeklerin ise
hemen hemen tamami yasamin ilk giinlerinde hiperbiliriibinemi sorunuyla karsi
karsiya kalirlar (1). Hafif derecede biliriibin yiiksekligi antioksidan etki gosterirken;
yenidogan bebeklerde hepatik transportun yetersiz, biliriibin iiretimi ve enterohepatik

dolasimin artmis olmasi belirgin biliriibin yiiksekligine, bilirtibin ensefalopatisi ve

kernikterusa yol acabilmektedir (2-4).

Hiperbiliriibinemiye bagli norotoksisitenin mekanizmasi heniliz tam olarak
aciklanamamistir  (5).  Biliriibin, mitokondrial fonksiyonlar1 ve oksidatif
fosforilasyonu engelleyerek, norotransmitter sentez, salinim ve geri alimini, protein
sentezini inhibe ederek, eksitotoksisiteye ve hiicre zarinda hasara yol agarak,

DNA’nin sentez ve replikasyonunu azaltarak norotoksisite olusturmaktadir (6,7).

Ginkgo biloba, ayni isimli bitkinin yapraklarinin kurutulmasi ile elde edilen,
yillardir Cin ve Bat1 iilkelerinde serebrovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan,
noroprotektif etkisi bir ¢ok in vivo ve in vitro c¢alisma ile gosterilmis bir ajandir.
Ginkgo biloba veya metabolitlerinin kan beyin bariyerini gectigi, farkli tipteki
norolojik hasarlarda iyilesme sagladigi ve hastalarda ciddi yan etkiler gdzlenmedigi
bildirilmistir (8-11). Ginkgo biloba etkisini %22-27 oranindaki flavonoid ve %5-7

oranindaki terpenoid igerigi ile gostermektedir (9).

In vivo ve in vitro ¢alismalarda ginkgo bilobanin néroprotektif etkisini
aciklayan birgok mekanizma One siiriilmiis; bu mekanizmalar mitokondrial ATP
sentezinin korunmasi, apopitotik hasarin inhibisyonu, beyinde hipoksiye bagli
membran hasarimin baskilanmasi, sitokrom ¢ oksidazin COX III subunitini ve NADH
dehidrogenazin ND I subunitini kodlayan mitokondrial DNA’nin ekspresyonunu
arttirmast  olarak aciklanmistir (12,13). Hayvan ¢alismalarinda ginkgo biloba
ekstresinin (EGB-761) oksidatif hasara kars1 koruyucu, hidroksil radikali, peroksil
radikali, stiperoksid anyonu gibi serbest radikalleri temizleyici etkisi oldugu; bu
etkinin EGB-761’in igeriginde bulunan flavonoid fraksiyonunun siiperoksid
dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirmasiyla saglandigi
bildirilmistir (8,9,14). Park ve arkadaslar1 (13) EGB-761’in indiiklenebilir Nitrik



Oksid Sentaz (iINOS) ekspresyonunu ve nuclear factor-kappa B (NF-kB)’yi
baskilayarak NO {iretimini azalttigini; Liu ve arkadaslart (9) lipid peroksidasyonu

tirtinii olan malondialdehit (MDA) iiretimini inhibe ettigini gostermislerdir.

Yenidogan bebeklerde hiperbiliriibineminin onlemesi veya tedavisi amaciyla
bir ¢ok ajan tizerinde deneysel ¢alismalar yapilmistir. Bu ajanlarin pek ¢ogu olumlu
sonu¢ vermis olsa da ¢ok az bir kismi klinik olarak kullanilabilmektedir. Santral
sinir sisteminde antioksidan, antiapoptotik, antinitrozatif, vazorelaksan, antiagregan,
antiinflamatuar  etkileri  gosterilen EGB-761’in, hiperbiliriibinemiye baglh
norotoksisitedeki etkisi bilinmemektedir. Bu calismada hiperbiliriibinemiye baglh
norotoksisite olusturulmus yenidogan rat astrosit hiicre kiiltiiriinde ginkgo bilobanin

etkinliginin arastirilmasi ve ¢ikacak sonucun klinige yansitilmasi amaglanmistir.



GENEL BiLGILER

SARILIK ve BILIRUBIN METABOLIZMASI

Sarilik, yenidogan doneminde en sik goriilen problemlerden birisidir ve biiyiik
cogunlugu benign karakterdedir. Ancak biliriibinin potansiyel toksik etkileri
nedeniyle sarilikli yenidoganlar ciddi hiperbiliriibinemi, biliriibin ensefalopatisi ve

kernikterus riski agisindan yakindan takip edilmelidir (14-16).

Hem katabolizmasinin son iriinii olan biliriibin pigmentinin %751 yaslanmis
eritrositlerin retikiiloendoteliyal sistemde lizisi sonucu olusmaktadir. Hemoglobinin
bir graminin yikimi ile 35 mg biliriibin agiga ¢ikmaktadir. Yenidoganlarda giinliik 8-
10 mg/kg olan biliriibin yapimi eriskindeki degerin ikibuguk katidir (7,17,18).

Bilirtibinin olusmasinda ilk adim olarak hem, hem oksijenaz enzimiyle
biliverdine oksitlenir. Bu katalitik olayda bir seri oksidasyon reaksiyonlari
gerceklesir ve alfa-metan koprisii kirtlarak hem halkasi acilir. Karbon monoksit,
biliverdin ve demir agiga cikar. ikinci asamada biliverdin rediiktaz katalizorliigiinde
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ile birlikte biliverdinden biliriibin
meydana gelir. Retikiiloendotelyal sistemden dolasima salinan konjuge olmamis
biliriibin (indirekt biliriibin) suda ¢oziinmediginden albiimine baglanarak tasinir
(1,17,18).

Biliriibin, albiimine bagli indirekt biliriibin, albiimine baglanmamis serbest
biliriibin, safra ve bobrek yolu ile atilan konjuge biliriibin, albiimine kovalan baglh
konjuge biliriibin (delta biliriibin) olmak {izere serumda dort degisik formda bulunur
(19). Albiiminin indirekt biliriibine yiiksek affinitesi nedeniyle plazmadaki serbest
biliriibinin tamamina yakini hizla alblimine baglanir (1). Karacigere gelen alblimine
bagli biliriibin, karaciger hiicre yiizeyinde albiiminden ayrilir ve membran
reseptorlerine baglanir. Hepatosit icine gegen biliriibin ligandin veya Y protein adi
verilen hiicre i¢i reseptdre baglanarak diiz endoplazmik retikuluma tasinir. Diiz
endoplazmik retikuluma gelen biliriibin, uridildifosfat glukuronil transferaz
(UDPGT) enzimi yardimiyla suda eriyen iki glukuronil grubunun eklenmesi ile

mono ve diglukuronid formuna gevrilir (19). Sonug¢ olarak biliriibin karacigerde,



suda eriyen ve viicuttan atilabilen sekli olan konjuge biliriibine doniistiiriilmiis olur
(1). Yenidoganlarda UDPGT aktivitesi diisiikk olup dogumdan sonra enzim aktivitesi
hizli bir sekilde artar ve bir-iki hafta iginde eriskin diizeyine ulasir. Konjuge biliriibin
kanalikiiler membrandan bir tasiyici protein yardimi ile safra igine atilir (7,19).
Bagirsaga gegen konjuge biliriibin tekrar emilmezken; indirekt biliriibin, kolesterol,
tiroksin ve diger bazi maddelerle birlikte enterohepatik dolasima girer. Biliriibinin
monoglukuronid ve diglukuronid formlar1 stabil molekiiller olmadiklarindan;
bagirsaktaki alkali ortamda non-enzimatik olarak, mukoza yiizeyindeki alfa-
glukuronidaz ile enzimatik olarak indirekt biliriibine doniisiip karacigere geri doner
(19,20). Bu durum karacigerin biliriibin yiikiinii arttirmaktadir (7). Bagirsaga gegen
biliriibinin ~ yaklagik  %25’inin  geri emildigi  diisiiniilmektedir.  Biliriibin
metabolizmasinin  bu enterohepatik fazi, yenidogan sariliginda 6nemli rol
oynamaktadir (18,20). Bebegin beslenmesinin diizeltilmesi ile enterohepatik dolasim
azaltilabilmektedir. Yenidogan bagirsak liimeninde konjuge biliriibin, bakteriler
tarafindan  tekrar geri emilemeyen sterkobiline  dondstiirilmektedir ().
Biliriibinoidlerin biiyiik bir boliimii bagirsaklardan; kiigiik bir kismi ise kolondan geri

emilip karaciger ve bobrekler tarafindan atilmaktadir (20).

Yenidogan Sarilhiklar:

Yenidogan sariliklart biliriibinin cinsine gore indirekt hiperbiliribinemi ve

direkt hiperbiliriilbinemi olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (18).

Yenidogan bebeklerin bilyiik ¢ogunlugunda yasamin ilk giinlerinde belirgin
indirekt  hiperbiliriibinemi  goériilmektedir  (1,17).  Yenidoganda  indirekt
hiperbiliriibinemi nedenleri Tablo 1°de belirtilmistir (1,16,18). Sarilik 14-21 giinden
daha uzun siirerse neonatal kolestaz olabilecegi diistiniilmeli; serum total ve direkt

biliriibin diizeyleri 6l¢iilmelidir (21).

Direkt biliriibin diizeyinin 1.5-2.0 mg/dI’nin iizerinde olmasi ya da total
biliriibinin %10-20’sini gegmesi direkt hiperbiliriibinemi olarak tanimlanir ve her
zaman patolojik bir durumdur (22). Neonatal kolestazin en sik nedenleri idiyopatik

neonatal hepatit ve biliyer atrezidir (21).



Tablo 1. Yenidoganda indirekt hiperbiliriibineminin nedenleri

1. Biliriibin yapiminda artis

2. Biliriibin Kklirensinin azalmasi

Hemolitik hastalik

Immiin mekanizmalar

Rh alloimmiinizasyonu

ABO ve diger kan grubu uygunsuzluklari
Herediter

Eritrosit membran defektleri

Eritrosit enzim defektleri
Hemoglobinopatiler

Diger

Sepsis

Yaygin damar i¢i pithtilasma
Ekstravazasyon

Polisitemi

Diabetik annenin makrozomik bebegi
Enterohepatik sirkiilasyonda artis
Anne siitii sar1lig1

Pilor stenozu

ince/ kali barsak obstriiksiyonu, ileus

Prematiirite

Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi
Yenidoganin metabolik hastahiklar:
Crigler-Najar Sendromu

Gilbert Sendromu

Tirozinemi

Hipermetioninemi

Metabolik

Hipotiroidizm

Hipopituitarizm

Biliriibin Toksisitesi

Yagda c¢oziinen ve kan-beyin bariyerinden kolaylikla gecebilen indirekt
biliriibin serumda yiiksek diizeylere ulastiginda beyin i¢in toksik etki gostermektedir
(16,23,24). Bazi ilaglarin (sulfonamidler) biliriibin ile yarisarak alblimine
baglanmasi, beyin kan akiminda ve kan-beyin bariyerinin gegirgenliginde arts,
biliriibinin beyin dokusuna gecisini kolaylastiran faktorlerdir. Hiperozmolarite,

anoksi, hiperkarbi, prematiirelik gibi durumlarda kan-beyin bariyerinin devamlilig



bozuldugundan albiimine bagli  biliriibin de beyine gegebilmektedir (1,16,25).
Yiiksek biliriibin diizeyleri ve biliriibine uzun siire maruziyet biliriibinin toksik
etkisini daha da arttirmaktadir.

Biliriibinin toksik etkisi i¢in enzim sistemlerinin inhibisyonu ve hiicre
diizenleyici reaksiyonlarin inhibisyonu gibi pek ¢ok mekanizma ileri striilmiistiir
(25). Mitokondri membraninda bulunan sitokrom oksidaz, malat dehidrogenaz,
monoamin oksidaz gibi enzimler biliriibini oksidasyonla detoksifiye etmektedir.
Boylece beyin dokusu bilirlibinin toksik etkisine karsi kendisini korumaktadir.
Yenidoganlarda bu enzimlerin aktivitelerinin matiir hayvan modellerine gore daha
diisiik oldugu; bu nedenle yenidoganlarin biliriibin norotoksisitesine daha duyarl

oldugu belirtilmistir (23).

Biliriibin Norotoksisitesinin Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmalari

Yaklasik 100 yildir bir ¢ok arastirma yapilmasina ragmen, bilirliibin
norotoksisitesinin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle Dbirlikte
biliribine bagli beyinde olusan noronal disfonksiyon, biliriibinin protein
fosforilasyonunu inhibe etmesi ile agiklanmaktadir (1,26,27).

Biliribin mitokondride oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek sitotoksik etki
gostermektedir (3). Biliriibine bagl olarak hiicrede serbest radikal olusumu, protein
oksidasyonu ve lipid peroksidasyonunun artigi protein karbonilleri ve 4-hidroksi-2-
nonenal (HNE) diizeyinin artisiyla sonuglanmaktadir. Bir¢ok deneysel ¢alismada bu
maddeler biliriibine bagl oksidatif hasarin gostergesi olarak kullanilmistir (26,28).
Brito ve arkadaslar1 (28) glikoursodeoksikolik asidin, biliriibine bagli olusan lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu azaltarak noroprotektif etkili oldugunu
gostermislerdir.

Biyolojik sistemlerde siirekli olusan serbest radikaller antioksidan savunma
mekanizmalar ile nétralize edilerek zararli etkileri engellenmeye calisilir.  Yiiksek
biliriibin diizeylerinin beyinde serbest radikal olusumunu arttirarak oksidatif stresi
indiikledigi gosterilmistir. Hiicre i¢i ortamin en dnemli antioksidan molekiilii olan
rediikte glutatyon, glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonla
hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerle reaksiyona girerek bu molekiillerin
detoksifikasyonunda rol almaktadir (26,29,30).

10



Biliriibin norotoksisitesi i¢in One siiriilen mekanizmalardan birisi de glutamat
reseptor aracili olusan hasardir (31). In vivo calismalarda indirekt biliriibinin
indiikledigi beyin hasarinda beyinde primer eksitator nérotransmitter olan glutamat
eksitotoksisitesinin rol oynadigi ortaya konmustur (3,32). Yiiksek biliriibin diizeyleri
glutamatin sinaptik araliga sekresyonunu arttirmakta ve sinaptik araliktan da geri
alimmi azaltmaktadir. Ekstraselliiler konsantrasyonu artan glutamat N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptorlerini asir1 uyararak eksitotoksisiteye neden olmaktadir
(26,28,33). Grojean ve arkadaslarinin ¢alismasinda (31) bu teoriyi destekler sekilde
NMDA reseptor antagonisti MK-801’in biliriibin norotoksisitesinde koruyucu etkili
oldugu bildirilirken; Shapiro ve arkadaslarinin ¢alismasinda (32) bu koruyucu etki
gosterilememistir.

Biliriibinin sinir hiicrelerinde apopitozise yol acarak norotoksik etkili oldugu
caligmalarda gosterilmistir (31,34). Apopitozis, hiicrede kromatin kondensasyonu,
¢ekirdek ve sitoplazma pargalanmasi ile karakterize aktif hiicre olimidiir (35).
Indirekt biliriibin, sinir hiicrelerinde mitokondrial transmembran potansiyelini
azaltmakta, membran gegirgenligini arttirmakta ve sitokrom c¢ salinimina yol
agcmaktadir. Ayn1 zamanda indirekt biliriibin mitokondrial membranda apopitotik
Bax translokasyonuna ve apoptozisi inhibe eden Bcl-2’nin inaktivasyonuna neden
olmaktadir. Sitozolik sitokrom c, apopitozu aktive edici faktore baglanip kaspazlari
aktive etmekte ve apopitoz kaskadinin baglamasini saglamaktadir (4,26).

Bilirtibin protein ve DNA sentezinin, protein fosforilasyonunun inhibisyonuna,
enerji metabolizmasinda kalsiyum dengesinde bozulmaya yol agarak néron hasarina
neden olmaktadir. Biliriibinin toksik etkisiyle noron hiicresinin yiizeyindeki fosfatidil
serin tabakasmin kaybi, noronun fagositoz igin hedef hiicre olmasina neden
olmaktadir (26,34).

Indirekt biliriibin, tiimdr nekroz faktor alfa (TNF-o) ve interlokin 1 beta’nin
(IL-1B) ekspresyonunu stimiile ederek inflamatuar yanita neden olur (33). Fernandes
ve arkadaslar1 (33) astrosit hiicre Kkiiltiiri modelinde IL-10’un, NF-kB’nin
translokasyonunu engelleyerek indirekt biliriibine bagli artan inflamatuar sitokinlerin

gen ekspresyonunu engelledigini gostermislerdir.
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Akut Biliriibin Ensefalopatisi ve Kernikterus

Yenidogan bebeklerin %8-11’inde ciddi hiperbiliriibinemi gelismektedir (36).
Biliriibin ensefalopatisi veya kernikterus yenidogan hiperbiliriibinemisinin ciddi
komplikasyonlart olup; zamaninda takip ve tedavi edilmezse nadiren O&liimle
sonuglanabilmektedir (17,27,32,36).

Indirekt biliriibin yiiksek seviyelere ulastiginda bazal ganglionlar, beyin
sapindaki isitme ile ilgili nukleuslar, serebellum ve hipokampustaki purkinjye
hiicrelerinde birikip hasara neden olmaktadir. Agir eritroblastozis fetalisten Olen
sariliklt bebeklerin otopsilerinde beyinde biliriibinle boyanmis alanlar oldugu ve
bunlarin belirli bir dagilim gosterdigi saptanmustir (18,37).

Akut bilirtibin ensefalopatisi terimi, dogumdan sonraki ilk haftada goriilen
bilirlibin toksisitesinin akut belirtilerini tanimlamak igin, kernikterus ise biliriibin
toksisitesinin kronik ve kalict klinik sekellerini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir
(18,26,38). Son yillarda biliriibin ensefalopatisi ile iliskili degisiklikleri tanimlamak
icin biliriibinin indiikledigi norolojik disfonksiyonlar (BIND) teriminin kullanilmasi
onerilmistir. BIND, hafif ve belirsiz nérolojik bozukluklardan (izole isitsel ndropati,
hareket bozukluklari, distoni, biligsel bozukluklar, hafif zeka geriligi), akut biliriibin
ensefalopatisi ve postikterik sekelleri (ndromotor/isitsel) de i¢ine alan genis bir

spektrum gosterir (18).

Akut Biliriibin Ensefalopatisi

Indirekt biliriibinin santral sinir sisteminde depolanmasmin sar1 renkte bir
boyanmaya ve biliriibin ensefalopatisi ile karakterize norolojik disfonksiyona yol
actig1 bildirilmektedir (34). Akut biliriibin ensefalopatisi siklikla geri doniisiimlii,
erken donemde hipotoni, letarji, zayif emme, anormal beyin sapi isitsel uyarilmis
potansiyeli (BAEP); ge¢ donemde hipertoni, opistotonus, tiz sesle aglama, batan

giines manzarasi, ates ve BAEP’te kétiilesme ile karakterize bir durumdur (37).
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Kernikterus

Biliriibinin indiikledigi beyin hasarmin noropatolojik bulgulari ile birlikte
klinik bulgularin1 da kapsayan kompleks bir sendromdur (39). En sik etkilenen
bolgeler bazal ganglionlar (6zellikle globus pallidus, subtalamik ¢ekirdek),
hipokampus, substantia nigra, cesitli kranial sinirler (6zellikle okiilomotor,
vestibiiler, koklear, fasiyal sinir ¢ekirdekleri), ¢esitli beyin sap1 ¢ekirdekleri, 6zellikle
ponsun retikiiler yapisi, serebellar ¢ekirdekler ve medulla spinalisin 6n boynuz
hiicreleridir (18). Baslica risk faktorleri, serum biliriibin diizeyinin yiiksekligi,
hiperbiliriibineminin siiresi, biliriibin albiimin baglanmasinin azalmasi, gebelik
yaginin  diisiikliigli, hemoliz varlii, sepsis, asidoz ve noronlarin biliriibin
toksisitesine olan duyarliligidir (16). Kernikterusun noéropatolojik lezyonlar1 daha
¢ok globus pallidus, internal kapsiil ve talamus bolgelerinde manyetik rezonans ile
goriintiilenmistir (1). Anormal motor hareketler, isitme ile ilgili bozukluklar,
ozellikle yukar1 bakis paralizisine neden olan okiilomotor sinir hasari, siit diglerinde

enamel displazi kernikterusun klinik tetradini olustumaktadir (40).

Biliriibin Toksisitesinin Patofizyolojisi

Konjuge olmamis serbest biliriibin lipofilik 6zelligi nedeniyle kan-beyin
bariyerini gegebilir. Biliriibin yapim hizinin kan ve dokularin tamponlama
kapasitesini agmasi, albiiminin biliriibin baglama kapasitesinde azalma, kan-beyin
bariyerinde gegirgenligin artmasi (hipertonisite, menenjit, hipoksemi) biliriibinin
beyin dokusuna gegisini arttirmaktadir (18). Perinatal donemde gegirilen hipoksi
vel/veya iskemi biliriibinin indiikledigi beyin hasarina yatkinligi daha da
arttrmaktadir  (3). Biliriibin  6nce sinir terminallerine baglanir, membran
potansiyelini disliriir, sinir iletisini azaltir; bundan sonra sinir terminalleri ve
aksonlara penetre olur ve retrograd olarak noronlara geger (18). Noronlara gegen
bilirlibin agregasyon, presipitasyon ve Kkristalizasyon ile toksik etkiye neden
olmaktadir (27). Biliriibin ndrotoksisitesinde once hiicre 6limii olup daha sonra
biliriibin hiicreye baglanmakta ya da biliriibin hiicre igine girdikten sonra hiicre
olimiine sebep olabilmektedir. Son yillarda biliriibin norotoksisitesi ile ilgili
caligmalar daha cok ikinci goriisii desteklemekteyse de hiicre diizeydeki arastirmalar

yogun olarak devam etmektedir (24).
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Tedavi

Neonatal hiperbiliriibinemide etkin tedavinin primer hedefi akut biliriibin
ensefalopatisini 6nlemektir. Ciddi hiperbiliriibinemi riskinin belirlenmesi, yakin
izlem ve gerektiginde acil tedavi uygulanmasi tedavinin ana prensipleridir (38).
Hastalara fototerapi, kan degisimi, medikal tedavi uygulanabilir. Medikal tedavide
kullanilan IVIG, eritrositler iizerindeki Rh antikorlarini kapatarak; metalloporfirinler,
hem oksijenazi inhibe ederek; fenobarbital, silofibrat ve nikotinamid, hepatik enzim
indiiksiyonu yaparak etki gostermektedirler (41).

Hiperbiliribinemiye bagli norotoksisitenin Onlenmesi amaciyla yapilan
deneysel ¢alismalarda  L-karnitin  (42), glikoursodeoksikolik asit  (28),
ursodeoksikolik asit (34), MK-801 (31)’in noroprotektif etkileri gosterilmistir; ancak

bu ilaglarin klinikte kullanilabilmesi i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag¢ vardir.

Biliriibin ve Oksidatif Stres

Biliriibin ile ilgili ¢alismalar incelendiginde biliriibinin hiicresel diizeyde ¢ift
yonlii bir etkisinin bulundugu, fizyolojik diizeylerde antioksidan etki gdsterirken,
patolojik seviyelerde oksidatif zedelenmeye yol actig1 diigiiniilmektedir (28). Hiicre
icinde reaktif oksijen iirlinlerinin olusumu ve temizlenmesi arasindaki dengenin
bozulmasiyla gelisen oksidatif stres, sinir sisteminde serebral iskemi, eksitotoksisite

ve norodejeneratif siire¢lerin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (43,44).

Biliriibinin  diisiik diizeylerde reaktif oksijen radikallerine bagli hasari
onleyerek antioksidan etki gostermesi nedeniyle fizyolojik sariligin dogal koruyucu
etkileri olduguna inanilmaktadir (2,27,28,43,45). Dore ve arkadaslart (26),
bilirlibinin diisiik konsantrasyonda (10nM) ndronlar1 hidrojen peroksitin indiikledigi
toksisiteye karst korudugunu, yiiksek konsantrasyonda (250 nM) noéronlarin
%?25’inin yasam sliresini kisalttigim1 gostermislerdir. Stocker ve arkadaslarinin
caligmasinda (46) ise biliriibinin hidroksil radikallerini temizleyici etkisi rapor
edilmistir. Lanone ve arkadaslarinin calismasinda (45) ratlara once E.coli
endotoksini, ardindan tek doz bilirlibin IV bolus uygulandiginda, biliriibinin
endotoksemiye bagli karaciger disfonksiyonu ve mortaliteye karsi koruyucu etkili

oldugu gosterilmistir.
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Yenidoganlarda hepatik transport veya konjugasyonun yetersiz maturasyonu,
enterohepatik dolagim ve hemolizin artmasiyla yiiksek diizeye ulasan biliriibin toksik
etkiye neden olur. Indirekt biliriibine maruziyet ile olusan reaktif oksijen
radikallerinin tretimi, protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, glutatyon
homeostazinda bozulmanin sonucunda hiicrelerde oksidatif hasar gelisir (43).
Glutatyon, hiicrenin en énemli antioksidan maddesidir. Hiicresel antioksidan defans
sistemi glutatyon tarafindan saglanir. Astroglial hiicrelerde hiicre i¢i glutatyon
miktar1 noronlardan daha fazladir. Bu nedenle oksidan hasara kars1 astrositler daha
giiclidiir (43,44). Brito ve arkadaslar (43) 6nemli bir glutatyon prekiirsorii olan N-
asetil sisteinin noronlarda biliriibine bagl olusan oksidatif hasara karsi néroprotektif

etkisini gostermisglerdir.

Hiicre Kiiltiirlerinde Biliriibinin Toksik Etkisi

Yasayan organizmadan alinan hiicreler 24 saat iginde kiiltiir vasatina ekilip bir
dizi islemden gegirildikten sonra hiicre kiiltiirii elde edilmektedir. Sinir hiicre
kiiltiirleri primer ndron kiiltiirii, primer astrosit kiiltiirii, primer oligodendrosit kiiltiirii
ve primer mikroglia kiiltiirii olmak {izere dorde ayrilir. Sinir hiicre kiiltiirlerinde
toksik maddelere baglh gelisen sitotoksik etki ve mekanizmasi degerlendirilmektedir
47).

Bilirlibin astrositler, noronlar, eritrositler gibi farkli hiicre tiplerine toksik
etkilidir (30). Astrosit ve noron hiicre kiiltiirleri ile yapilan caligmalarda biliriibine
bagli olarak apopitoz ve nekroz gelistigi gosterilmistir (5,34,42,43). Noronlar,
glutatyon igeriginin azligi yaninda biliriibini okside etme ve hiicreden uzaklastirma
yeteneklerinin yetersizligi nedeniyle biliriibinin toksik etkisine astrositlerden daha
duyarlidir ~ (5,24,34,43).  Astrositlerin ~ belirli  antioksidanlar1  yiiksek
konsantrasyonlarda bulundurabildigi ve bu nedenle oksidatif hasara ndronlardan

daha direncli oldugu bilinmektedir (44).

In vivo ve in vitro sistemlerde toksik etkinin farkli biliriibin diizeylerinde
ortaya ¢ikt1g1 gosterilmistir. In vivo sistemlerde kan-beyin ve kan-BOS bariyerleri,

indirekt biliriibinin hiicrelere penetrasyonunu sinirlayarak toksisite geligimini
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onlemektedir (2). In vitro ¢alismalarda kullanilan sinir hiicre kiiltiirleri sitotoksik

etkiyi degerlendirmek i¢in basit ve yararli yontemlerdir (47).

Deneysel kernikterus modellerinde astrositlerin iyon homeostazisinde, birgok
noroaktif bilesiklerin sentez ve salgilanmasinda, néronlara metabolik ve trofik destek
saglanmasmda, indirekt biliriibinin kandan noronlara tasinmasinda, hasarli
noronlardan salinan toksik maddelerin temizlenmesinde ve toksisiteye karst etkili
olduklart gosterilmistir. Biliriibinin ndronlarda belirgin kalict hasara yol acarken
astrositlerde daha ¢ok geri doniisiimlii hasar olusturdugu gosterilmistir (5,44). Tim
bu 6zellikler bilirlibin ensefalopatisinde astrositlerin énemli bir role sahip oldugunu

ve tedavi modellerinde potansiyel hedef olabilecegini diisiindlirmektedir.

Biliriibin Toksisitesini Etkileyen Faktorler

Indirekt biliriibin oldukca lipofilik olup, albiiminin olmadigi durumlarda
kolaylikla kan-beyin bariyerini gecebilmektedir (24). Yenidoganlarda albiimin
konsantrasyonu eriskinlerden %25 daha diisik olup; bir gram albiimin 8.5 mg
bilirlibini baglamaktadir. ~ Serbest yag asitleri ve sulfonamid gibi bazi ilaglar
bilirlibini albiiminden ayirarak serbest biliriibinin artmasina ve toksisitenin daha

kolay gelismesine neden olmaktadirlar (16).

Asfiksi, hiperosmolalite ve hipoglisemi kernikterusa predispozan faktorlerdir.
Asfiksi, hiicre 6demi olusturarak hedef hiicrenin biliriibine cevabini1 degistirmektedir.
Hipoksemi ve hiperosmolalite, proteinlerin kan beyin bariyerinden gecislerini
arttirmaktadir (24).

GINKGO BILOBA ve ETKILERI

Ginkgo biloba, diinyanin bilinen en eski agag¢ tiirlerinden biridir. Ginkgo agaci,
kuvvetliligi, hastaliklara kars1 direngliligi ve uzun yasama 6zelligi ile karakterizedir.
Binlerce yildan beri geleneksel Cin tibbinda iirogenital sistem, akciger, beyin

hastaliklar1 ve dolasim bozukluklarinda tedavi amaglh kullanilmaktadir (9,48,49).
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EGB-761 ginkgo biloba agaci yapraklarindan elde edilen bir ekstredir (8,50).
Giiniimiizde kullanilan standart EGB-761 etkisini icerigindeki flavon glikozidler
(%22-27) ve terpenoidler (%5-7) ile gostermektedir (8,9,49). Kersetin, kemferol,
isoramnetin bilesiklerinden olusan flavon glikozidler giiglii antioksidan etkileriyle
ortamda bulunan siiperoksit, hidroksil ve peroksil gibi serbest radikalleri yakalayarak
hiicreleri lipid ve protein oksidasyonuna karst korumaktadir (49). Flavonoid
fraksiyonunun antioksidan enzim aktivitelerini arttirarak oksidan strese karsi

koruyucu etki sagladig bildirilmistir (8,9,14).

EGB-761’in igeriginde bulununan ginkgolid A, C, J, K, L, M ve B, platelet
activating factor (PAF) inhibisyonuyla anti inflamatuar etki saglamakta; iskemiye
bagl artan kan viskozitesi ve trombosit agregasyonunu azaltmaktadir. Bu etki
sonucunda dokularda kan dolasimini arttirarak hiicrelerin oksijen alimini arttirmakta

ve ortamda bulunan toksinlerin temizlenmesini saglamaktadir (8,49-51).

Ginkgo bilobanin etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmese de antioksidan,
antiapoptotik, néroprotektif, antienflamatuar, antialerjik, vazodilator etkileri oldugu,
bu etkilerin de ekstrenin heterojen yapisiyla iligkili oldugu belirtilmektedir (8,48,50-
52). Mitokondrial ATP sentezinin korunmasi, apopitotik hasarin inhibisyonu,
beyinde hipoksinin indiikledigi membran hasarinin baskilanmasi, sitokrom ¢
oksidazin COX III subunitini ve NADH dehidrogenazin ND I subunitini kodlayan
mitokondrial DNA’nin ekspresyonunun arttirilmasi ginkgo bilobanin noroprotektif

etkilerini agiklamak i¢in 6ne siiriilen mekanizmalardandir (12,13).

Oksidatif hasar, membran lipidleri ve hiicrenin diger komponentleri i¢in
toksiktir. Ginkgo biloba direkt olarak radikalleri temizleyerek, prooksidanlari
baglayarak, antioksidan enzim aktivitesini arttirarak, serbest oksijen radikallerini
tutarak biyomembranlar1 oksidatif strese karsit korumakta ve hiicre kaybini en aza
indirmektedir (50,53). Iraz ve arkadaslar1 (54) akcigerlerde bleomisinin oksidatif ve
nitrozatif etkilerine bagh gelisen fibrozisi ginkgo bilobanin, serbest radikal siipiiriicii

ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle engelledigini gostermislerdir.

EGB-761 ile ilgili yapilan ¢alismalarda Park ve arkadaslar1 (13) EGB-761’in
INOS ekspresyonu ve NF-kB’yi baskilayarak NO firetimini azalttigini; Liu ve
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arkadaglar1 (9) lipid peroksidasyonu firiinii olan malondialdehit (MDA) {iretimini
inhibe ettigini; Zhou ve arkadaslar1 (55) bilobalidlerin doza bagimli olarak reaktif
oksijen tirtinlerinin (ROS) indiikledigi apopitozisi azalttigini; Xin ve arkadaslar1 (11)
hidroksil radikallerine bagl artan lipid peroksidasyonunu EGB-761’in doza bagiml
olarak inhibe ettigini gostererek EGB-761"in oksidatif hasara kars1 koruyucu, serbest

radikalleri temizleyici etkisi oldugunu vurgulamislardir.

Erdogan ve arkadaglari (53) bleomisin toksisitesine bagl olarak serbest radikal
tiretiminde rol alan ksantin oksidaz aktivitesindeki artisin ginkgo biloba ile
Onlenebildigini gostermislerdir. Ksantin oksidaz ve MDA arasinda pozitif korelasyon
oldugu saptanmig; lipid peroksidasyonunun Onlenmesinin ksantin  oksidaz
aktivitesindeki azalma ile iliskili oldugu distinilmistir. Bu c¢alismada ginkgo

bilobanin plazmada antioksidan aktiviteyi arttirdigi gosterilmistir.

Hipoksiye bagli olusan hiicresel enerji yetersizligi, glutamat reseptorlerinin
uyarilmasiyla hiicre i¢i kalsiyumun artigina ve proteaz, endoniikleaz, fosfolipaz gibi
enzimlerin salimimina sebep olur. Posthipoksik hasarda fosfolipaz A2 onemli bir
aracidir ve fosfolipidlerin yikimi ile kolin olusumuna neden olur. Klein ve
arkadaglar1 (56) hipoksik beyin hasarinda bilobalidlerin etkisini incelemisler;
bilobalidlerin  konsantrasyona bagli olarak kolin salinimini inhibe ettigini

saptamislardir.

Ginkgo biloba’nin metabolik ve noérohormonal diizenleyici mekanizmalar
yoluyla vaskiiler yapi, kan elemanlar1 ve diger viicut sivilarinda etkili oldugu
diistintilmektedir (48). Prostasiklin ve endotelyal NO sentaz aktivasyonu ile artan
NO, serebral kan akimini arttirarak noroprotektif etki saglamaktadir (8). Ginkgo
biloba, klinikte yaygin olarak kalp ve beyin gibi organlarda dolagimi arttirmak igin
kullanilmaktadir (50). Serebrovaskiiler kan akiminda azalmaya bagli semptomlari
olan yasl hastalarda ginkgo biloba tedavisi ile belirti ve bulgularda azalmalar oldugu
bildirilmistir (48). Kizkin ve arkadaslar1 (48) vertebrobaziler yetmezlikli hastalarda
vertebral arter kan akim hizlarinda ginkgo biloba ile anlamli diizeyde artig

saptamuslardir.

18



Bilirlibine bagli norolojik hasar ile ilgili mekanizmalar ve biliriibinin astrosit
hiicre yasami/6liimii {lizerine olan etkileri yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Bu
asamada biliriibine bagli toksik etkiyi azaltacak ajanlarin saptanmasi o6nem
kazanmaktadir. Antioksidan ve noroprotektif etkileri bilinen ginkgo bilobanin,
astrositlerde biliriibin norotoksisitesine etkisi bilinmemektedir. Bu ¢alismada
yenidoganlarda bilirlibin norotoksisitesinin  Onlenmesi ve tedavisinde ginkgo

bilobanin etkinligini arastirmak amac¢lanmustir.
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GEREC ve YONTEM

Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 19.08.2011 tarih
ve 07 say1 ile onayr alinan bu deneysel calisma, Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bir giinliik ve agirliklar1 5-8 gr olan
yenidogan Wistar-albino ratlardan elde edilen primer astrosit hiicre kiiltiirlerinde
Agustos 2011- Subat 2012 tarihleri arasinda yapildi. Primer astrosit hiicre kiiltiirliniin
elde edilmesi igin tek anneden dogan bir giinliik 10 rat yavrusu kullanildi.

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

Grup 1, Biliriibin'® grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiirine 10 pM biliriibin
(Sigma Aldrich, B 4126-1G, St. Louis, MO, USA) 48 saat stireyle uygulandi.

Grup 11, Ginkgo™ grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiirine 10 pg/ml ginkgo
alkaloid (EGB-761) (Ginkgo biloba Hevert injekt. Dil. D3 2ml, Hevert-Arzneimittel
GmbH & Co. KG Nussbaum, Deutschland) 48 saat siireyle uygulandi.

Grup 1V, Ginkgo®® grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiirine 0.5 pg/ml EGB-
761 48 saat siireyle uygulandi.

Grup V, Biliriibin™ + ginkgo™ grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiiriine 10 uM
biliriibin eklendikten dort saat sonra 10 pg/ml EGB-761 ilave edilip 48 saat siireyle
uygulandi.

Grup VI, Biliriibin® + ginkgo®® grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiiriine 10
uM biliriibin eklendikten dort saat sonra 0.5 pg/ml EGB-761 ilave edilip 48 saat

stireyle uygulandi.

Grup VI, Ginkgo™ + biliriibin®® grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiirine 10
ug/ml EGB-761 eklendikten dort saat sonra 10 uM biliriibin ilave edilip 48 saat

stireyle uygulandi.

Grup VIII, Ginkgo® + biliriibin™ grubu (n:6): Astrosit hiicre kiiltiirine 0.5
ug/ml EGB-761 eklendikten dort saat sonra 10 uM biliriibin ilave edilip 48 saat

stireyle uygulandi.
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Astrosit Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Astrosit primer hiicre kiiltiiri, %95’in {izerinde saflikta astrosit hiicrelerinin
elde edildigi kanitlanmis olan Mc Carthy ve de Vellis yontemlerinden modifiye
edilerek hazirlanmis Cole de Vellis yontemi ile literatiirde tanimlandigi gibi
hazirland1 (57,58). Steril kosullarda bir giinlilk rat yavrularmma anestezik madde
uygulanmadan servikal dislokasyon ile dekapitasyon islemi yapildi. Beyin dokusu
Hanks Buffered Salt Solution (HBSS, 100 ml, Sigma-Aldrich, St Louis, USA), 500
ul gentamisin (Gentamisin, 10 mg/10 ml, Sigma-Aldrich, St Louis, USA), 5 ml
fungizon (Gibco Antibiotic-Antimycotic, 25 pug/ml amfoterisin B, 100x/100 ml,
Invitrogen, New York, USA) igeren kiiltiir kabina konuldu. Beyin dokusu mekanik
olarak parcalanip (Sekil 1), jole kivamina gelene kadar HBSS ile yikandi. Tripsin
500 pl (Trypsin/EDTA, 100 ml, %0.05/%0.02, Biochrom, Berlin, Germany), DNaz-I
50 ul (DNase | recombinant, RNase-free, 10 U/ul, Roche, Mannheim, Germany)
eklenip 37 °C’de %5 CO, ve %95 nem igeren ortamda 60 dk siireyle sallanarak

inkiibe edildi. Yetmis mikronluk filtreden gecirildikten sonra elde edilen hiicre

siispansiyonu polilizin kapl kiiltiir kaplarina 20 ml Dubello’s Minimal Essential
Medium/F12 (DMEM/F12)(DMEM/Ham’s F-12 1:1, 500 ml, Biochrom, Berlin,

Germany) besiyerine ekilerek primer noéron hiicre kiiltiiri hazirlandi (Sekil 2).

Sekil 1 (A,B,C): Beyin dokusunun elde edilmesi ve mekanik olarak par¢alanmasi
Primer noron hiicre kiiltiirleri 37°C’de %5 CO; ve %95 nem igeren inkiibatorde

inkiibe edildi. Hiicrelerin gelisimi faz kontrast mikroskobunda incelenerek

degerlendirildi. Besiyerleri i¢ giinde bir taze besiyeri ile degistirildi. Cogalan primer

noron hiicre kiiltiirlerinden besinci giinden sonra astrosit hiicre kiiltiirleri elde edildi.
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Sekil 2: Faz kontrast mikroskobu primer noron hiicre kiiltiirii A: x40, B: x100.

Cogalarak bitisik duruma gelen primer néron hiicre kiiltiirlerindeki besiyeri
aspire edilip distile su ile yikandiktan sonra tripsin eklendi. Kiiltiir kaplart mekanik
olarak sallandi ve hiicrelerin kiiltiir kab1 tabanindan tamamen kalkmasi saglandi.
DMEM/F12 eklendikten sonra tiim besiyeri aspire edilip yeni bir kiiltiir kabina
konulup; 37 °C’de %5 CO; ve %95 nem igeren inkiibatérde 45 dk siire ile bekletildi.
Inkiibatorden ¢ikartildiktan sonra kiiltiir kaplarindaki besiyeri aspire edilerck taze
besiyeri ile 1/3 diliie edildi ve yeni kiiltiir kaplarina ekim yapildi. Sadece astrosit
hiicrelerinin liremesine izin veren astrosit besiyeri ( DMEM-F12), 500 pl gentamisin,
5 ml fungizon, %15 fetal bovine serum (Hyclone, 100 ml, Thermo Scientific,
Cromlington, UK), 5 ml L-glutamine (Gibco L-Glutamine-200 mM, 100x/100 ml,
Invitrogen, New York, USA), 500 pul insulin (Human Insulin <rh> , 0.5 mg/ml,
Biochrom, Berlin, Germany) bu kaplara ilave edildi. Kiiltiir kaplar orbital sallayiciya
konularak 37 °C’de %5 CO; ve %95 nem iceren ortamda 80/dakika devirde 24 saat
calkalanarak astrosit kiiltliriiniiniin saflastirilmasi, mikroglia ve oligodendrositlerden
ayrilmasi saglanmaya calisildi. Tabandan ayrilarak yiizer duruma gecen mikroglia
ve oligodendrositler toplandi. Kiiltiir kabmin tabanina yapisik astrosit hiicreleri
birakild1 ve astrosit besiyeri degistirildi. Daha sonra astrosit besiyeri ti¢ dort giinde
bir degistirildi. Astrosit hiicreleri bitisik duruma gelene kadar ¢ogaldiktan sonra 1/3
oraninda pasajlanarak hiicre kiiltiiriiniin devami saglandi ve degisik pasajlara ait

astrosit hiicre kiiltiirleri kullanildi (57,58) (Sekil 3).
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Sekil 3: Faz kontrast mikroskobu primer astrosit hiicre kiiltiirii A: x40, B: x100

Biliriibin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Astrosit hiicre kiiltiirtinde kullanilan indirekt bilirlibin 10 ml astrosit
besiyerinde ¢o6ziildii ve ana stok 100 pl’de 2000 puM olacak sekilde hazirlandi.
Biliriibin stok soliisyonu +4 °C’de karanlik ortamda saklandi. Deneyler sirasinda
istenilen biliriibin konsantrasyon degeri elde edilene kadar stok soliisyonu astrosit

besiyeri ile sulandirild1 (2,5).

Ginkgo Alkaloidinin Hazirlanmasi

Astrosit hiicre kiiltiirtinde kullanilan ve bir mililitresinde 1000 pg etken madde
iceren ginko alkaloidi astrosit besiyeri ile 1/5 oraninda sulandirilarak 200 pg/ml
konsantrasyonu elde edildi. Ginko alkaloidini igeren ampuller oda sicakliginda

saklandi ve her deneyde istenen konsantrasyon tekrar hazirlandi.

Biliriibin ve Ginkgo Alkaloidi Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Astrosit hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 3 x 10* hiicre/100 pl
astrosit besiyeri igerisinde olacak sekilde ekildikten 24 saat sonra faz kontrast
mikroskobunda incelenerek hiicrelerin varligi ve canliliklari degerlendirildi (Sekil 4).
Kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirilip her kuyucukta 100 pl olacak sekilde
astrosit besiyeri eklendikten sonra sifirinci saat olarak kabul edildi. Sifirinci saatteki
absorbans (Ap) Cytotox-glo (Promega) kit kullanilarak Glomaks Sistem (Promega)
cihazi ile luminometrik olarak 6lgtim yapildi. Daha sonra tiim plaklardaki besiyerleri
uzaklastirildi. Her konsantrasyon igin altisar kuyucuk olacak sekilde sirasiyla 400
uM, 200 uM, 100 uM, 80 uM, 60 uM, 40 uM, 20 uM, 10 uM, 8 uM, 5 uM, 4 uM, 2
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uM, 1 uM, 0.5 uM indirekt biliriibin eklendi. Yine her konsantrasyon igin altisar
kuyucuk olacak sekilde sirasiyla 60 pg/ml, 40 pg/ml, 20 pg/ml, 10 ug/ml, 8 pg/ml, 6
ug/iml, 4 ug/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 upg/ml ginkgo alkaloidi eklendi.
Kuyucuklardaki sivi miktarin1 100 pl’ye tamamlayacak sekilde astrosit besiyeri ilave
edildi. Plaklar 37°C’de %5 CO, ve %95 nem igceren inkiibatorde, karanlik ortamda 48
saat inkiibe edildikten sonra besiyerleri uzaklastirildi. Kuyucuklardaki sivi miktarini
100 pl’ye tamamlayacak sekilde astrosit besiyeri ilave edildi. Absorbans (Ass)
Cytotox-glo kit kullanilarak Glomaks Sistem cihazi ile luminometrik olarak dlgiildii
ve hiicre canliligi formiille (Hiicre canliligi (%)= 100 x Ays/ Ao) hesaplandi (59).
Hiicre canliligina gore deneyde kullanilacak indirekt biliriibin konsantrasyonu ve
ginkgo alkaloidi konsantrasyonu belirlendi.

Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Astrosit hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 100 pl astrosit besiyeri
icerisinde 3 x 10* hiicre olacak sekilde ekilip; 24 saat sonra kuyucuklar faz kontrast
mikroskobunda incelenerek hiicrelerin varligt ve canliliklar1 degerlendirildi.
Kuyucuklar kontrol, biliriibin®®, ginkgo'®, ginkgo®®,  biliriibin'®+ginkgo®®,
biliriibin'*+ginkgo®®, ginkgo'%+biliriibin®, ginkgo®*+biliriibin®  olarak
gruplandirildi. Kuyucuklardaki sivi miktar1 astrosit besiyeri eklenerek 100 ul’ye
tamamlandi ve Ap Cytotox-glo kit kullanilarak Glomaks Sistem cihaz1 ile
luminometrik olarak &lgiim yapildi. Plaklar 37°C’de %5 CO, ve %95 nem igeren
karanhk ortamda 48 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklardaki
besiyerleri uzaklastirilarak her kuyucuga 100 pl taze astrosit besiyeri eklendi ve Aug
Cytotox-glo kit kullanilarak Glomaks Sistem cihazi ile luminometrik olarak Glgiilerek

hiicre canliligi hesaplandi (43,59) .

N
2} Mgyt

Sekil 4: A 96 kuyucuklu plaklar B Kuyucuklu plaklardaki astrosit hiicreleri (x40)
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Apoptozisin Belirlenmesi

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

Kontrol, biliriibin®, ginkgo®, biliriibin'®+ginkgo®, ginkgo+biliriibin™
gruplart kiiltiir kaplarinda 37°C’de %5 CO, ve %95 nem igeren karanlik ortamda 48
saat inkiibe edildikten sonra astrosit besiyeri aspire edildi. Hiicreler serum fizyolojik
ile yikanip tekrar aspire edildi. Tripsin ile hiicreler tabandan kaldirildi ve astrosit
besiyeri ile yikanarak hiicrelerin tabandan tamamen kalkmasi saglandi. Falkon
tiipiine aktarilan hiicreler 1500/dakika devirde bes dakika santrifiij edildi. Hiicre
¢ozeltisi lizerine fiksatif soliisyonu (%1 paraformaldehit) konuldu ve 10 dk oda
1isisinda inkiibe edildi. Falkon tiipii iyice karistirilarak 100 pl alindi ve lam iizerine
yayilarak kurutuldu. Lam post fiksatif soliisyonuna (20 ml etanol + 10 ml asetik asit)
konuldu ve —20°C” de bes dakika bekletildi. Distile su ile yikanan lam iizerine TdT
soliisyonu eklendikten sonra 37°C’de etiivde bir saat inkiibe edildi. Stop wash buffer
ile lamlar 15 sn yikandiktan sonra oda 1sisinda bes dakika inkiibe edildi. Peroksidaz
soliisyonu hiicrelerin tizerine damlatilip oda 1sisinda bes dakika inkiibe edildi. Distile
su ile yikanan lamlar oda 1sisinda bes dakika inkiibe edildikten sonra metil green
soliisyonu eklendi ve oda 1sisinda 10 dk bekletildi. Lamlara n-biitanol eklendikten
sonra 30 sn inkiibe edilip ksilen konuldu ve alti dakika inkiibe edildi. Lamlar
kurutularak entelan ve lamel ile kapatildi. Faz kontrast mikroskobunda her deney

grubu i¢in bes alan sayilarak canli ve apoptotik hiicreler tespit edildi (35).

Istatistiksel Analiz

Tim veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Calisma gruplari
arasindaki istatistiksel anlamlilig1 belirlemede parametrik (Paired samples t test) ve
non-parametrik testler (Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U) kullanildi. Normal
dagilima uygunluk testleri ile verilerimiz degerlendirildi. Normal dagilima uyan
verilerde ortalamalar karsilagtirirken parametrik testlerden ANOVA ve posthoc

testler uygulandi. Verilerin bilgisayarda hesaplanmasinda statistical packages for
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social sciences (SPSS) (SPSS for Windows 17.0; SPSS, Chicago,lllinois, A.B.D)

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

Biliriibin ve Ginkgo Alkaloid Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Astrosit hiicre kiiltiirtine farkli konsantrasyonlarda biliriibin uygulandiktan
sonra 48. saatte hiicre canlilig1 belirlendi. Sonuclar uygulanan konsantrasyon: %
hiicre canliligi+standart sapma olarak verildi. Sirasiyla 400 uM: % 19.9+1.5, 200
uM: % 23.5+£1.5, 100 uM: % 25.3+£1.5, 80 uM: % 31.7+£3.1, 60 uM: % 33.5+ 4.1, 40
uM: % 37.1+1.5, 20 uM: % 41.6£1.5, 10 uM: % 50.7+1.5, 8 uM: % 57+£2.7, 5 uM:
% 60.6+4.1, 4 uM: % 69.7£1.5, 2 uM: % 75+£1.4, 1 uM: % 79.7+1.5 ve 0.5 uM: %
82.4+1.5 saptand1 (Sekil 5). Astrosit hiicrelerinin % 50’sine toksik etkili olan indirekt
biliriibin konsantrasyonu (TCsp) 10 uM olarak tespit edildi. Sitotoksisite, apopitozis
deneylerinde 10 uM konsantrasyonu kullanilda.
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Sekil 5 : Uygulanan biliriibin konsantrasyonlart ve TCsq degeri

Astrosit hiicre kiiltiiriine farkli konsantrasyonlarda EGB-761 uygulandiktan
sonra 48. saatte hiicre canliligr belirlendi. Sonuclar uygulanan konsantrasyon: %
hiicre canlilig1 + standart sapma olarak verildi. Sirasiyla 60 pg/ml: % 62.3+6.6, 40
ug/ml: % 79.7+£2.5, 20 pg/ml: % 86.9+4.3, 10 pg/ml: % 99.9+4.3, 8 pg/ml: %
101.4+6.6, 6 pg/ml: % 104.3+£8.6, 4 pg/ml: % 104.3+£7.5, 2 pg/ml: % 105.7+£9.0, 1
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ug/ml: % 105.7+2.5 ve 0.5 pg/ml: % 110.14+2.5 saptand: (Sekil 6). Ginkgo alkaloidi
icin hiicre canliligin1 %100 ve en fazla (%110) arttiran degerler sirastyla 10 pg/ml,
0.5 upg/ml olarak belirlendi ve sitotoksisite Ol¢iimiinde bu konsantrasyonlar
kullanild1. Apopitozis deneylerinde ise daha etkin olan ginkgo alkaloidinin 10 ug/ml

konsantrasyonu kullanildu.
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Sekil 6: Uygulanan ginkgo alkaloid konsantrasyonlari
Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Gruplarin  hiicre canliligi 48. saatte degerlendirildi. Baslangictaki hiicre
canliligi %100 olarak kabul edildi. Kontrol grubunda hiicre canliliginin baslangica
gore %147.1425.2°ye ulastigs, biliriibin®® grubunda ise baslangigtaki hiicrelerin
9%69.9+5.7 sinin canl kaldigi gdriildii. Kontrol grubuna gére biliriibin'® grubunda
hiicre canliligindaki azalma istatistiksel olarak anlamli saptandi (p< 0.001). Hiicre
canhihgimin ginkgo™ grubunda %151.5+14.8, ginkgo® grubunda %162.7+10.3’¢
ulastig goriildii. Biliriibin®® grubuna gére kontrol, ginkgo® ve ginkgo® gruplarinda
hiicre canliligindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptandi (p< 0.001).
Biliriibin'%+ginkgo™® grubunda hiicre canhihigimin baslangica gore %117.9+16.4,
biliriibin'%+ginkgo®> grubunda %105.5+12.3, ginkgo®>+biliriibin®® grubunda
%134.4+18.8, ginkgo'%+biliriibin'® grubunda %147.2+10.2’ye ulastigi goriildii.

Ginkgo'%+biliriibin® ve ginkgo®*+biliriibin™ gruplarinda hiicre canliligindaki artig

28



kontrol grubuna gore farkl degildi (p>0.05). Kontrol grubu ile biliriibin'®+ginkgo™
ve biliriibin'®+ginkgo®® gruplar arasinda hiicre degisimi acisindan anlamli fark

saptandi (sirasiyla p- 0.039, p- 0.001) (Tablo 2, Sekil 7 ve 8).

Tablo 2: Gruplarin hiicre canliligindaki degisim (%)

Gruplar* Hiicre canhhgindaki degisim (%)
Kontrol 147.1£25.2
Biliriibin®® 69.9+5.7"
Biliriibin**+ginkgo™ 117.9+16.4
Biliriibin'®+ginkgo®® 105.5+12.3%
Ginkgo™ 151.5+14.8°
Ginkgo®® 162.7+10.3%
Ginkgo™+biliriibin™® 147.2410.2*
Ginkgo®*+biliriibin™ 134.4+18.8

*Tum gruplar 0-48. saat hiicre canlihiginda degisim agisindan karsilastirildiginda (p < 0.001).
*Biliriibin'® grubunda hiicre canliligindaki degisim biliriibin'®+ginkgo®® haric tiim gruplarla
karsilagtirildiginda (p< 0.001), biliriibin'*+ginkgo®® ile karsilastirildiginda (p = 0.005).

£ Biliriibin'®+ginkgo'® grubunda hiicre canhihgindaki degisim kontrol, biliriibin'® gruplar1 ile
karsilagtirildiginda (sirasiyla p = 0.039, p< 0.001).

& Biliriibin'*+ginkgo®® grubunda hiicre canliligindaki degisim kontrol, biliriibin'® gruplari ile
karsilastirildiginda (sirasiyla p = 0.001, p = 0.005).

¥ Ginkgo™® grubunda hiicre canliligindaki degisim biliriibin®, biliriibin'+ginkgo™,
biliriibin'%+ginkgo®® gruplari ile karsilastirldiginda (sirastyla p< 0.001, p= 0.011, p< 0.001).
% Ginkgo®™® grubunda hiicre canliligindaki artig biliriibin'®, biliriibin’®+ginkgo, biliriibin'®+ginkgo®®
gruplar ile kargilagtirildiginda (p< 0.001).

£ Ginkgo™+biliriibin® grubunda hiicre canliligindaki artis biliriibin®, biliriibin'®+ginkgo®,
biliriibin'*+ginkgo®® gruplar ile karsilastirildiginda (sirasiyla p< 0.001, p= 0.038, p= 0.001).
£ Ginkgo®*+biliriibin'® grubunda hiicre canlihgindaki artis biliriibin'®, biliriibin'%+ginkgo®®

gruplan ile karsilastirildiginda (sirasiyla p< 0.001, p = 0.043).
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Sekil 7 : Gruplarin hiicre canliligindaki degisim
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Sekil 8: Sifirinci ve 48 saatlerde gruplardaki hiicre sayilarinin degisimi

Apopitozisin Degerlendirilmesi

Astrosit hiicrelerindeki apopitozis 48. saatte degerlendirildi. Kontrol grubunda
apopitozis (Sekil 9-A) % 4.1£0.6, biliriibin’® grubunda (Sekil 10) %19.1+2.3,
ginkgo™® grubunda (Sekil 9-B)  %5.2+0.9, ginkgo *+biliriibin'® grubunda (Sekil 11)
%9.2+1.6, biliriibin'®+ginkgo'® grubunda (Sekil 12) %10.7+1.6 saptand:. Biliriibin®
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grubundaki apopitozis kontrol, ginkgo®, ginkgo™+biliriibin'®, biliriibin'®+ginkgo™
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p< 0.001).
Ginkgo'%+biliriibin®® grubundaki  apopitozis  kontrol, ginkgo® grubu ile
karsilastirldiginda ve apopitozisteki azalma biliriibin®® grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p<0.001, p-0.005, p<0.001).
Biliriibin'%+ginkgo® grubundaki apopitozis kontrol, ginkgo'® grubu ile
karsilastirildiginda ve apoptozisteki azalma biliriibin™® grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p< 0.001). Kontrol grubu, ginkgo™ grubu ile
karsilastinldiginda  ve  biliriibin'%+ginkgo™ ile  ginkgo'®+biliriibin'®  grubu

karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p>0.05) (Tablo 3, Sekil 13).

Sekil 9 : Kontrol (A) ve ginkgo' (B) grubunda TUNEL boyama ile astrosit
hiicreleri.
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Sekil 10 (A, B): TUNEL boyama ile astrositlerde indirekt biliriibine bagl apoptozis
(x40).
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Sekil 12 (A, B): Biliriibin'’®+Ginkgo™ grubunda TUNEL boyama ile astrosit

hiicreleri (x40).
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Tablo 3: Gruplarin astrosit hiicrelerindeki apopitozisin degerlendirilmesi

Gruplar Apopitozis (%)
Kontrol 4.1+0.6
Biliriibin® 19.1+2.3*
Ginkgo™ 5.2+0.9
Ginkgo'+biliriibin™® 9.2+1.6"
Biliriibin**+ginkgo™ 10.7+1.6°

* Biliriibin grubundaki apopitozis kontrol, ginkgo™, ginkgo™+biliriibin™®, biliriibin'*+ginkgo™
grubu ile karsilagtirildiginda (p< 0.001).

* Ginkgo™+biliriibin'® grubundaki apopitozis kontrol, ginkgo® grubu ile karsilastirildiginda ve

apopitozisteki azalma biliriibin’® grubu ile karsilastirildiginda (sirastyla  p<0.001, p = 0.005,
p< 0.001).

¥ Biliriibin'®+ginkgo™ grubundaki apopitozis kontrol, ginkgo™® grubu ile karsilastirldiginda

ve apopitozisteki azalma biliriibin™ grubu ile karsilastirildiginda (p< 0.001).
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Kontrol Biliribin 10 Ginkgo 10  Biliriibin 10 +  Ginkgo 10+
Ginkgo 10 Biliribin 10

Gruplar

Sekil 13: Gruplarin astrosit hiicrelerindeki apopitozisin degerlendirilmesi
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TARTISMA

Siklikla fizyolojik bir durum olan yenidogan sariliginda, biliriibinin fizyolojik
diizeylerde antioksidan o6zellik gosterdigi ve noroprotektif oldugu bildirilmektedir
(2,4,6,17,37). Serbest biliriibin 70nM’{in altindaki konsantrasyonda SSS hiicrelerini
oksidatif hasara kars1 korumaktadir (2,60). Dore ve Synder (61) 25 nM ve 50 nM
konsantrasyonlardaki biliriibinin hipokampal hiicreleri hidrojen peroksite karsi
korudugunu gostermislerdir. Ancak yenidoganlarda ozellikle de prematiirelerde
hepatik glukronil transferaz enzimi ve hepatik transportun yetersiz, eritrosit yikimi ve
enterohepatik dolasimin artmig olmasi serum biliriibininin hizli artigina neden
olmaktadir. Ciddi hiperbiliriibinemiye bagli olarak yenidoganlarda geri doniistimli
biliriibin ensefalopatisi, biliriibin yiiksekligi devam ederse kalici norolojik hasar olan
kernikterus gelisebilmektedir (2,4,37).

Yenidoganlarda biliriibin diizeyi arttik¢a sitotoksisite riski artmaktadir. Total
biliriibinin 19-24 mg/dl, 25-29 mg/dl ve 30-40 mg/dl diizeylerinde sirasiyla %8, %33
ve %73 oraninda Kkernikterusa sebep olabilecegi bildirilmistir (6). Serebellum,
ozellikle purkinjye hiicreleri, serebellar ve 4. vetrikiil duvarindaki nukleuslar, bazal
ganglionlar, hipokampus, kranial sinir nukleuslar1 biliriibine kars1 daha duyarli olan
bolgelerdir. Bu boélgelerin tutulumu sonucunda olusan koreatetoid serebral palsi,
yukar1 bakis paralizisi ve sagirlik hiperbiliriibinemiye bagli olusan beyin hasarinin en
1yi tanimlanan sekelleridir (3). Total biliriibin diizeyi 20 mg/dl ve iizerinde olan term
ve smirda term yenidoganlarda yapilacak caligmalarda kernikterusun tanimlanmasi
i¢cin norofizyolojik isitme testi (BAEP), MR ve norolojik muayenede anormal kas
tonusu kullanilabilir (39). BAEP’teki anormallikler isitsel sinir sistemindeki
elektrofizyolojik degisiklikleri gostermektedir ve ndroanatomik, biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal degisikliklerle korelasyonu 1iyidir. BAEP, biliriibinin
indiikledigi norolojik disfonksiyonda isitme disfonksiyonunun degerlendirilmesinde

¢ok duyarli ve objektif bir testtir (32,37).

Indirekt biliriibin, hem astrosit hem néoronlar icin diisiik diizeyde antioksidan,
yiiksek diizeyde sitotoksik etkili oldugundan, hiicre i¢i konsantrasyonu diisiik
seviyede tutulmalidir (4). Kan-BOS bariyeri, BOS’tan kana biliriibinin atilmasi,
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oksidasyon ve konjugasyonla biliriibinin toksik olmayan molekiillere doniistiiriilmesi

ile santral sinir sistemi indirekt biliriibinin toksik etkilerine kars1 korunmaktadir (37).

Biliriibini okside eden enzimler beyin, bagirsak, karaciger ve bdbregin
mitokondri membraninda bulunmaktadir.  Klinik  deneyimler biliriibin
norotoksisitesine yenidoganlarin daha duyarli oldugunu gostermistir. Bu durum
immatiir beyin dokusunda biliriibin oksidaz aktivitesinin matiir beyin dokusuna gore
daha az olmasi ile agiklanmaya calisilmistir. Biliriibin oksidaz aktivitesinin genetik
olarak heterojen olmasi, biliriibine kars1 duyarliligin bireysel olarak farkli olmasini
aciklayabilmektedir. Biliriibin oksidaz, ticari olarak elde edilebilen bir preperattir ve
yenidogan sariliginda biliriibinin detoksifikasyonu i¢in yeni bir tedavi yaklasimidir
(23,35).

Bilirlibin toksisisitesinde ana hedef glial hiicreler ve ndéronlardir. Sinir
hiicrelerinden noronlarin biliriibinin toksik etkisine astrositlerden daha duyarh
oldugu distiniilmektedir (5,43,62). Beyinde en yogun hiicre toplulugu olan
astrositler, néronlara metabolik, trofik destek sagladiklar1 ve kan-beyin bariyerinin
olusumuna katkida bulunduklar1 i¢in santral sinir sisteminin korunmasinda kritik
Onem tasiyan hiicrelerdir. Kan-beyin bariyerinin hasarinda biliriibine ilk maruz kalan
hiicreler astrositlerdir (5,44,62,63). Biliriibini hiicre disina atan pompanin artmis
ekspresyonu, yiiksek antioksidan kapasiteleri nedeniyle astrositlerin biliriibinin
olusturdugu oksidatif hasara noronlardan daha direngli oldugu ve noronlar1 toksik
hasardan korudugu bildirilmistir (5,44). Deneysel olusturulan bir ¢ok kernikterus
modellerinde astrositler kullanilmistir (5,33,34,43). Kumral ve arkadaslar1 (63)
biliriibinin sitotoksik etkisiyle hasarlanan astrositlerin, biliriibin ensefalopatisinin
patogenezinde O6nemli oldugunu belirtmislerdir. Yukarida sozii edilen tim bu
bulgulara dayanilarak ciddi hiperbiliriibinemi sirasinda gelisen ensefalopatide
astrositlerin 6nemli role sahip oldugu ve gelecekteki tedavi modellerinde astrositlerin
potansiyel hedef olacagi diislinlilmektedir. Toksikolojik ve norotoksikolojik
caligmalar i¢in ¢ok kullanigli olan primer hiicre kiiltiir sistemleri ayrica farkli ndron
hiicrelerinin toksinlere farkli duyarliliginin degerlendirilmesinde de kullanilmaktadir
(47). Biz de galismamizda biliriibinin toksik etkisini degerlendirmek i¢in astrositleri

kullandik.
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Biliriibinin biyolojik sistemlere toksik etkisi i¢in bir¢ok mekanizma One
stiriilmiis; ancak tam olarak agiklanamamistir (3,25). Temel hiicresel mekanizma,
oksidatif fosforilasyonun inhibisyonudur (6,25). Oksidatif stres, sinir sisteminde
serebral iskemi, eksitotoksisite ve norodejeneratif slireglerin gelisiminde énemli rol
oynamaktadir (44). In vitro galismalarin meta-analizi, serbest biliriibinin mitokondri
fonksiyonlarmni ve astrositlerin canliligint bozdugunu, ndronlarda apoptozisi
indiikledigini gostermistir (3,39). Kumral ve arkadaslarinin ¢alismasinda (63) kaspas
3 aktivasyonunun, biliriibine bagli gelisen apoptoziste rol oynadigi bildirilmistir.
Ayrica bilirlibin, kalsiyum dengesi ve enerji metabolizmasint etkileyerek sinir
hiicresi i¢in 6nemli bir iyon pompasi olan Na-K ATPaz’in aktivitesini azaltmakta; bu
durum hiicreye glutamatin geri alimini onleyerek eksitotoksisite ve apopitozis ile
sonuglanmaktadir. Hiicre membranina baglanan biliriibin monomer ve oligomerleri
membran hasari1 olusturup membran gegirgenligini arttirarak sitokrom ¢ salinimina
ve apopitozis ile hiicre 6liimiine neden olmaktadir (26). Enzim sistemleri ve birgok
hiicresel islevin diizenlenmesi igin gerekli protein/peptid fosforilasyonunun
inhibisyonu (25), yapisal ve hiicre iskeleti hasarini igeren morfolojik degisiklikler,
iyon dengesizligi, inflamatuar sitokinlerin salinimi, néron gelisiminin bozulmasi

biliriibin nérotoksisitesini agiklayan diger mekanizmalardir (43).

Iskemik atak, status epileptikus, travmatik beyin hasar1 gibi bir ¢ok ndrolojik
bozuklukta hasar NMDA kanal aktivasyonu ile gerceklesmektedir (32). Astrositlerin
indirekt biliriibine maruziyeti glutamatin geri aliminin 6nlenmesine, sinaptik aralikta
uzun siire kalmasina sebep olmaktadir (33). Glutamat artistyla NMDA reseptorleri
asir1 uyarilinca (eksitotoksisite) hiicre igine asirt Na*, Ca®*, CI” ve su girisi olmakta;
bu durum hiicrenin sigmesi, apoptozis ve nekrozis ile sonuglanmaktadir (4,28).
Beyinde eksitatdr aminoasit reseptorlerinin bulundugu bdlgeler ile biliriibine baglh
beyin hasar1 olan bolgeler benzerdir (3). Mc Donald ve arkadaglar1 (3), NMDA’nin
intraserebral enjeksiyonu ile sarilikli Gunn ratlarin beyinlerinde sarilikli olmayanlara
gore cok daha belirgin hasar oldugunu histolojik olarak gostermis; selektif ve
nonkompetetif NMDA kanal antagonisti MK-801 ile akut biliriibin toksisitesinin
histolojik bulgularinda azalma saptamiglardir. Grojean ve arkadaglar (42) da MK-
801’in biliriibin ndrotoksisitesine karsi koruyucu etkisini gostermislerdir. Ancak

Shapiro ve arkadaslar1 (32) MK-801’in BAEP’e etkisi olmadigini bildirmislerdir.
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Llansola ve arkadaslar1 (64) L-karnitinin noron hiicre kiiltiirlinde glutamatin
indiikledigi toksisiteyi Onledigini, Tastekin ve arkadaglari (42) L-karnitinin
biliriibinin indiikledigi noronal hiicre Oliimiine kars1 koruyucu etkili oldugunu

gostermislerdir.

In vitro ¢alismalarda serbest biliriibinin norotoksik etkisi igin esik degerin 71-
770 nM arasinda degisen genis bir aralikta oldugu gosterilmistir (2,31,37).
Biliriibinin esik degerinin bu kadar genis bir aralikta olmasi, farkli metod, hiicre
fonksiyonlart ve maturasyonu, kiiltiirde bekleme siirelerinin degisik olmasindan
kaynaklanabilmektedir (2). Tastekin ve arkadaslarinin c¢alismasinda (42) primer
serebellar hiicre kiiltiirtine indirekt bilirtibin 0.01 uM, 0.1 uM, 1 uM, 10 uM, 100
uM, 1000 uM konsantrasyonlarda uygulanmis; hiicrelerin yaklagik %50’sine toksik
olan konsantrasyon (TCsp degeri) 10 uM ve 100 uM saptanmustir. Calismamizda
primer astrosit hiicre kiiltiiriine indirekt biliriibini sirasiyla 0.5 uM, 1 uM, 2 uM, 4
uM, 5 uM, 8 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM, 200 uM ve 400
uM konsantrasyonlarda uyguladik ve TCsy degerini Berns ve arkadaglarinin (65),
Becerir ve arkadaglarinin (66) c¢alismalarindaki gibi 10 uM olarak tespit ettik.
Sitotoksisite, apoptozis deneylerinde biliriibinin 10 uM konsantrasyonunu kullandik.
Ostrow ve arkadaslarinin (2), Kumral ve arkadaslarmin (63), Becerir ve
arkadaglarmin (66) bildirdigi gibi biliriibin konsantrasyonu arttik¢a hiicre 6limii
oraninin arttigin tespit ettik. Dora ve Synder’in ¢alismasinda (61) gosterilen 25 nM

bilirlibin ile hiicre canliligindaki artis ise bizim ¢alismamizda saptanmadi.

Biliriibin diizeyi, hiperbiliriibineminin siiresi ve biliriibine maruz kalan sinir
hiicrelerinin gelisme déneminde olmasi hiicrelerde olusan toksisiteyi etkilemektedir
(39,62). Noronlarda biliriibine bagli hasarin astrositlere goére daha belirgin ve kalici
oldugu, astrositlerde ise daha ¢ok geri doniisiimli hasar olustugu gosterilmistir (5).
Silva ve arkadaglari (5) astrositlerde 171 uM, néronlarda 85.5 uM indirekt biliriibin
ile hiicre iskeleti hasari olustugunu gostererek ndron ve astrositlerin biliriibin
toksisitesine farkli cevap verdiklerini bildirmislerdir. Geng¢ ve arkadaslar1 (62) rat
oligodendrosit hiicre kiiltiiriinde 10 uM indirekt biliriibin ile 24., 48. ve 72 saatlerde
hiicre canliliginda anlamli bir azalma olmadigmni, 100 uM biliriibin ile belirgin

sitotoksik etki olustugunu saptamislardir. Grojean ve arkadaslari (31) ise primer
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ndron hiicre kiiltiiriine bilirlibin uyguladiktan 96 saat sonra TCsy degerini 1uM
bulmuslar ve 0.25 uM’de hiicre sayisinda artis saptamislardir. Calismamizda TCsg
degerinin Grojen ve arkadaslarininkinden daha yiiksek olmasinin (10 uM) néronlara

gore daha dayanikli olan astrositlerin kullanilmasina bagli oldugunu diistindiik.

Berns ve arkadaglari (65) rat kortikal noéron kiiltiiriinde biliriibine bagh
norotoksisitede TC50 degerini 10 puM olarak saptamiglar ve ibuprofenin

eklenmesiyle sitotoksisitenin anlamli olarak arttigini gostermislerdir.

Biliriibin norotoksisitesinin dnlenmesi i¢in birgok deneysel ¢alisma yapilmastir.
Shapiro ve arkadaslarinin (32) NMDA kanal anatagonisti MK-801’i, Tastekin ve
arkadaglariin (42) glutamat reseptoriiniin indiikledigi norotoksisiteyi 6nlemek igin
L-karnitini, Brito ve arkadaslarinin (28) oksidatif strese karsi glikoursodeoksikolik
asiti, Zhang ve arkadaslarinin (67) hiicre i¢i Ca artisin1 engelleyerek etki eden taurini,
Geiger ve arkadaslarmin (68) antiapoptotik ve antiinflamatuvar etkili minosiklini
kullandiklar1 c¢alismalar bunlardan birka¢ini olusturmaktadir. Brito ve arkadaslari
(43) hiicre icinde biliriibine bagli oksidatif gostergeler artarken glutatyon igeriginin
azaldigini, biliriibinin indiikledigi néron hiicre 6limi ile hiicre i¢i komponentlerin
oksidasyonunun paralel oldugunu, biliriibine bagli néronlarda olusan oksidatif hasara
kars1 glutatyon onciisii olan N-asetil sisteinin koruyucu etkisi oldugunu gostermisler;
glutatyonun biliriibinin indiikledigi oksidatif hasarda yeni bir tedavi yaklagimi
olabilecegini belirtmislerdir. Becerir ve arkadaslarmin g¢alismasinda (66) primer
astrosit hiicre kiiltiiriinde biliriibinin sitotoksik etkisini 6nlemek i¢in proflaktik olarak
dokosaheksaenoik asit kullanilmis ve bilirlibin grubuna gore hiicre canliliginin
arttigi, apopitozisin azaldigi saptanmistir. Bizim ¢alismamizda hem proflaktik hem
de tedavi edici olarak uygulanan EGB-761’in primer astrosit hiicre kiiltiiriinde hiicre
canliliginda anlamh artis ve apopitoziste anlamli bir azalmaya yol agarak biliriibin

sitotoksisitesini azalttig1 saptandi.

Geleneksel Cin tibbinda iirogenital sistem, akciger, beyin hastaliklart ve
dolasim bozukluklarinda tedavi amaciyla kullanilan ginkgo biloba, %22-27 oraninda
flavanoid ve %5-7 oraninda terpenoid igerigine sahiptir (8,9,13,48,50). Ginkgo
bilobanin etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmese de, ekstrenin heterojen yapisina

bagl ¢oklu etkileri oldugu bildirilmektedir (69). Kardiyovaskiiler sistemde arter, ven
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ve kapiller perfiizyonu, eritrosit ve trombositleri etkiledigi, gii¢lii vazorelaksan ve
antiagregan etki sagladig1 gosterilmistir (48,69). Santral sinir sisteminde hipokampal
noron hiicrelerinde B-amiloidin indiikledigi toksisiteye karsi serbest radikal iiretimi
ve apopitozisi Onleyerek koruyucu etkili oldugu; rat serebellar néronlarda hidrojen
peroksitin olusturdugu oksidatif stresi azalttigi; serebellar graniiler hiicrelerde
hidroksil radikallerine bagli artan lipid peroksidasyonunu doza bagimli olarak inhibe
ettigi gosterilerek oksidatif hasara karst koruyucu, serbest radikalleri temizleyici
etkisi oldugu bildirilmistir (10,11,70). Makrofajlarda iINOS ekspresyonu ve NF-
kB’yi baskilayarak NO iiretimini azalttigi; feokramasitoma hiicrelerinde doza
bagimli olarak reaktif oksijen {iirlinlerinin (ROS) indiikledigi apoiptozisi azalttiy;
intestinal iskemi ve reperflizyon hasarina bagli lipid peroksidasyonu {iriinii
malondialdehit (MDA) {iretimini inhibe ettigi rapor edilmistir (9,13,55).
Calismalarda EGB-761’in antioksidan 6zelliginin flavonoid igerigi ile saglandig:
vurgulanmaktadir (8,9,14). Literatiir taramalarinda antioksidan, antiapoptotik,
noroprotektif etkisi gosterilen ginkgo bilobanin, santral sinir sisteminde NMDA
kanal aktivasyonu, oksidatif hasar, hiicre i¢i kalsiyum artis1, nekroz, apopitozis ve
inflamasyon  yoluyla toksik etkili olan biliriibin norotoksisitesine  karsi
calistimadiginmi gordiik (3,6,28,32,67,68). Calismamizda biliriibin norotoksisitesini

onleme ve tedavi etmede ginkgo bilobanin etkisini arastirdik.

Calismamizda ginkgo bilobanin farkli dozlarinda astrosit hiicrelerine etkisini
arastirdik. Sirasiyla 60 pg/ml, 40 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml, 8 pg/ml, 6 ng/ml, 4
pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 pg/ml dozlarinda EGB-761’1 astrosit hiicre kiiltiirii
ortamina uyguladik; 10 pg/ml dozunda yaklasik %100, 0.5 pg/ml dozunda %110
hiicre canlilig1 elde ettik. Bu doz literatiirde de etkili doz araliginda bildirilmektedir
(8). Bastianetto ve arkadaslari (10) mikst hipokampal hiicre kiiltiiriinde beta amiloide
bagli norotoksiste olusturulduktan sonra EGB-761’in, 10ug/ml ve 100ug/mi
dozlarinda uygulanmasiyla apoptozisin onlendigini gostermislerdir. Calismamizda
kontrol grubunda hiicre canliliginin baglangica gore %147.14£25.2°ye ulastigi,
biliriibin'® grubunda ise hiicre canliliginin azaldigi (%69.9+5.7) goriildii. EGB-
761’in proflaktik uygulanmasinda ginkgo®>+biliriibin'® grubunda %134.4+18.8,
ginkgolo+bilirijbin10 grubunda %147.2+10.2 oraninda hiicre canlilig1 saglanarak

noroprotektif etki gosterildi. Benzer sekilde EGB-761 biliriibin sitotoksisitesi
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olusturulduktan sonra tedavi amaciyla uygulandiginda biliriibin'’+ginkgo™ grubunda
%117.9+16.4, biliriibin'®+ginkgo®® grubunda % 105.5+12.3 oraminda hiicre canlilig:
saglanarak noroprotektif etki gosterildi. Sonug¢ olarak EGB-761’in hem proflaktik

hem tedavi edici olarak uygulanmasiyla noéroprotektif etki saglandigi gosterildi.

Oyama ve arkadaslarinin yaptig1 seri birka¢ calismada ginkgo bilobanin
noroprotektif etkisi agik bir sekilde ortaya konmustur. Bu seri ¢aligmalarin ilkinde
(71), ratlardan elde edilen serebellar noron hiicre kiltiirine 0.1-3 pg/ml
konsantrasyonlarinda uygulanan EGB-761’in doza bagimli olarak istirahat halindeki
hiicrede olusan hidrojen peroksit igerigini ve reaktif oksijen radikallerinin olusumunu

azalttig1 gosterilmistir.

Noronlarda  iskemi, biliriibin  yiiksekligi sonucu gelisen glutamat
norotoksisitesi ve hiicre icginde kalsiyum artisi hiicre oliimiinde onemli rol
oynamaktadir (31,72). Oyama ve arkadaslarinin (72) diger bir ¢alismasinda, 3 pg/ml
dozunda uygulanan ginkgo biloba ekstresinin memeli beyin néronlarinda Ca’un
indiikledigi oksidatif metabolizma artisin1 baskiladigi saptanmistir. Kanada ve
arkadaglarinin bir ¢aligmasinda (73) 10 ve 30 pg/ml konsantrasyonlarinda ginkgo
biloba ekstraktlarinin, rat serebellar noronlarinda glutamat reseptorii agonisti kainata

bagli hiicre i¢i Ca artisin1 anlamli olarak azalttig1 bildirilmistir.

Oyama ve arkadaslarinin baska bir ¢alismasinda (70) ise noronlarin hidrojen
peroksitten 6nce 10 pg/ml ginkgo biloba ile muamele edilmesi, noéron 6liimiindeki
artist  biiyiilk  Olclide  geciktirmistir.  Calismamizda  biliriibin ~ sitotoksisitesi
olusturulmadan 6nce rat astrositlerine hem 0.5 pg/ml hem 10 pg/ml konsantrasyonda
ginkgo biloba uygulamasimin hiicre canliligini arttirdifi ve apopitozisi azalttigi

gosterildi.

Serbest radikallerin hiicredeki fosfolipid ve poliansatiire yag asitlerine etki
ederek olusturdugu doymamis aldehitler olan protein karbonilleri ve HNE, sirasiyla
protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu igin spesifik gostergeler olup; toksik
etkileri nedeniyle apopitozis ile hiicre Oliimiine sebep olmaktadirlar (26,28).
Oksidatif hasarin arttigi durumlarda, serbest radikallerin uzaklastirilmas: tedavi

stratejisinde olmalidir (9). Brito ve arkadaslar1 (26,28) primer rat astrosit hiicre
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kiiltiriinde biliribinin, serbest radikal olusumunu, protein oksidasyonu ve lipid
peroksidasyonunu arttirarak oksidatif stresi indiikledigini, antioksidan defansi ve
hiicre canliligmi azalttigini, glikoursodeoksikolik asit (GUDCA) ile biliriibinin

olusturdugu oksidatif hasarin 6nlenebildigini gostermislerdir.

Ginkgo bilobanin, biyomebranlar1 oksidatif strese karsi korudugu ve serbest
oksijen radikallerini tutarak hiicre kaybim azalttig1 bildirilmektedir (50,54). EGB-
761, etyolojisinde oksidatif hasarin gosterildigi Alzheimer ve ndronal hipokside
tedavi edici ajan olarak kullanilmaktadir (9). Ginkgo bilobanin igindeki flavanoid
fraksiyonun, siiperoksit anyonu, hidroksil, lipid peroksit radikalleri gibi oksijen
radikallerinin temizlenmesinde 6énemli roli oldugu saptanmistir (54). Yagmurca ve
arkadaglar1 (50) ratlarda sisplatin ile indiiklenmis bobrek hasarini ginkgo bilobanin
diizelttigini saptamislardir. Ginkgo bilobanin bu etkiyi antioksidan aktivitesi,
stiperoksit ve hidroksil radikallerini yakalayarak hiicreleri lipid ve protein
oksidasyonuna kars1 korumasi, platelet aktive edici faktoriin inhibisyonu, kan
dolagimini arttirip hiicrelerin oksijen kullanimina ve toksinlerin atilmasina olanak
saglayarak gerceklestirdigi  diistinilmistir (50). Zhou ve arkadaglar1 (55)
bilobalidlerin doza bagimli olarak ROS’un indiikledigi apopitozisi azalttigini
gostermiglerdir. Kumral ve arkadaglar1 (63) fare astrosit hiicre kiiltiiriine 1s1 ile
inaktive edilmis hiperbiliriibinemik serumu farkli konsantrasyon (% 1-20) ve farkh
stirelerde (24, 48 ve 72. saatlerde) uygulamislar; sitotoksisite ve apopitozisin zamana

ve konsantrasyona bagli olarak arttigini1 gostermislerdir.

Biliriibine bagli apopitotik hiicre oliimiiniin NMDA reseptor aktivasyonu
sonucu olusan eksitotoksisite, mitokondri fonksiyonlarinin bozulmasi, proapopitotik
Bax translokasyonu, Na-K ATPaz aktivitesinde azalma, hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin
artis1, oksidatif strese bagh lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu, hiicre ici
sitokrom c artisi, hiicre iskeletinin bozulmasi ile gelistigi diistiniilmektedir
(4,5,26,31,34,42,74). Calismamizda biliriibin sitotoksisitesini onlemek amaciyla
kullandigimiz  EGB-761’in literatiirde =~ mitokondrial fonksiyonlar1 koruyarak,
proapopitotik kaspaz-3, Bax, c-Myc ve p-53’i azaltarak, antiapopitotik Bcl-2
aktivitesini arttirarak, eksitotoksik hasardan koruyarak, antioksidan enzim

aktivitelerinin artistyla oksidatif hasardan koruyarak, lipid peroksidasyonunu
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azaltarak antiapopitotik etkili oldugu bildirilmistir (11-12,53,55,75). Calismamizda
biliriibine bagli apopitotik hiicre 6limii TUNEL boyama yontemiyle degerlendirildi.
Astrosit hiicre kiltiirinde 10 uM  konsantrasyonda indirekt biliriibinin, kontrol
grubuna gore bes kat fazla (%4.1+0.6’ya karsilik %19.1+2.3) apopitozis olusturdugu ve
10 pg/ml konsantrasyonlardaki ginkgo alkaloidin profilaktik (%9.2+1.6) ve tedavi
edici (%10.7+1.6) olarak kullanilmasi ile apopitozisin azaldigi saptandi. Biliriibinin
hiicre 6liimiinii belirgin arttirdigini, biliribinden 6nce proflaktik, biliriibinden sonra
tedavi edici olarak verilen ginkgo bilobanin hiicre 6liimiinii anlaml1 olarak azalttigini

saptadik.

Aerobik metabolizma sirasinda, normal hiicre fonksiyonun bir parcasi olarak
stirekli olusan serbest radikallerin neden oldugu oksidatif strese karsi hiicrelerin
korunma mekanizmalar: bulunmaktadir. Viicuttaki oksidan ve antioksidan sistemler
arasindaki denge oksidan gii¢ler lehine bozuldugunda hiicre ve doku hasart meydana
gelmekte, oksidatif stresle iliskili hastaliklar olusmaktadir (76,77). Dokularda
oksidatif hasara kars1 antioksidan enzim sistemleri SOD, CAT, GPx’dir. Enzimatik
olmayan endojen antioksidanlarin en 6nemlilerinden biri ise glutatyondur (44,78).
Oksidatif hasarin Onlenmesinde hayati 6nemi olan SOD, siiperoksitin H»0,’ye
dismutasyonunu hizlandirir ve birincil savunmada rol alir. Daha sonra CAT enzimi
olusan H,0;’yi H,O ve O;’ye doniistiirerek detoksifiye eder. GPx hiicrelerde olusan
hidroperoksitlerin uzaklastiran ve intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan

koruyan en 6nemli enzimdir (76).

Dokuda GPx, SOD ve CAT aktivitesinde azalma serbest radikal olusumunun
indirekt gostergesidir (54). EGB-761’in Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda rat
hipokampusunda ve ileusta rat ileumunda SOD, CAT gibi antioksidan enzim
aktivetelerini ve fare karacigerinde glutatyon rediiktaz aktivitesini arttirdigi
bildirilmistir (79-81). Iraz ve arkadaslarinin g¢alismasinda (54) bleomisine bagl
akciger fibrozisi olusturulan ratlarda SOD ve CAT aktivitesinin azaldigi; ginkgo
bilobanin bu enzimlerin aktivitelerini arttirdig1 gosterilmistir. Liu ve arkadaslar1 (9)
intestinal iskemi/reperfiizyonla indiiklenen akciger hasarimi EGB-761’in, SOD
aktivitesini arttirarak, MDA diizeyi ve myeloperoksidaz aktivitesini azaltarak, NO

olusumunu siiprese ederek azalttigin1 gostermislerdir.
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Keskin ve arkadaglarinin ¢alismasinda (76) ratlarda biliriibinin oksidatif stresi
arttirdigr; SOD, CAT, GR, glutatyon s-transferaz aktivitelerini ve glutatyon diizeyini
diisiirdiigii, GPx ve myeloperoksidaz aktivitesini arttirdig1 saptanmis. Bu ¢alismada
L-karnitinin, lipid peroksidasyonu, GPx, myeloperoksidaz, glutatyon s-transferaz
aktivitelerini azaltirken, SOD, CAT, GR aktivitelerini ve glutatyon diizeyini arttirdig1
gosterilmis ve L-karnitinin biliriibin toksisitesinin tedavisinde kullanilabilecegi
sonucuna vartlmig. Giileg ve arkadaslarinin  ¢alismasinda (49) sisplatin
nefrotoksisitesi olusturulan sicanlarda azalan GPx aktivitesinin, EGB-761’in etkisi
ile arttig1 gosterilmistir. Antioksidan enzim aktiviteleri ¢alisilmamakla birlikte bu

calismada EGB-761’in ndroprotektif etkili oldugu gosterilmistir.

Oksidatif stres belirtegleri ile TNF-o salimimi ve NF-«kB’nin aktivasyonu
koreledir. Biliriibinin etkisi ile astrositler ve noéronlardan NF-kB ve mitojen aktive
edici protein kinazin araciligiyla TNF-o, IL-1p, IL-6 (interlokin alti) sekresyonu
artip inflamatuar reaksiyona sebep olmaktadir. Sitokinlerin astroglial hiicrelerin
Olimiinii indiikleyici etkisi vardir. Bu kaskadi bloke edecek ajanlarin indirekt

biliriibine bagli beyin hasarini 6nlenebilecegi diisiiniilmektedir (28,33).

NO, sinir sisteminde bir ¢ok fizyolojik ve patolojik siireglerden sorumlu tutulan
bir molekiildiir. Norolojik bozukluklarda artan NO’in kompleks IV ile reaksiyonuyla
mitokondrial solunum zincirinde geri dondstimli, siiperoksit anyonu ile
reaksiyonuyla peroksinitrite bagli geri doniisiimsiiz hasar olusmaktadir (54,82).
Yapilan ¢alismalarda biliriibinin iNOS ve nNOS yoluyla NO yapimini arttirarak
sitotoksisiteye yol agtigi gosterilmistir (62,83). Ginkgo biloba ile yapilan deneysel
caligmalarda; Liu ve arkadaslari (9) EGB-761’in, iNOS’un ekspresyonunu
engelleyerek intestinal iskemi-reperfiizyonla indiiklenen akciger hasarini azalttigini;
Iraz ve arkadaslar1 (54) serbest radikal stipiiriicii, antioksidan, antinitrozatif
etkileriyle akcigerlerde bleomisine bagli fibrozis gelisimini engelledigini; Varga ve
arkadaslar1  (84); INOS ekspresyonu inhibisyonuyla postiskemik kardiyak
fonksiyonlar1 diizelttigini; Kubota ve arkadaslari (14) ratlarda endotelde NO
regiilasyonunu saglayarak antihipertansif etki sagladigini; Park ve arkadaslari (13)
makrofajlarda ~ NF-«B’nin aktivasyonunu bloke ederek, lipopolisakkaritlerin
indiikledigi NO, COX2, TNF-a iiretimini inhibe ettigini gostermislerdir.
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Bastianetto ve arkadaslari (85) 10-100 pg/ml dozlarinda uygulanan EGB-
761’in  hipokampal hiicrelerde NO’in toksik etkilerini 6nledigini gostermislerdir.
Abdel-Kader ve arkadaslarinin ¢alismasinda (82) 10-100 pg/ml konsantrasyonlarinda
uygulanan EGB-761’in, mitokondri fonksiyonlarin1 diizelterek ve antinitrozatif
etkiyle noroprotektif etki sagladigi gosterilmistir. NO diizeyleri g¢alisiimamakla
birlikte bizim g¢alismamizda biliriibin norotoksisitesine karsi hem proflaktik hem
tedavi edici olarak 10 pg/ml dozunda uygulanan EGB-761 ile biliriibin
norotoksisitesine karsi noroprotektif etki saglanabilmistir. Calismamizda EGB-
761’in  antioksidatif, antinitrozatif ve antiapoptotik etkileriyle bilirlibin

sitotoksisitesini onledigi diisiiniildi.

Bu ¢aligmayla biliriibinin in vitro olarak astrosit hiicrelerine sitotoksisik etkili
oldugu ve ginkgo bilobanin biliriibinin sitotoksik etkilerini azalttigi gosterildi. Bu
calismada ginkgo bilobanin koruyucu etki mekanizmalar1 arastirilmamakla birlikte;
antioksidan, antiapoptotik, antiinflamatuvar, antinitrozatif ve eksitotoksisiteden
koruyucu etkileriyle biliriibin sitotoksisitesini 6nledigi diistiniildii. Gelecekte bu konu
ile ilgili yapilacak bagka calismalarla biliriibin toksisitesine karsi ginkgo bilobanin
koruyucu etki mekanizmalar1 ortaya konarak proflaksi ve tedavide kullanimi

mumkin olabilir.
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SONUCLAR

1. Astrosit hiicre kiiltiiriinde 0.5-400 pM konsantrasyonlarda uygulanan biliriibinin
0.5 uM konsantrasyonda en diisiik (%18), 400 uM konsantrasyonda en yiiksek (%80)
hiicre 6liimiine yol actig1, indirekt biliribin konsantrasyonu arttik¢a astrosit hiicre

Oliim oraninin arttig1 saptandi.

2. Astrosit hiicrelerinin % 50’sine toksik etkili olan indirekt biliriibin konsantrasyonu

(TCs0) 10 uM olarak saptandi.

3. Ginkgo alkaloidi i¢in hiicre canliligini %100 ve en fazla (%110) arttiran
konsantrasyonlar sirastyla 10 pg/ml, 0.5 pg/ml olarak belirlendi ve sitotoksisite

6l¢iimiinde bu konsantrasyonlar kullanildi.

4. Kontrol grubunda hiicre canliliginin baglangica gore %147.1£25.2°ye ulastigi,
biliriibin'® grubunda ise hiicre canliliginin yar1 yariya azaldigi (%69.9+5.7) goriildi.
EGB-761’in  proflaktik  uygulanmasinda  ginkgo®>+biliriibin®®  grubunda
%134.4+18.8, ginkgolOeriliﬁjbinlo grubunda %147.2+10.2 oraninda hiicre canlilig1
saglanarak noroprotektif etki gosterildi. Benzer sekilde EGB-761 biliriibin
sitotoksisitesi ~ olusturulduktan  sonra  tedavi amaciyla  uygulandiginda
biliriibin'%+ginkgo®® grubunda  %117.9+16.4, biliriibin'*+ginkgo®® grubunda %
105.5+12.3 oraninda hiicre canlilif1 saglanarak ndroprotektif etki gosterildi. Sonug
olarak EGB-761’in proflaktik kullaniminda daha belirgin olmak iizere, hem
proflaktik hem tedavi edici olarak uygulanmasiyla noroprotektif etki saglandigi
gosterildi (p<0.001, p<0.001).

5. Astrosit hiicre kiiltiirinde 10 pM konsantrasyonda indirekt biliriibinin, kontrol
grubuna gore bes kat fazla (%4.1+0.6’ya karsilik %19.1+2.3) apopitozis olusturdugu ve
10 pg/ml konsantrasyonlardaki ginkgo alkaloidin profilaktik (%9.2+1.6) ve tedavi
edici (%10.7£1.6) olarak kullanilmasi ile apopitozisin azaldig1 saptandi. Biliriibinin
hiicre Oliimiinii belirgin arttirdigim1  (p<0.001), biliriibinden o6nce proflaktik,
biliriibinden sonra tedavi edici olarak verilen ginkgo bilobanin hiicre oSlimiinii

anlamli olarak azalttigin1 saptadik (p<0.001, p<0.001).
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