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Ozet

Amag: Hipoksi-iskemi sonrasi reperflizyon-reoksijenasyon déneminde kii¢lik damar endotel hicrelerinde serbest radikallerin Uretimine neden olan
siklooksijenaz ve ksantin oksidazin aktive oldugu iki 6énemli yol tetiklenir. Ksantin oksidaz inhibitéri olan allopurinolin hipoksik iskemik
ansefalopatide néroprotektif olabilecedi gésteriimistir. Kaspaz-3 ve kaspaz-8 néronal apopitozda anahtar bir role sahiptir. Bu ¢alismada yenidogan
sicanlara hipoksi-iskemi sonrasi degisik dozlarda uygulana allopirinollin beyin dokusunda apopitozun énctl proteinleri olan kaspaz-3 ve kaspaz-
8 aktivitesine etkisi arastirildi.

Gereg ve Yontem: Calismada her gruba yedi guinliik 10 sigan alindi. Etik Kurul onayi (TIBDAM-25) alinan siganlarin sol karotis arteri baglanip 2,5
saat hipokside birakildi. Kontrol (S) ve hipoksi iskemi (H-) gruplarina ilaveten, bir gruba (AL48) 30 dak ve 12 saat sonra, bir gruba da (AL72) 30
dak ve 12 saate ilaveten 24 saat sonra 24 mg/kg dozda allopurinol periton igine uygulandi. Son ila¢ uygulanmasindan 24 saat sonra si¢anlar
kafalar kesilerek beyin dokusunda kaspaz-3 ve kaspaz 8 aktivitelerine bakildi.

Bulgular: Tim gruplarin kendi sag ve sol beyin kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktiviteleri arasinda fark yoktu (p>0,05). H-I, AL48 ve AL72 gruplarinin her
iki beyin kiiresindeki kaspaz-3 ve kaspaz-8 diizeyleri kontrol grubuna gére belirgin yiiksekti (hepsi igin p=0,0001). Ancak AL48 grubu ile H-i grubu
arasindaki kaspaz diizeyleri farklilik géstermez iken (p>0,05), AL72 grubunda kaspaz diizeyleri hem Hi hem de AL48 grubuna gére daha diisiiktii
(sirasi ile p=0,0001, p=0,001).

Cikanimlar: Toplam 72 mg/kg allopirinol verilen hipoksik iskemik yenidogan siganlarin beyin dokularinda kaspaz-3 ve kaspaz-8 diizeylerinin
azalmasi, bu dozdaki allopUrinoliin hipoksik iskemik hasarda néronal apopitozu azaltarak etkili olabilecegini distindurmektedir. (Tiirk Ped Ars 2013;
48: 48-52)

Anahtar sézctikler: Allopirinol, hiopksi-iskemi, kaspaz-3, kaspaz-8, yenidogan sigan

Summary

Aim: During reperfusion period of hypoxia-ischemia, cyclooxygenase and xanthine oxidase pathways are induced. A xanthine oxidase inhibitor,
allopurinol has been shown to be neuroprotective in hypoxic- ischemic encephalopathy. Caspase-8 and caspase-3 have a key role in neuronal
apoptosis. We aimed to test repeated doses of allopurinol’s effect on caspase-3 and caspase-8 activities in newborn rats with hypoxic-ischemic
encephalopathy.

Material and Method: Seven days old newborn rats were taken and there were 10 rats in each group. After Ethical Committee was approved
(TIBDAM-25), rats were subjected to left carotid artery ligation and hypoxia (8% oxygen and 92% nitrogen) for two and half hours. Hypoxic ischemic
rats treated with 24 mg/kg allopurinol 30 minutes and 12 hours (AL48 group), and 30 minutes, 12 and 24 hours (AL72 group) after hypoxic- ischemic
insult. Twenty four hours after last dose, rats were decapitated. The others groups were sham and saline- treated hypoxic- ischemic
(H-I) group. Caspase- 3 and caspase- 8 activities were measured in both hemispheres.
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Results: There was no difference in caspase-3 and caspase-8 activities between right and left brain hemispheres in each group (p>0.05).
Caspase-3 and caspase-8 activities were significantly lower in sham group when compared to H-I group, AL48 and AL72 groups (all of it,
p=0.0001). Even though there were no difference activities of caspase- 3 and caspase- 8 between H-I group and AL48 group (p>0.05), activities
of caspase- 3 and caspase- 8 in AL72 group were significantly lower than H-I group and AL48 group (respectively p= 0.0001, p=0.001).
Conclusions: Decreased activities of caspase- 3 and caspase- 8 in AL72 group may suggest that totally dosage of 72 mg/kg allopurinol may be
effective for reducing neuronal apoptosis in newborn rats with hypoxic- ischemic insult. (Turk Arch Ped 2013; 48: 48-52)

Key words: Allopurinol, caspase-3, caspase-8, hypoxic-ischemia, newborn rats

Giris

Hipoksik iskemik ansefalopati yenidogan ddnemindeki
6lim ve uzun dénemde de nérolojik kayiplarin en dnemli
nedenlerinden biridir (1,2). Hipoksik iskemide doymamis yag
asitlerinden zengin olan merkezi sinir sistemi dokulari
enflamasyona ve oksidatif strese maruz kalir (3). Hipoksi
iskeminin 6zellikle reperfizyon déneminde ksantin oksidaz,
nitrik oksit sentetaz ve prostaglandin Uretiminin artisi serbest
oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Serbest
oksijen radikalleri, antioksidan koruyucu sistemlerinin
kapasitesini astiklarinda lipit peroksidasyonu ile DNA ve
protein yapilarinin degismesine, kaspazlarin aktivasyonuna yol
acarak apopitoz ile hiicre 6limiine neden olur (4,5).

Hipoksi iskemi sirasindaki serbest radikal olusumu
karmasik bir strectir. Hipoksi iskemi siirecinde serbest radikal
olusumundaki en 6énemli metabolik yollardan birisi ksantin
oksidaz/ksantin dehidrogenaz enzim sistemidir (6). Ksantin
dehidrogenaz kalsiyumdan bagimsiz bir proteaz tarafindan
ksantin oksidaza cevrilir (7). Reperfiizyon siresince ksantin
oksidazin aktive olmasi ile ksantin ve hipoksantin artisi
meydana gelir ve bu slre¢ oksijen varliginda serbest radikal
Uretimine neden olur (8). Deneysel hipoksik iskemik hayvan
6rneklerinde ksantin oksidaz inhibitéri olan allopurinolin
hipoksik iskemik beyin hasarini azalttigi gésterilmistir (6,9-11).
Ancak allopurinolun terapétik dozu, siresi ve baglama zamani
hakkinda fikir birligi hentiz yoktur (12,13).

Noéronal apopitoz hipoksik iskemik beyin zedelenmesinde
esas rol oynar ve akut hipoksik iskemik ansefalopatiden sonra
ndral dokunun kaybina katkida bulunur. Néronal apopitoz kaspaz
kaskadinin aktivasyonu ile baglar. Kaspaz kaskadi intrinsik ve
ekstrinsik yol ile aktive olur. Ekstrinsik yolda plazma zari
Uzerindeki 6lum almaglarinin uyarimasi ile kaspaz-8 aktive olur.
Kaspaz-8 néronal apopitozda anahtar rol oynayan kaspaz-3'u
aktive eder (14-17). Yapilan ¢alismalarda kaspaz inhibisyonunun
ndroprotektif etkisinin oldugu gdsterilmistir (16).

Bu deneysel calismada hipoksi-iskemi olusturulan
yenidogan sicanlarda segici olmayan ksantin oksidaz inhibit6ri
allopurinolun farkli dozlarda kullanimi sonrasi beyin
dokularinda kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktiviteleri Olgulerek
néronal apopitoz Uzerine muhtemel etkisinin degerlendirilimesi
amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma, hipoksi-iskemi érneg@i olusturulan yenidogan
Wistar-albino si¢anlar tizerinde yapildi. Calisma ile ilgili olarak
Cukurova Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Deneyler Arastirma
ve Uygulama Merkezi'nde olusturulan etik kuruldan onay
alind.

Her bir gruba rastgele on sigan alindi. Gruplar sadece
cerrahi islem uygulanip herhangi bir tedavi verilmeyen kontrol
(S) grubu, serum fizyolojik (SF) verilen hipoksi-iskemi (H-I)
grubu, iskemi sonrasi 30. dakika ve 12 saat sonra 24 mg/kg
(toplam 48 mg/kg) allopurinol tedavisi verilen tedavi (AL48)
grubu ve hipoksi-iskemi sonrasi 30.dakika, 12 saat ve 24 saat
sonra 24 mg/kg (toplam 72 mg/kg) allopurinol tedavisi verilen
tedavi (AL72) grubu olarak belirlendi.

Siganlarin hipoksi iskemi érnegi icin Levin (18) tarafindan
tarif edilen yéntem kullanildi (18). Annelerinin yaninda bulunan
ve anne siUtl ile beslenen sican yavrular yedi gunlik
olduklarinda ¢alismaya alindi. Eter anestezisi altinda trakeanin
hemen solundan uygulanan 0,5 cm’lik kesi ile sol arteriya
karotis kommunis bulundu. 4/0 ipek dikis ile arter iki tarafindan
baglanilarak ortasi kesildi. Anestezi etkisi gecene kadar
annelerinin yanina verilen sicanlar beserli gruplar halinde %8
oksijen, %92 nitrojen iceren bir kafeste 2,5 saat bekletildi. Bu
islemin ardindan yarim saat oda havasinda iyilesmeye
birakilan siganlara allopirinol ve SF; periton icine uygulandi.
Allopdrinol (Allopurinol flakon 5 g Sigma-Aldrich-USA) AL48
grubuna toplam 48 mg/kg doz olacak sekilde hipoksi-iskemi
islemi bittikten yarim saat ve 12 saat sonra olacak sekilde iki
dozda, AL72 grubuna toplam 72 mg/kg doz olacak sekilde
hipoksi-iskemi sonrasi 30. dakika, 12 saat ve 24 saat sonra
olacak sekilde U¢ dozda verildi. Hipoksi-iskemi grubuna ise
sadece SF hipoksi-iskemi islemi bittikten yarim saat sonra tek
doz olarak uygulandi. Uygulamadan 24 saat sonra tim
gruplardaki sicanlar hafif eter anestezisi altinda kafasi kesildi.
Beyin hizlica ¢ikarilarak sag beyin hemisfer, sol beyin hemisfer
ayrildi, kuru buz iginde tutulan tiplere konuldu ve galisma
gunine kadar -20 °C’de saklandi.

Kaspaz-3, Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit
(Oxford BiomedicalResearch, Oxford, MI) ile, Kaspaz-8 ise
FLICE/Caspase-8 Colorimetric Protease Assay Kit (Oxford
Biomedical Research, Oxford, Ml) ile kit iceriginde agiklandig!
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Sekil 1. Galisma grubundaki siganlarin sol ve sag beyin kaspaz-3
aktiviteleri
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Sekil 2. Galisma grubundaki siganlarin sol ve sag beyin kaspaz-8

sekilde oélguldu. Yéntem, isaretlenmis substratin kirilmasiyla
aciga cikan kromofor p-nitroanilitin (pNA) spekirofotometrik
olarak élcimi esasina dayanmaktadir. pNA miktari 405 nm’de
mikrotiter plak okuma cihazinda (ELX 800, Biotek, Tlrkiye)
emilim degeri dl¢llerek tayin edildi.

istatistiksel analiz

Degiskenlerin normal dagilip dagiimadigi kontrol edildi ve
degiskenler normal dagilim gésterdigi icin analizlerde degisken
testler kullanildi. Veriler SPSS 15 paket programina girilerek
analizleri yapildi ve grafikler STATISTICA 6.1’de yapildi.
P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Yenidogan sicanlarin ortalama agirliklar 11,3+2,3 (8,2-16)
g olup gruplar arasinda cinsiyet ve agirlik agisindan istatistiksel
farklilik yoktu (p>0,05).

Galisma grubundaki sicanlardan alinan sag ve sol beyin
kirelerinde kaspaz-3 kaspaz-8 aktiviteleri ¢alisildi. Gruplarin
kendi icinde sol ve sag beyin kiresi kaspaz-3 ve kaspaz-8
aktiviteleri arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (p>0,05)
(Sekil 1 ve Sekil 2).

Kontrol grubundaki siganlarin sol ve sag beyin kiiresi kaspaz-
3 ve kaspaz-8 aktiviteleri H-i grubu, AL48 grubu ve AL72
grubundaki sicanlarin kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivitelerine gére
belirgin dusuk bulundu (Tablo 1 ve Tablo 2) (hepsi igin p=0,0001).

Hipoksi-iskemi grubundaki sicanlarin sol ve sag beyin kiiresi
kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktiviteleri ile AL48 grubundaki sicanlarin
kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktiviteleri arasinda fark yokken, AL72
grubundaki siganlarin kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktiviteleri belirgin
dusitk bulundu (Tablo 1 ve Tablo 2) (p>0,05, p=0,0001).

AL48 grubundaki sicanlar AL72 grubundaki sig¢anlarla
karsilastinldiginda, AL72 grubundaki sicanlarin sol ve sag
beyin kuresi kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivitelerinin AL48
grubundaki siganlarin kaspaz aktivitelerinden daha dusik

aktiviteleri oldugu saptandi (p=0,0001).
Tablo 1. Calisma grubundaki sicanlarin beyin kaspaz-3 aktiviteleri (optik yogunluk 405 nm)
Calisma Gruplari n Kaspaz-3 sol beyin yarim kiiresi Kapaz-3 sag beyin yarim kiiresi p
Ort+SS Ort+SS

S 10 0,09£0,02* 0,08+0,02* p>0,05
H-i 10 0,23+0,03*#Q 0,24+0,03*#Q p>0,05
AL48 10 0,22+0,04*8Q 0,21+0,04*&Q p>0,05
AL72 10 0,14£0,03*#& 0,1310,04*#& p>0,05

*S ve H-i, S ve AL48, S ve AL72 grubu siganlarda sol ve sag beyin yarim kiiresi kaspaz-3 aktivitesi arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p=0,0001).
# H-1 ve AL72 grubu siganlarda sol ve sag beyin yarim kiiresi kaspaz-3 aktivitesi arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p=0,0001).

& AL48 ile AL72 grubu siganlarda sol ve sag beyin yarim kiresi kaspaz-3 aktivitesi arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p=0,0001).

Q H-i ve AL48 grubu siganlarda sol ve sad beyin yarim kiiresi kaspaz-3 aktivitesi arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 2. Calisma grubundaki sicanlarin beyin kaspaz-8 aktiviteleri (optik yogunluk 405 nm)

Calisma Gruplan n Kaspaz-8 sol beyin yarim kiresi Kaspaz-8 sag beyin yarnim kiiresi p
Ort+SS Ort+SS

S 10 0,09+0,02* 0,08+0,02* p>0,05

H-i 10 0,23+0,03"#2 0,23+0,03"# p>0,05

AL48 10 0,23+0,02+82 0,22+0,02*8Q p>0,05

AL72 10 0,14+0,04*#& 0,14+0,04*#& p>0,05

*S ve H-i, S ve AL48, S ve AL72 grubu siganlarda sol ve sag beyin yarim kiiresi kaspaz-8 aktivitesi arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p=0,0001).
# H-1 ve AL72 grubu siganlarda sol ve sag beyin yarim kiiresi kaspaz-8 aktivitesi arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p=0,0001).

& AL48 ile AL72 grubu si¢anlarda sol ve sag beyin yarim kiresi kaspaz-8 aktivitesi arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p=0,0001).

Q H-i ve AL48 grubu siganlarda sol ve sad beyin yarim kiiresi kaspaz-8 aktivitesi arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (p>0,05)

Tartisma

Hipoksik-iskemik beyin hasari, hipoksi-iskemi aninda
baslayip canlandirma islemi ardindan iyilesme déneminde
devam eden bir surectir. Akut ddnemde selektif néronal nekroz
veya infarkt seklinde gbzlenen doku hasari, néron, gliya ve
endotel hiicre yapisinin bozulmasi ile devam eder. infarkt
alanina en yakin boélgede yer alan néronlarda nekroz ya da
programlanmis hiicre 6limi yani apopitoz gelisir (2).

Ksantin oksidazin serbest radikaller i¢in 6nemli bir kaynak
oldugu bilinmektedir. Allopdirinol, ksantin oksidaz enzimlerinin
6énemli bir inhibitdrd olup, hipoksantinden ksantinin sentezini
engeller ve serbest radikal siper oksidinin olusumundan
korur (8,19).

Beyin iskemisinden hemen sonra uygulanan allopdrinolln
koruyucu ve iyilestirici etkileri hakkinda birka¢ calisma
yapiimistir (20-22). Yakin zamanda Giines T ve ark. (22)
asfiktik yenidogan bebeklerde yaptiklari bir calismada serum
NO diizeyinin asfiktik bebeklerde kontrol grubuna gére dnemli
6lctde yuksek oldugunu ve beyin omurilik sivisi NO diizeyinin
ansefalopatinin derecesi ile uyumlu oldugunu bildirmisler.
Ayrica allopurinol ile tedavi ettikleri asfiktik yenidoganlarin
serum NO dizeylerinin azaldigini ve daha iyi nérolojik
sonuclarin oldugunu bulmuslardir.

Palmer ve ark. (19), beyine hipoksi-iskemiden 15 dakika
sonra allopurinol uygulanmis geng farelerin beyin hasarlarinin
daha az oldugunu gdéstermistir. Peeters-Scholte ve ark. (8)
calismasinda deneysel hipoksi uygulanan domuzlarda
allopurinol verilen grup, desferroksamin uygulanan grup ve
kontrol grubu ile kiyaslandiginda kaspaz-3 seviyeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gérulmemistir. Calismada
allopurinol ve oksiplrinol duzeyleri 5-20 mg/L seviyeleri
arasinda seyretmis olup, bu dizeylerde ksantin oksidaz
seviyesini  engelledigi  bilinmektedir. ~ Yenidoganlarda
alloptrinollin givenli kullanilabilirligi halen tartismali olup daha
¢ok coklu tedaviler denenmistir (12). Ayrica kullanilan
allopurinolln tedavi dozu, siresi ve baglama zamani hakkinda
fikir birligi yoktur. Bizim calismamizda AL48 grubundaki
yenidogan sicanlara 48 mg/kg, AL72 grubundaki sicanlara 72

mga/kg dozda tek basina allopurinol verilmistir. Sag ve sol beyin
kaspaz-3 ve kaspaz-8 seviyeleri hipoksi-iskemi grubu ile
kiyaslandiginda 72 mg/kg dozda allopirinol verilen grupta
belirgin olarak diistk oldugu saptanmistir.

Yaptigimiz bu ¢alismada allopirinoliin toplam 72 mg/kg
dozunda kullanildigi AL72 grubunda sag ve sol beyin
dokularinda kaspaz-3 ve kaspaz-8 diizeylerinin H-i ve AL48
grubuna gére belirgin disik olmasi alloplrinoliin hipoksik-
iskemik ansefalopatide iskemi boyunca koruyucu etkisi
oldugunu disindirmektedir.

Sonug¢ olarak yaptigimiz bu g¢alisma; hipoksik iskemik
beyin hasarin dnlenmesinde alloplrinol verilmesinin
kaspaz-3 ve kaspaz-8 diizeylerini azaltarak etkili olabilecegini
dustndirmektedir. Bu etkinin ndronal apopitozu azaltarak
oldugu disundlebilir, ancak hipoksik iskemik ansefalopatideki
rollerinin daha iyi anlasilabilmesi icin daha ileri ¢alismalara
gereksinim vardir.

Cikar catismasi: Bildirilmemistir.
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