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IL-1p . Interldkin bir beta

IL-6 - Interldkin alt1

IL-10 : Interldkin on

IL-18 - Interldkin on sekiz

IBA-1 . Anti-iyonize kalsiyum baglayici adaptor molekiil-1 antikoru
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pmol/L : mikromol/litre

mg : miligram

mg/kg : milligram/kilogram

MMP . Mitokondriyal Membran Potansiyeli
MS : Multiple Skleroz
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NMDAR : Glutamaterjik N-Metil-D-Aspartat Reseptor
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NTS : Niikleus Traktus Solitarius (veya niikleus solitari trakt)

OCT : Optimum cutting temperature

PaO: - Arteriyel kan parsiyel oksijen basinci

PBS : Fostat Tampon Soliisyonu

PD : Parkinson Hastalig1

PHD : Prolil Hidroksilaz

post-HVR : Post-Hipoksik Ventilatuar Cevap (Hipoksik Ventilatuar Cevap

Sonrast)

SA : Saline (Tuz)

SF : Serum Fizyolojik

SSS : Santral Sinir Sistemi

STP : Kisa zamanli potansiyelizasyon

TGF : Transforming Growth Faktor

TLR2 : Tool Like Reseptor 2

TNF-a : Tiimor Nekroz Faktorii-o

TUNEL : Terminal deoksiniikleotidil transferaz aracilt dUTP nick-end
etiketleme

Rif : Rifampisin

RifQ : Rifampisin kinon

RNA : Ribo Niikleik Asit

ROS : Reaktif Oksijen Radikalleri

\Y/ : Ventilasyon

Vi : Tidal voliim

WBP : Tiim Viicut Pletismografisi
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RATLARDA RiFAMPISIN MOLEKULUNUN HIiPOKSIK SANTRAL SiNiR
SISTEMI HASARINA ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Giris: Hipoksik beyin hasar1 her yasta goriilebilen, 6zellikle yenidogan ddéneminde
neonatal asfiksi sonucunda ciddi morbidite ve mortalitesi olan bir durumdur. Hipoksik
beyin hasarinda mevcut tedavilerin etkinligi kisithidir. Rifampisin ¢esitli calismalarda
noroprotektif etkisi gozlenmis olan bir molekiildiir. Bu ¢alismada rifampisinin hipoksik

santral sinir sistemi hasarina etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontemler: Calismada deney hayvanlar1 4 gruba ayrildi. Toplam 48 adet, 2
aylik Spraque Dawley cinsi erkek si¢an kullanildi. Deney gruplari igin kullanilan her
gruptan si¢anlar birer giin araliklarla ikiger ikiser normobarik oda igerisindeki kafeslere
konuldu. Deney gruplarindan ti¢ii %10 O inspirasyonuna 15 dakika maruz birakilarak
akut siirekli hipoksi sartlar1 olusturuldu. Biitiin viicut pletismografisi (WBP) ile
ventilasyon (V), solunum frekansi (fR) ve tidal voliim (Vt) olgiimleri yapildi. Sonraki
giinlerde hipoksiye maruz kalan gruplardan birisine 7 giin ve diger gruba 14 giin
intraperitoneal rifampisin enjeksiyonu yapildi. Doku perflizyonu sonrasinda 5 pm
kalinligindaki beyin korteksi kesitlerinde glial hiicre morfolojisindeki degisiklikler
gosterildi. Mikroglia ve astrosit hiicre etiketlemesi ile bu hiicrelerin miktar tayininde
immiinofloresan boyama ydntemi kullanildi. Istatistiksel analizler GraphPad Prism 9.2.0

(332) ile yapildi. p<0.05 olan veriler anlamli kabul edildi.

Bulgular: Rifampisin uygulanan gruplarin rifampisin uygulanmayan hipoksi grubu ve
normoksi grubu ile karsilastirildiginda, biitiin viicut pletismografisinde ventilasyon artisi

ve immiinfloresan boyamada astrosit aktivasyonunun baskilandig1 goriildii.

Sonug¢: Rifampisinin santral sinir sisteminde hipoksi modelinde inflamasyonu ve glial
doku olusumunu baskilamasi, insanlarda hipoksik santral sinir sistemi hasarinin tedavisi

i¢in umut olmustur.

Anahtar Kelimeler:  Rifampisin, Hipoksi, Santral Sinir Sistemi Hasar1



ERCIYES UNIVERSITY FACULTY OF MEDICINE, CHILD HEALTH AND
DISEASES, EVALUATION OF THE EFFECT OF RIFAMPISIN MOLECULE
ON HIPOXIC CENTRAL NERVOUS SYSTEM DAMAGE

ABSTRACT

Aim: Hypoxic brain injury is a condition that can be seen at any age, especially in the
neonatal period, and progresses with serious morbidity and mortality as a result of
neonatal asphyxia. The efficacy of current treatments in hypoxic brain injury is limited.
Rifampicin is a molecule whose neuroprotective effect has been observed in various
studies. In this study, it was aimed to evaluate the effect of rifampicin on hypoxic

central nervous system damage.

Materials and Methods: Experimental animals were divided into 4 groups in the study.
A total of 48 2-month-old male Spraque Dawley rats were used. The rats from each
group used for the experimental groups were placed in cages in the normobaric room in
pairs at one-day intervals. Three of the experimental groups were exposed to 10% O2
inspiration for 15 minutes and acute continuous hypoxia conditions were created.
Ventilation (V), respiratory frequency (fR) and tidal volume (Vt) measurements were
made with whole body plethysmography (WBP). In the following days, intraperitoneal
rifampicin injection was given to one of the groups exposed to hypoxia for 7 days and
to the other group for 14 days. Changes in glial cell morphology were demonstrated in 5
um thick sections of cerebral cortex after tissue perfusion. Immunofluorescent staining
method was used for microglia and astrocyte cell labeling and quantification of these
cells. Statistical analyzes were performed with GraphPad Prism 9.2.0 (332). Data with

p<0.05 were considered significant.

Results: When the rifampicin applied groups were compared with the hypoxia group
without rifampicin and the normoxia group, it was observed that ventilation increased in
whole body plethysmography and suppressed astrocyte activation in immunofluorescent

staining.



Conclusion: The suppression of inflammation and glial tissue formation in the central
nervous system in the hypoxia model of rifampicin has been a hope for the treatment of
hypoxic central nervous system injury in humans.

Key Words: Hypoxia, Damage of Central Nervous System, Rifampicin

Xi



1. GIRIS ve AMAC

Hipoksi, hiicrelerin ve dokularin metabolik ihtiyaclarini karsilamak igin gerekli
oksijenin karsilanamamasi durumudur. Hipoksik hasar, bozulmus doku perfiizyonundan
(iskemi) ve/veya azalan arteriyel oksijen igeriginden (hipoksemi) kaynaklanir. (1)
Hipoksik santral sinir sistemi hasar1 (SSS), santral sinir sisteminin ihtiya¢ duydugu
oksijenin karsilanamamasi sonucu gelisen klinik tabloyu ifade eder. Hipoksik SSS
hasar1 her yasta goriilebilir. (2) Yenidoganin Onemli morbidite ve mortalite
nedenlerinden olan neonatal asfiksi ise, hayatta kalan bebeklerde serebral palsi (CP) ve
agir norolojik sekeller gelismesine neden olabilir. (3) Hipoksi ve/veya iskeminin
olusturdugu geri-doniisiimsiiz  beyin hasarmin  minimalize edilmesi ve geri

dondiiriilebilirligi ile ilgili etkin bir tedavi yontemi yoktur.

Arteriyel kan parsiyel oksijen basinci (PaO2) diisiistine bagh olarak orta ve siddetli
hipoksemi sonucu olusan asfiksiye maruz kalan bebeklerde gozlenen agir norolojik
hasar, yenidogan yogunbakim {initelerinde hipoksik iskemik ensefalopatinin tedavisinde
siklikla kullanilan hipoterminin yeterli olmadig1 sonucunu ortaya ¢gikarmaktadir. (4) Bu
konuda monoterapi olarak ya da hipotermiye ek olarak ¢esitli ilaglarin hayvan deneyleri
yapilmis olsa da klinikte net sonug¢ verecek tedavi arayislar1 ve net bir tedavi siirecinin
ortaya ¢ikmasini saglayacak calismalar devam etmektedir. Rifampisinin, alzheimer,
multiple skleroz ve parkinson gibi c¢esitli norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde,
ozellike hayvan deneyi modellerinde, inflamasyonun baskilanmasi etkisinin yaninda
noroprotektif etkilerinin de gézlenmis olmasi (5), hipoksiye maruz kalan beyinde de

etkili olabilecegi fikrini uyandirmistir. Bu c¢alismada akut hipoksiye maruz kalan



siganlarda rifampisin  uygulamasinin, beyin korteks bolgesinde glial hiicre

aktivasyonunun hipoksik beyin hasarina olan etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Sicanlarin  biitiin  viicut pletismografi (WBP) ile solunum parametrelerinin
degerlendirilmesinin yani sira immiinofloresan boyama yapilarak astrosit belirteci olan
glial fibriler asidik protein (GFAP) ve mikroglia belirteci olan anti-iyonize kalsiyum
baglayict adaptor molekiil-1 antikoru (IBA-1) kullanildi ve hipoksik hasar sonrasi
astrosit ve mikoglia aktivasyonunda degisiklik olup olmadiginin ortaya konulmasi

hedeflendi.

Sonug olarak, rifampisinin hipoksi modelinde etkili olmasi halinde klinikte neonatal
asfiksi basta olmak iizere hipoksinin etyolojide rol oynadigi hastaliklarin tedavisinde

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hipoksik SSS Hasari

Hipoksik santral sinir sistemi hasari, santral sinir sisteminin ihtiya¢ duydugu oksijenin

karsilanamamasi sonucu gelisen klinik tabloyu ifade eder. (1)

Hipoksi, hiicrelerin ve dokularin metabolik ihtiyaclarimi karsilamak igin gerekli
oksijenin karsilanamamasi durumudur. Hipoksik hasar, bozulmus doku perfiizyonundan
(iskemi) ve/veya azalan arteriyel kan oksijen basinci (PaO.) diistisiinden (hipoksemi)

kaynaklanir. (1)

Yenidogan donemi disinda SSS hasarinin en sik nedeni kardiyak arrest sonrasi gelisen
iskemi ve hipoksidir. Diger nedenler olarak; kan kayiplari, soka bagli serebral kan
akimimin azalmasi, solunum yolu obstriiksiyonlari, karbon monoksit intoksikasyonu,
solunum kaslarinda paraliziye neden olan hastaliklar, yaygin SSS hasar1 olusturan ve
0zellikle medulla oblongatay: etkileyen hastaliklar, hipertermi, asidoz, hipoglisemi ve

hiperkapni gibi nedenler sayilabilir. (2)

Hipoksik SSS hasar1 her yasta goriilebilir ise de neonatal asfiksi 6nemli morbidite ve
mortalite nedeni olup hayatta kalan bebeklerde CP ve agir norolojik sekeller gelisir. (3)
Yenidogan hipoksik iskemik ensefalopati (HIE), yiiksek gelirli iilkelerde 1000 canl
dogumda yaklasik 3-5 ¢ocugu ve diisiik ve orta gelirli iilkelerde 1000 canli dogumda 12

yenidogan1 etkiler. Saglik hizmetlerinin iyilestirilmesine ragmen prevalans aym



kalmaktadir (4, 6-8). Yenidogan HIE aym1 zamanda diinya ¢apinda yenidogan

oliimlerinin beste birinden sorumludur (4,6,9).

Neonatal asfiksi, santral sinir sisteminde olusan hasarin derecesine gore degisen bir

spektrumda klinige yansir.

Hipoksi ve/veya iskeminin olusturdugu geri-doniisiimsiiz beyin hasarmin minimalize
edilmesi ve geri dondiiriilebilirligi ile ilgili etkin bir tedavi yontemi yoktur. (4). HIE' nin
dogumdan once, dogum sirasinda veya dogumdan sonra ortaya ¢ikabilecek bir¢ok
nedeni vardir (4,9). Neonatal ensefalopati, kafa i¢i kanama, hipoglisemik olay veya
uzamis hiperbilirubinemi nedeniyle olusabilen norolojik bir sendromdur; ancak, en sik

nedeni hipoksik iskemik hasardir. (4,10).

Beyin oksijene yiiksek oranda duyarli bir organ olup asfikside geri-doniisiimsiiz hasar
gelisimi i¢in uzun siireli bir hipoksi donemi gerekmemekte, kisa siireli bir hipoksi de
agir ve geri-doniisiimsiiz hasar icin yeterli olabilmektedir. Iskelet kasi hiicreleri 30
dakikalik hipoksiden sonra tamamen iyilesebilirken, beyin hiicrelerinde, 6zellikle de
noronlarda sadece 4-6 dakikalik benzer hipoksik stresten sonra geri doniisii olmayan

hasar meydana gelebilmektedir. (11)

Hipoksi sonucu ¢ok sayidaki hiicrenin 6limii ile ortaya ¢ikan nekroz temel sorunu
olusturmaktadir. Nekroza beynin cevabi paradoksiktir. Olen hiicrelerin biitiinliigiiniin
bozulmasi sonrasi ortaya ¢ikan hiicre igerigi “akut inflamasyon” a sebep olmaktadir.
Akut Inflamasyonun amacit her ne kadar &lii hiicreleri uzaklastirmak olsa da,
inflamasyon beyin hiicrelerine zarar vererek inflamatuar remodellinge neden
olmaktadir. Inflamasyondaki ilk tepki eosonofili artisidir (Hematoksilen-eozin pozitif
boyanirlar), takiben makrofajlar ve inflamatuar hiicreler gelir ve myelin figiirlerinde
agir bir bozulma ortaya ¢ikar. Uzun donemde ortaya ¢ikan ve hipoksiye kismen direngli
olan glial hiicreler myelinizasyonun etkilendigi bolgelerde gliozis tablosu olusumunda

rol oynar.

Hipoksik hiicre hasarina katkida bulunan hiicresel mekanizmalar arasinda ATP' nin
tiikkenmesi ve adenozin molekiiliine kadar indirgenmesi, hiicre i¢i asidoz gelisimi, artan

metabolik yan {irlin konsantrasyonlari, oksijen radikallerinin olusumu ve membran



fosfolipidlerinin yikilmasi yer alir. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artig1 da
hiicre iskeletine dogrudan hasar ve apoptoza katkida bulunan genlerin indiiksiyonu gibi

¢esitli mekanizmalar yolu ile hiicresel hasara katkida bulunur. (11)

Hipoksi ayrica notrofilik infiltrasyonla karakterize enflamatuar reaksiyonu da indiikler,
bdylece sitokin mediyatorlerinin, reaktif oksijen radikallerinin (ROS) salinmasi yoluyla
hiicresel hasar1 artirir ve mikrosirkiilasyonun bozulmasina bagli iskemiyi yogunlastirir.

(11)
2.1.1. Hipoksik Beyin Hasarinda Fizyopatoloji

Hipoksiye noronlar, glial hiicrelerden daha duyarlidir. Agir hipoksi ve iskemilerde
global bir hasar olusurken, hafif iskemilerde, hasar oncelikle sulanma alanlarina uzakta
olan periventrikiiler bolgeler ile hipoksiye daha hassas olan ndronlarin bulundugu

hipokampiis ve neokorteks bolgelerinde olugmaktadir.

Beynin hipoksik iskemik hasarinin histopatolojik bulgular1 genelde ii¢ donem
igcermektedir; hipoksik hasardan kaynaklanan birincil enerji yetmezligi, reoksijenasyon
ve reperfiizyonun bir sonucu olan ikincil bir faz ve son olarak, onceki olaylarin
kotiilesebilecegi ve inflamasyonun kroniklesebilecegi fgilinciil bir faz ile
sonuclanmaktadir (12). Hipoksik-iskemik hasar meydana geldiginde, oksidatif
fosforilasyondaki azalma nedeniyle ATP'nin hizli bir sekilde tiikenmesi s6z konusudur.
Hiicre anaerobik metabolizma kullansa da, bu enerjik olarak verimsizdir ve ATP'ye
bagimli Na / K pompasmnin arizalanmasina ve laktik asit ve hipoksantin gibi
metabolitlerin birikmesine neden olur. Daha sonra, hiicre dis1 tarafta asir1 uyarici amino
asit birikiminin yani sira hiicreye asir1 su, sodyum ve kalsiyum girisi ile ilerleyici bir
membran depolarizasyonu meydana gelir. Tiim bu birincil siiregler hiicresel 6deme ve
erken hiicre dliimiine yol agar. Ikinci asama reoksijenasyon ve reperfiizyon ile ilgilidir.
Oksidatif metabolizmanin kismi geri kazanimi, radikal oksijen tiirlerinin (ROS)
tretiminin artmasini, daha yiiksek hiicre ici kalsiyum seviyelerini ve mitokondriyal
disfonksiyonu tetikler. Pro-inflamatuar genlerin ekspresyonunda ve geg hiicre dliimiinde
de bir artig vardir. Son olarak, daha 6nce bahsedilen zararli siiregler, giinlerden aylara

kadar stirebilen iiciinciil asamada daha da siddetlenebilir. Norogenez, sinaptogenez ve



aksonal biliylime azalirken, inflamasyon ve epigenomik degisiklikler artar ve zararli

beyin hasarina yol acar (12).
2.1.1.a. Glia Hiicreleri

Glia hiicreleri santral sinir sistemindeki homeostaz1 korumakla gorevli, ortak 6zelliklere
sahip astrositleri, mikroglial hiicreleri, oligodentrositleri ve epandimal hiicreleri
tanimlayan genel addir (13). SSS'nin néronal olmayan hiicre popiilasyonlarinin her biri,

noronal islevi desteklemek i¢in dikkat ¢ekici sekilde adapte olmustur.

Astrositler, SSS’nin iyonik ve norotransmiter homeostazini siirdiiriir, sinaptik
baglantilar1 iyilestirir ve noronal metabolik substratlar saglar. Astrositlerin akut
hasarlanmadan sonra ndronal hayatta kalmayi ve iglevi desteklemesi icin hastalikta
uygun astrosit-mikroglia c¢apraz etkilesimi gereklidir. Oligodendrositler, miyelinli
noritik segmentleri koruyan ve besleyen miyelin kiliflari1  gelistirir. Epandimal
hiicreler, beyin omurilik sivisini olusturan koroid pleksusun yapisina katilir. Mikroglial
hiicreler, sinaptik elementleri indiikleyerek veya cikararak noronal aktiviteyi modiile
eder. Mikroglia hiicreleri, ekstraselliiler boslugu temizleyen ve enflamatuar bir yanit
sirasinda sitokinleri serbest birakan temizleyiciler olarak bilinmektedir (14). Normal
zamanlarda dinlenme durumunda bulunurlar. Santral sinir sistemi ortaminda bagisiklik
ve patolojik sinyaller agisindan tarama yaparlar. Bir kez aktive olduklarinda, mikroglial
hiicreler yavas yavas santral sinir sisteminin normal iglevini geri yliklemeyi amaclayan
ameboid, fagositik bir forma doniisiirler (15). Mikroglial hiicreler, néronal destek,
sinaptik modiilasyon, néronal devrenin yeniden diizenlenmesi ve 6nemli miktarda

antimikrobiyal peptit iiretimi gibi ¢ok ¢esitli islevleri de yerine getirirler.

Canlilarin 1s1 degisimleri, hipoksi gibi stres olusturan faktorlere karsi tepkisini ve
toleransin1  gelistirme yetenegi aklimatizasyon olarak adlandirilir. Dayanikliligin
gostergesi olarak tanimlanabilir. Tadmouri ve ark, glia hiicrelerinin aklimatizasyon i¢in
gerekli oldugunu gostermislerdir. Gozlemler, hipoksiye duyarli Nucleus Traktus Solitari
(NTS)'de, glial aktivasyon siirecinin astrositlerde hipoksi baslangicindan 1 saat kadar
sonra bagladigini gostermektedir (16). Lokal hasara yanit olarak, astrosit agindan
saliman ATP'nin mikrogliaya da yayilabilecegi ve mikroglianin proliferasyona ve lokal

hasara go¢ etmesine izin verdigi gosterilmistir (16-18). Glial hiicreler, notrofilleri ve



monositleri beyne toplayan inflamatuar kemokinleri serbest birakarak hipoksi/iskemi
kaynakli inflamasyonun baglatilmasinda ve yayilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu
inflamatuar aracilar, sadece noéroinflamasyonun indiiklenmesinde degil, ayn1 zamanda

sinapslarin yeniden sekillenmesinde de kritik bir rol oynarlar (16,19,20)

Astrositler baskin olarak gliotransmitter salinimima bagli hiicre i¢i kalsiyum iyonu
(Ca*?) dalgalanmalar1 yoluyla sinyal verir (21). Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP),
astrosit  hiicre iskeletini olusturan ara filamentler olusturdugundan, GFAP
ekspresyonundaki bir artis, morfolojinin degismesine ve hiicrelerin dallanmasinin
artmasina neden olur. Genellikle, yiiksek GFAP ekspresyonu ve dallanmis morfoloji,
astrosit aktivasyonunun gostergesi olarak kabul edilir. (21). GFAP, ilk 24 saat boyunca,
hipoksi kosullar1 altinda NTS’de artar (21). Ilging bir sekilde, mikroglial aktivasyonun
minosiklin ile bloke edilmesi, hipoksi ile indiiklenen GFAP degisikliklerini azaltir, bu
da NTS'deki bu iki glial hiicre tipi arasindaki iletisimi gosterir (21).

Aktif mikroglia ve reaktif astrosit, noroinflamasyonda karsilikli iletisim ve isbirligi
yoluyla immiin optimizasyonu saglayabilir. Mikroglia ve astrositler arasindaki
inflamasyon sinyalleri, sadece mikroglial aktivasyonun kendi kendine geri bildirim
dongiisii ile degil, ayn1 zamanda bagisiklik agindaki astrositlerin benzersiz anatomik
yapist ile de gii¢lendirilebilir (22,23). Astrositler ayrica norotrofik destege sahiptir,

sinaptik aktivitenin olusumunu, iletimini ve siirdiiriilmesini saglarlar (24).
2.1.1.b. Glia Hiicrelerinin Aktivasyonu

Hipoksik iskemik hasarlanma sirasinda, ndronlardan glia hiicrelerini aktive edebilen
norotransmitterler salinir (25). Noronlar tarafindan salinan néromodiilatérler arasinda
glutamat, adenosin ve noradrenalin bulunur (14). Glutamat, hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonlarinda artisa neden olan astrositler iizerindeki astrositik metabotropik
glutamat reseptorlerini baglayabilir ve aktive edebilir (14). Glia hiicreleri ayrica
noronlarin postsinaptik terminalleri tarafindan salinan glutamatin 6nciisii olan dopamin,
asetilkolin ve GABA ile aktive edilebilmektedir (26). Aktive edildikten sonra, glia
hiicreleri, gevredeki diger glia hiicrelerini aktive etmek igin sinyal yayan Ca*?, glutamat,
ATP, prostaglandinler veya nitrik oksit gibi gliotransmiterler salimir (14). Aktif

mikrogliadan salinan ATP, astrositleri ve daha fazla mikroglia'y1 aktive edebilir (16,27).



Enflamatuar bir yanit sirasinda, aktiflestirilmis mikroglia ayrica enflamatuar sitokinleri
serbest birakarak astrositler ile iletisim kurmaktadir: timor nekroz faktorii-a. (TNF-a) ve
interlokinler (IL) -1B ve IL-6. IL-1B' ya yanit olarak, daha fazla sayida astrosit, uyarimi
gosteren artmis  kalsiyum  dalgalarnt  gdstermekte ve astrositler tarafindan

noromodiilatorler salinmaktadir (14).

Mikroglial hiicreler, néronlar ile nérotransmiter reseptorleri, purinoreseptorler ve iyon
kanallar1 araciligiyla iletisim kurar. Aktive edilmis mikroglia ve reaktif astrositler,
noroinflamasyonda 6nemli rol oynar. Mikroglia ve astrositlerin fenotipik degisiklikleri,
belirli asamalardaki zararli veya yararli karakterlerini belirler (28). Astrositler ve
mikroglia iceren reaktif glia, akut doku hasarindan sonra IL-1f3, IL-6, TNF-a, IL-18,
TGF ve IL-10 gibi sitokinleri eksprese edebilir ve salgilayabilir (29). Reseptor
ekspresyonuna bagl olarak, sitokinler hem otokrin hem de parakrin sekilde islev goriir.

Sitokinler bazen fizyolojik siireglerde de anahtar rol oynarlar (30).

Farelerde yapilan bir modelleme, mikroglianin, fagositoz ile &lii hiicrelere ve gevreye
zarar veren bolgelere aktivasyon ve hizli katilim gosteren bir ilk savunma hatti
olusturdugunu gostermektedir (31). Mikroglial reaksiyona ikincil olarak, mikrogliaya
sinyal veren iltihaplanma aracilar1 salgilayan astrositlerin aktivasyonu vardir. Reaktif
astrositler GFAP"1 yukar1 diizenler ve morfolojik degisikliklere ugrarlar ve bu da

etkilenen bolgede hasari sinirlayabilen glial skar olusumuna yol agar (32).
2.1.2 Hipoksik SSS Hasarinda Klinik Bulgular

Hipoksik SSS hasar1 her yas grubunda gortilebilir. Kardiyak hastaliklar, kan kayiplari,
septik veya travmatik soka bagli olarak serebral kan akiminda azalma, solunum yolu
obstriiksiyonlari, karbon monoksit intoksikasyonu, solunum kaslarinda paraliziye neden
olan hastaliklar, yaygin SSS hasar1 olusturan ve 6zellikle medulla oblongatay: etkileyen
hastaliklar gibi durumlarda, ayrica asfiktik dogumlarda goriilebilmektedir (2). Dogum
eylemi sirasinda hipoksiye maruz kalan bebeklerde gelisen hipoksik ensefalopati, mor
dogan ve dogumdan sonra aglamayan bebegin yasamin ilk giinlerinde Oncelikle
norolojik fonskiyonlarinin etkilendigi, takiben tekrarli ndbetlerin ortaya ¢iktigi; ¢oklu
organ etkileniminin de hipoksi diizeyine bagli olarak eklenebildigi bir klinik spektrumu

ifade eder (33). Klinik tabloda minimal noérolojik defisitten, hafif veya derin komaya



kadar degiskenlik gosteren hipoksik iskemik SSS hasarmin patolojisinde selektif
noronal nekroz, fokal, multifokal iskemik nekroz, periventrikiiler 16komalazi,

parasagital beyin hasar1 ve status marmoratus bulunabilir. (33,34)
2.1.3. Hipoksik Beyin Hasarinda Tedavi

Giliniimiizde hipoksik beyin hasarinda etkinligi kanitlanmis noroprotektif bir tedavi
heniiz tanimlanamamaistir. Yogun bakim iinitesi destek tedavisi ile terapotik hipotermi,
orta ve siddetli hipoksik iskemik ensefalopatiden etkilenmis yenidoganlar igin
onaylanmis tek yontemdir. Destek tedavisi, solunum yonetimi, dolasim yonetimi, sivi
ve elektrolit yonetimi, bobrek yoOnetimi, hematolojik yonetim ve perfiizyon takibini
igerir. Bununla birlikte, birgok bebegin hala ciddi beyin hasarindan muzdarip oldugu
g6z Oniine alindiginda, bu tedavilerin etkinligi de yeterli gorinmemektedir. (4, 35-37).
Ne yazik ki, bu yontem siddetli hipoksik iskemik olaylarda yeterince etkili degildir
(4,9,35)

Neonatal asfiksili bebeklerin erken donem tedavisi ve norolojik sekellerin dnlenmesine
yonelik potansiyel ndroprotektif tedaviler iizerine ¢alismalar devam etmektedir. Ornek
olarak, eritropoietin, interferon beta, azitromisin, N asetil sistein, leptin, melatonin, N-
metil D-aspartat reseptor (NMDAR) antagonistleri, antioksidan ajanlar, topiramate,
monosialoganglioside, allopurinol, asal gazlardan ksenon ve argon ile yapilan

calismalar bulunmaktadir. (4)

Eritropoetin (EPO), eritropoezin uyarilmasi i¢in hayati 6nem tasiyan endojen bir
glikoprotein olup, deneysel ¢aligmalarda hipoksik iskemik beyin hasarinda noroprotektif
ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. EPO ayrica bir beyin yaralanmasinmi takiben
astrositlerdeki noronal ve glial dokuda da sentezlenmektedir (4,38,39). EPO
uygulamasinin tek basina (4,40,41) veya hipotermi tedavisi ile kombinasyon halinde

(4,42) umut verici sonuglart olmustur.

N asetil sistein, hipotermi ile birlikte uygulandiginda, hipoksiye maruz kalan yenidogan
sicanlarda beyin enfarktiisii hacminin azalmasi ve lokomotor aktivitenin artmasi gibi

acilardan iyi sonuglar sergilemistir (4,43).



Makrolid bir antibiyotik olan azitromisinin yenidogan sicanlarda ndroprotektif etkisi
bildirilmistir (4,44).

Leptin, esas olarak adipositler tarafindan iiretilen ve hipotalamustaki istah merkezlerini
baskilayan peptit hormonudur (4,45). Leptin, antiapoptotik islev ve norotrofik 6zellikler
sergiler ve beyin gelisiminde rol oynar (4,46,47).

Epifiz bezinden salgilanan ve sirkadiyen ritmi diizenleyen melatonin antiapoptotik ajan
olarak noroprotektif etkiler gosterir, inflamasyonu azaltir (4, 48-51). Melatonin ile

biligsel yeteneklerde iyilesme ile enfarktiis hacminde 6nemli azalma gosterilmistir

(4,52).

Hipotermi tedavisi ile birlikte allopurinol verildiginde sicanlarda enfarktiis hacminde bir
azalma oldugu gosterilmis (4,53) olsa da, yenidoganlarda, allopurinol ile yapilan klinik
calismalar, mortalitede veya norogelisimsel yetersizliklerde herhangi bir azalma

gostermemistir (4,54,55).

Mevcut durumda destekleyici tedavi ile terapotik hipotermi, HIE'li bebekler igin

onaylanmis tek tedavi olma 6zelligini devam ettirmektedir.
2.2. Rifampisin Molekiilii ve Etki Mekanizmasi

Rifamisin ilag grubu rifampin, rifapentin ve rifabutin alt gruplarini igeren bir antibiyotik
kiimesidir. Rifamisinler ilk olarak 1957'de Streptomyces mediterranei (daha sonra
Nocardia mediterranei olarak adlandirilmistir) nin fermantasyon Kkiiltiiriinden izole
edilmigtir. Rifampin, yar1 sentetik bir rifamisin tiirevi olup, rifampisin olarak da bilinir.
Klinikte en ¢ok kullamlan rifamisin tiirevi de rifampisindir. 1963’te Ingiltere’de ve
1964’te Amerika Birlesik Devletleri’nde patent almistir. Rifampisin tiiberkiiloz dahil
olmak tizere mikobakterilerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde diger ajanlarla
kombinasyon halinde ilk basamak tedavide kullanilir. Ayrica invazif stafilokok

enfeksiyonlarinda da kombinasyon tedavisinin bir pargasi olarak kullanilmaktadir (56).

Rifampisin, bakteriyel Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) bagimli Ribo Niikleik Asit
(RNA) polimerazi inhibe ederek hiicresel RNA'nin dogrudan bloke edilmesini
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saglayarak etki gosterir (57). DNA bagimli RNA polimeraz inhibisyonu dogrudan doz

bagimlidir ve hiicre i¢i komponentleri olan bir siirectir (58).

Rifamisin ilag gurubu, hiicre i¢i etki mekanizmalarimin disinda sitokrom P450 enzim
sistemi (Ozellikle CYP3A4) tizerinden metabolize edilen ilaglarin temel indiikleyicileri
arasinda yer alir. Rifampisin, P-glikoprotein (P-gp) ¢oklu ilag disa akis tasiyicilarini da
indiiklemektedir, ¢esitli mekanizmalarla hiicre i¢i veya metabolik siirecleri de
tetikleyebilmektedir (59). izah edilen etkilerinden dolayr bir antibiyotik olmanin

Otesinde ¢esitli biyolojik etkileri de olan bir tedavi ajanidir.

Rifampisinin hiicre i¢i penetrasyonu son derece yiiksektir ve hiicre i¢i patojenlerin
tedavisi i¢in son derece etkili bir ajandir (56). Mycobacterium tuberculosis tedavisinde
ekseri suslara kars1 etkin hiicre i¢i ve bakterisidal aktivite sergiledigi i¢in diger ajanlarla

birlikte combine olarak kullanilir (56,59).

Rifampisinin, pek ¢ok enfeksiyon ajanina karsi da genis spektrumlu bir etkisi vardir. M.
tuberculosis, diger tiiberkiilloz suslari, S. aureus, koagiilaz negatif stafilokoklar,
Streptococcus pyogenes, Chlamydia spp ve Legionella spp, Brucella spp, Streptococcus
pneumoniae, streptococcus viridans ve menenjit etkenleri olan Listeria monocytogenes,
H. influenzae, Haemophilus ducreyi, N. meningitidis, Neisseria gonorrhoeae de dahil
bir ¢ok farkli etkenin bir ¢ok farkli dokuda olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde
etkin olarak kullanilmaktadir (60).

2.2.1 Rifampisinin Antibiyotik Dis1 Etkileri

Rifampisin  antibiyotik etkileri disinda, ¢esitli immiinmodiilator etkilerinin,
antienflamatuar etkilerinin, antiviral etkilerinin ve noéroprotektif etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Etkin doku gecisi ve proliferative — protektif mekanizmalarinin
gosterilmesi ile popiiler bir ajan haline gelmistir. Rifampisin ile ilgili deneysel
caligmalarda ratlarda romatolojik ve norolojik hastalik modellerinde olumlu etkileri

gosterilmistir.
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2.2.1.a. Rifampisinin Immiinmodiilatér Etkileri

Bellahsene A ve ark.(61) 1980 yilinda rifampisinin hiicre i¢i ve dis1 yolaklar {izerinden
humoral ve hiicresel bagisiklig1 baskilayarak kalp allogreftlerinin hayatta kalma siiresini
uzattigin1 gostermislerdir (61). Pahlevan A ve ark. (62) 2002 yilinda rifampisinin de
icinde bulundugu rifamidlerin TNF ile indiiklenen Niikler Faktér Kappa B (NF-KB)
aktivasyonunu inhibe etme potansiyelini gostermislerdir (62). H. M. Ziglam ve ark. (63)
2004 yilinda rifampisinin, insan monositleri tarafindan salgilanan sitokinlerin
salgilanmasimi degistirme kapasitesi sayesinde immiinomodiilatér etkilere sahip
oldugunu gostermislerdir. Bu ¢aligmanin sonucunda rifampisinin monositlerden IL-6 ve
IL-10 salinimini artirirken TNF-a ve IL-1B salinimini baskiladigini gostermislerdir

(63).

Seung Keun Kim ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada rifampisinin NF-
kappaB’nin DNA baglama aktivitesinin baskilanmasi1 yoluyla Tool Like Reseptor
2(TLR2)" yi inhibe etmesinin, rifampisinin immiin baskilayici etkilerinin yeni bir

mekanizmasi olabilecegini belirtmislerdir. (64)

Tsiskarishvili N ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptiklar1 calismada psoriaziste rifampisin
kullaniminin T hiicre fonksiyonlari {izerine etkileri oldugunu gostermislerdir (65). Yine
karpal tlinel sendromu gibi immiin paterni olabilen mekanik hastalarin tedavisinde dahi
potansiyel bir immiinomodiilatér olarak degerlendirilmesini saglayan bir yazi
yaymlanmigtir (66). Bu immiin etkilerinin mekanizmas: tam olarak bilinmemekle
beraber tiim bu calisamlar bu molekiiliin farkli etkileri olabilecegini diisiindiirmiis ve

yeni ¢aligmalarin baglamasini saglamistir.
2.2.1.b. Rifampisinin Norolojik Etkileri

1992’de McGeer ve ark. (67) uzun siireli tedavi alan leprali hastalarda demans
prevalansinin 6nemli 6l¢iide azalmis oldugunu rapor etmislerdir. Bu calismadan sonra
rifampisinin noérolojik etkileri lizerine yogunlasilmis ve konu ile ilgili bir ¢ok ¢alisma

yapilmistir.

Namba ve ark. (68) demansi olmayan leprali hastalarin beyin dokularini incelemis ve

demans: olmayan 140 Japon yasli denekte norofibriler yumaklari ve senil plaklart
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immiinohistokimyasal boyama yoluyla karsilastirmislardir. Yillarca rifampisin tedavisi
goren demans gelismeyen yasli leprali hastalarin, ayni yastaki kontrollere kiyasla

beyinlerinde senil plak olmadigini rapor etmislerdir.

Yulug B. ve ark. (69) 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile gegici ve kalic1 fokal serebral
iskemi sonrasi rifampisinin noroprotektif etkisini gostermislerdir. Calismada, orta
serebral arterleri kalic1 veya gegici tikanikliga tabi tutulmus farelere; kalic1 iskemiden
hemen 6nce ve 30 dakikalik gegici iskemiden hemen sonra rifampisin uygulanmistir. 5
mg/kg rifampisin uygulanan, 20 mg/kg rifampisin uygulanan ve rifampisin
uygulanmayarak 0.3 ml %10 etanol intraperitoneal uygulanan gruplar olusturulmustur.
20 mg/kg rifampisin ile tedavi edilen grupta enfarktiis boyutu 6nemli 6l¢iide daha kiigiik
oldugu gozlenirken, 5 mg/kg rifampisinin etkili olmadigi gozlenmistir. 20 mg/kg'lik
rifampisin uygulanan grupta serebral iskemiden sonra 6nemli bir ndroproteksiyon
gbzlenmistir. Yaygin doku hasarinin gozlendigi striatumdaki terminal deoksiniikleotidil
transferaz aracilt dUTP nick-end etiketleme (TUNEL) pozitif hiicre sayisi, rifampisin
verilmeyen gruba kiyasla rifampisin uygulamasiyla azalmistir. Bu ¢alisma ile rifampisin
uygulamasinin farelerde kalic1 ve gegici fokal serebral iskemi sonrasinda beyin hasarini

etkili bir sekilde azalttig1 gosterilmistir.

Parkinson hastalig1 (PD), substantia nigra pars compacta'daki dopaminerjik néronlarin
kaybindan kaynaklanan motor semptomlarla karakterize edilen nodrodejeneratif bir
hastaliktir. PD'nin karakteristik histopatolojik o6zellikleri arasinda ndronal 6liime ek
olarak, inflamatuar siiregler ve intrandronal protein birikimi bulunmaktadir. Noronal
perikaryada (Lewy cisimcikleri) ve noronal siireglerde (Lewy noritleri) lokalize

proteinli inkliizyonlar esas olarak a-siniikleinden (aS) olusur. (70).

2007 yilinda Xu ve ark. yaptiklari ¢aligma ile rifampisinin PC12 feokromositoma
hiicrelerini, hem apoptoz hem de nekroz yolaklarini tetiklemekte kullanilan metil fenil
pridinyum ile provoke edilen apoptoza karst korudugunu gostermislerdir. Yine bu
calisma ile rifampisinin Parkinson hastalarinda goriillen mutasyona ugramis bir
presinaptik protein olan alfa-siniiklein multimerlerinin ekspresyonunu inhibe ettigini,
dolayisiyla 6nemli bir norolojik komorbidite olan Parkinson hastaligindan kordugunu

gostermiglerdir (71).
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Acuia L ve ark. (72), rifampisinin (Rif) ve onun otoksidasyon {iriinii rifampisin kinonun
(RIfQ) anti-inflamatuar ve noroprotektif aktivitelerini degerlendirmek igin rekombinant
insan aS'nin fibriler formlar tarafindan aktive edilen beyin mikroglial hiicre kiiltiirlerini
kullandiklar1 ¢alismada, Rif ve RifQ ile 6n tedaviler, prototipik inflamatuar sitokinlerin
(TNF-a, IL-6) salgilanmasin1 ve oS fibril agregatlari ile aktive olan mikroglial
hiicrelerde oksidatif stres patlamasini azalttigi gosterilmigtir.  TNF-a ve IL-6
seviyelerinin de Olclldiigli ¢calismada, Rif veya RifQ ile yapilan tedavilerin salgilanan

sitokin seviyelerini 6nemli 6lgiide azalttigi da gosterilmistir.

Yukarda hipoksik beyin hasarinin patolojisinden bahsedilirken deginildigi gibi, beyinde
mikroglia, noronal destek, sinaptik modiilasyon, noronal devrenin yeniden
diizenlenmesi ve 6nemli miktarda antimikrobiyal peptit iiretimi gibi ¢ok ¢esitli islevleri
yerine getirir. Mikroglial aktivasyon, ndrodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde,
ozellikle de hipoksik hasar olusumunda onemli rol oynayan bir siiregtir. Mikroglial
aktivasyonun diizenlenmesi potansiyel nérodejenerasyonun progresyonunun onlemesi
acisindan kritik kabul edilmektedir. Wei Bi ve ark. (73), 2011 yilinda yaptiklar1 hayvan
deneylerinde, mikroglialar1 indiikledigi gosterilen lipopolisakkarit bir proinflamatuar
mediatér olan BV-2 sinyal yolunun rifampisin molekiiliiniin yarigmali inhibisyonu ile
kontrol edildigi gdstermislerdir . Bu ¢alismada, rifampisinin, lipopolisakkarit (LPS) ile
indiiklenen proinflamatuar mediatorlerin iiretimi ve BV2 mikrogliadaki sinyal yolaklari
tizerindeki etkilerini incelenmis, ayrica mikroglia ve ndronlarin ortak kiiltiirii
kullanilarak  rifampisinin  noroprotektif —etkileri ~degerlendirilmistir.  Sonuglar,
rifampisinin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, siklooksijenaz-2, tiimor nekroz faktorii-o
ve interlokin 1B'nin LPS ile uyarilan ekspresyonunun yani sira nitrik oksit ve
prostaglandin E2 {iretimini inhibe ettigini gostermistir. Ayrica, rifampisin, niikleer
transkripsiyon faktorii NF-kappa B inhibitoriiniin bozunmasini1 bloke ederek LPS ile
indiiklenen niikleer faktor-kappa B aktivasyonunu bastirmistir. Mikroglia'nin rifampisin
ile 6n inkiibasyonu, mikroglia-ndronal ortak kiiltiir sisteminde norotoksisiteyi azaltmis
ve noron sagkalimmi iyilestirmistir. Rifampisinin iNOS ekspresyonu ve NO {iretimi
tizerindeki etkisini incelemek i¢cin, mRNA ve protein seviyelerinin yani sira LPS ile
uyarilan BV2 mikrogliadaki nitrit birikimi 6lgiilmis, rifampisin tedavisinin, LPS ile
indiiklenen iNOS mRNA ve protein ekspresyonunu doza bagimli bir sekilde biiyiik

oOlglide inhibe ettigi gozlenmistir. Artan konsantrasyonlarda rifampisin eklenmesinin,
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LPS ile indiiklenen TNF-a ve IL-1p ifadesinde doza bagli bir azalmaya neden oldugu

gosterilmistir.

Calismalar, mikrogliadaki proinflamatuar mediatorlerin inhibisyonunun Alzheimer
hastaligi (AD), Parkinson hastaligi (PD), travma, multipl skleroz (MS) ve serebral

iskeminin siddetini azalttigini1 géstermistir (73-78)

Liang Y ve ark. (79) 2015’te rifampisin molekiiliiniin hiicre diizeyindeki etkilerini
noromolekiiler metodlar ile degerlendirmis ve NLRP3 ile Kaspaz-1 molekiillerinin
ekspresyonlar1 tizerine bir c¢alisma yapmuslardir. Mitokondriyal elektron tasima
zincirinin kompleks I'inin bir inhibitorii olan rotenon, ROS olusturabilen elektron
sizimtisina neden olarak oksidatif strese yol agtigi ve rotenonun p38 sinyal yolunu
kullanarak mikroglia aktivasyonunu indiikledigini bildiren c¢aligmalar mevcuttur
(79,80). Noroinflamasyonda merkezi bir sinyal yolu olan NLRP3 enflamasyonu,
norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Reaktif oksidatif stresin
(ROS) aktivatorlerinden biri olan NLRP3, ayrica hiicre i¢i ROS ve mitokondriyal
membran potansiyelini (MMP) saptamak i¢in sirasiyla 20, 70-Diklorodihidrofloresein
diasetat boyamasi ve Rhodaminel23 boyamasi kullanildigi caligmanin Sonuglari,
rifampisinin, rotenon ile tedavi edilen BV2 hiicrelerinde hiicre ici ROS'u agikga
azalttigint ve MMP kaybini tersine ¢evirdigini dogrulamis, ayrica rifampisinin rotenon
kaynakl1 sitotoksisite ve BV2 mikroglia'da IL-1f'nin gen ekspresyonunu azalttigini
gostermistir. Ayrica western blot analizi, rifampisin 6n isleminin kaspaz-1 boliinmesini
ve NLRP3'lin protein ekspresyonunu inhibe ederek NLRP3 inflamatuar aktivasyonunu

baskiladigin1 dogrulamistir.

Rifampisin tedavisinin, LPS tarafindan indiiklenen mikrogliada TLR-4 ekspresyonunu
ve NF-xB'nin niikleer transferini inhibe ettigini ileri stiren (79,81), ayrica rifampisinin
glutatyonu artirarak ve oksidatif stresi azaltarak apoptozu inhibe ettigini gosteren

calismalar mevcuttur. (79,82)

Zahednasab H ve ark. (83), rifampisinin demiyelinizasyon, gliozis, apoptoz,
inflamasyon, behavioral disfonksiyon ve kuprizon demiyelinizasyon modelindeki
biyokimyasal degisiklikler tizerindeki etkinligini incelemislerdir. Multipl skleroz (MS),

patogenezinde noroinflamasyon ve norodejenerasyonun rol oynadigi bir SSS hastaligi

15



olup, demiyelinasyonun nedeni oligodendrosit kaybidir (83,84). Hastalarda olusan ROS
noral hasarin ilerlemesinde ve miyelin kilifinin yikiminda rol oynar (83,85). Tersine
gevrilebilir demyelinasyonu indiikleyen bir madde olan kuprizon kullanilan ¢alismada,
deney farelerine, 6 haftalik kuprizon tedavisinin son 7 giiniinde seri dozlarda rifampisin
(10, 20 veya 40 mg/kg verilmistir. Bes hafta boyunca fareleri cuprizone ile beslemek,
farelerin kat ettigi mesafede 6nemli bir azalmaya (p < 0.01) neden olmustur. Rifampisin
uygulamasi, agik alan aparati ile Olgiilen farelerin hareketlerini 6nemli olgiide
arttirmistir (p < 0.01). Saglikli farelere uygulandiginda ise rifampisin tarafindan ne
hareket hi1z1 ne de hareket mesafesi etkilenmemistir. Sonuglar, rifampisin uygulamasinin
motor davranissal eksikliklerde iyilesmeye yol agtigini gostermistir. Apoptotik hiicre
Olimiinii tespit etmek iizere DNA fragmantasyonunu boyamak i¢in TUNEL testi
kullanildigi ¢alismada, rifampisin, inter 16kin-6, interlokin-1p, kaspaz-12 aktivitesi,
heme oksijenaz-1, NO ve malondialdehit diizeylerini 6nemli 6l¢iide diisirmiistiir. Bir
antiapoptotik olan Bcl-2 proteininin  seviyeleri faktorii, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kuprizon ile tedavi edilen farelerde O6nemli Glgiide daha diisiik
bulunmus, rifampisin verilen farelerde Bcl-2 seviyeleri, alti hafta boyunca kuprizon
verilen farelere gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur. Kaspaz-12'nin
aktivitesi, cuprizone ile tedavi edilen farelerde kontrolden daha yiiksek olup, rifampisin
verilmesi, bu enzimin aktivitesini O6nemli Ol¢tide azaltmistir. Yine bu ¢alismada
cuprizone alan fare beyinlerinin korpus kallozumunda astrogliosis, astrositlerin
birikmesine neden olmus, GFAP'ye karsi antikorlar, cuprizone ile beslenen farelere
kiyasla rifampisinin korpus kallozumdaki astrosit sayisini azalttigini gdstermistir.
Mikrogliozun derecesi, beyin boliimlerinin korpus kallozumunda Iba-1'e kars1 antikorlar
aracilifiyla degerlendirilmis, kuprizon ile tedavi edilen farelerde mikroglia sayisinin
arttigl gozlenmistir. Buna kargin rifampisin verilmesi, aktif mikroglia sayisini
azaltmistir. Rifampisin, sirasiyla aktif astrositlerin ve mikroglialarin sayisini kontrol
etmek i¢in GFAP ve Iba-1 ifadelerini basariyla modiile etmistir. Histopatolojik bulgular,
rifampisinin istatistiksel olarak remiyelinizasyonu destekledigini, mikroglioz ve

astrogliozu azalttigini gostermistir.

Norodejeneratif hastaliklar, sinir sisteminde coziinemeyen yanlis katlanmis protein
kiimelerinin birikmesi ile karakterize bir grup hastalik olup 0Ozellikle Alzheimer

hastaligi, amiloid-y kiimelerinin hiicre dis1 birikintilerini ve hiperfosforile tau
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kiimelerinin hiicre i¢i intensiteleri ile karakterize kronik progresif bir hastaliktir
(86). Hiicre i¢i tau inkliizyonlari, Pick hastaligi, kortikobazal dejenerasyon, progresif
supraniikleer felg, arjirofilik tahil hastaligi, kromozom 17'ye (FTDP-17) bagh
frontotemportal demans ve parkinsonizmi gibi hastaliklar benzer ndrodejeneratif
siireglere sahip hastaliklardir ve bu hastaliklarda amiloid-targeting-hedefleme
terapilerinin son dekadlarin giincel konularindandir (86). Bu temelde, Tomohiro ve ark.
hayvan modelleriyle yaptiklar1 ¢alismada rifampisin, curcumin, epigallocatechin-3-
gallate, myricetin ve scyllo-inositol molekiillerinin igeren ardisik amyloid hedefleme
tedavilerini denemislerdir. Bu ¢alismada rifampisin, genis spektrumunu gosteren
amiloid-, tau ve a-siniikleinin oligomer olusumunu inhibe etmesi ve bu molikiiller
igerisinde amiloid-ve tau oligomerlerine karsi inhibe edici etkilerinin olmasi, APP OSK
farelerinde (amiloid-lig oligomer modeli), Tg2576 farelerinde (Alzheimer hastaligi
modeli) ve tau609 farelerinde (tauopati modeli) etkilerinin olmasi ile en Onemli

protektif ajan olarak 6ne ¢ikmustir (86).

Yapilan bilissel deneylerde de (Morris su labirenti kullanilarak yapilan galismalar gibi)
1 mg / gilin rifampisinin farelerin hafizasini transgenik olmayan yavru kontrollerine gore
benzer bir seviyeye gelecek diizeyde gelistirmistir; rifampisin ayrica sitokrom c'yi de
inhibe ederek hipokampusta mitokondri ve kaspaz 3 aktivasyonundan salinimlarini

etkilemesine bagli olarak biligsel fonksiyonlarda bir iyilestirme gdstermistir (86).

Alzheimer Hastali§i'nin noropatolojik 6zelligi, dnemli néronal hiicre olimii ve ilgili
beyin atrofisi ile iligkili hiicre dis1 senil plaklarin ve hiicre i¢i ndrofibriler yumaklarin
birikmesidir, beyinde etkilenen bolgelerdeki norodegeneratif degisiklikler, hastaligin
herhangi bir belirtisinin ortaya ¢ikmasindan yillar once baslar (87). Erken
noroinflamatuar yanit ve mikroglial aktivasyon yoluyla ilgili néronal disfonksiyon ve
inflamatuar belirteglerin (yani, indiiklenebilir nitrik oksit, nitrik oksit ve timdor nekroz
faktorii-a) diizeylerini artirmadaki kritik roliine dayali olarak birlikte ele alindiginda,
erken AD'deki hafiza kaybi, uygun anti-inflamatuar, anti-oligomerik ve rifampisin gibi
noroprotektif ajanlarla tersine g¢evrilebilecegi diistintilmistiir (87). Ancak klinik
deneylerde beklenilen bagar1 elde edilememistir. Klinik deneylerdeki basarisizligin,
muhtemelen tedavinin ge¢ zamanlamasi ve yetersiz dozajindan kaynaklandigi

diistinilmiistiir (87).
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2.2.2 Rifampisin Kullammnin Kisithhgi, Rifampisine Direng

Rifampine direng, yaygin ve giincel kullanimin 6niindeki en temel problem olarak
goriilmektedir. (59). Mycobacterium tuberculosis ve Staphylococcus aureus dahil olmak
lizere cesitli bakterilerde ortaya c¢ikar. M. tuberculosis'in rifampine tek asamali
mutasyon yoluyla spontan direng oran1 8-10 basilde 1'dir ancak diger bakteri tiirlerinde
(6rn., Escherichia coli, S. aureus , Streptococcus spp ve N. meningitidis ) diren¢ orant
daha yiiksektir (88,89). Direng gelisme hizi yiiksek ve oOngoriilebilir oldugundan,
rifampin yalnizca N. meningitidis veya H. influenzae'ye karsi profilaksi i¢in veya
organizma ylkiinliin nispeten diisik oldugu M. tuberculosis i¢in monoterapi olarak
Onerilebilir. (89). Mikroorganizma temelli diren¢ mekanizmalarinin, antibiyoterapi disi
amagla kullanildiginda ne derece tetiklenilmekte oldugu bilinmemektedir ancak
potansiyel olarak bu mutayonun tetikleyici siiregleri ortaya ¢ikmadigi siirece direng

acisindan bir risk olmamasi da teorik olarak s6z konusudur (89).
2.2.3. Rifampisinin Farmakokinetigi

Rifampisin, oral uygulamadan sonra hizli ve tam emilime ugrayan eski bir ajandir.
Absorpsiyon, formiilasyona bagli olabilir ve oral doz a¢ karnina alindiginda daha
lyiyken yemekle birlikte alindiginda ve diyabet ve / veya HIV enfeksiyonu olan
hastalarda azalabilir (90). Temelde polimorfoniikleer 16kositlerde olmak iizere hiicre igi
olarak hiicre dis1 konsantrasyonlarin bes katina kadar penetre olabilen, %80 proteinlere
baglanan bu ajanin en onemli 6zelliklerinden birisi de beyin omurilik sivisina ve pek
¢ok viicut dokusuna / sivisina yaygin ve etkin bir geciginin olmasidir (90). Bu etkisi
hem antibiyotik olarak kullanimindaki en kuvvetli yoniinii olusturmaktadir, hem de non-

stipiiratif siireclerde kullanimini pekistiren 6nemli unsurlardan birisi olmustur.

Rifampisinin yarilanma omrii ii¢ saattir. Inaktif metabolitlerinin yogun bir karaciger
metabolizmasina ugramasina karsin, ilacin renal eliminasyonu minimal olarak kabul
edilir (<%30) (90). Bu nedenle bobrek yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasina
gerek yoktur. Bununla birlikte, rifampisin, 06zellikle izoniazid gibi diger
hepatotoksinlerle kombinasyon halinde kullanildiginda karaciger enzimlerini

etkileyebilecegi i¢in dikkatli olunmalidir (90).
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2.2.4 Tiiberkiiloz Tedavisinde Rifampisin Kullanim

Tiiberkiiloz tedavisi i¢in normal yetigskin rifampin dozu, giinliikk veya haftada {i¢ kez
verilen 10 mg / kg'dir (giinliik maksimum 600 mg). Intravenéz dozlar, agizdan
uygulananlara benzerdir (58). Normal pediyatrik doz araligi, giinliik olarak dogrudan
gozlemlenen tedavi ile verilen glinde 10 ila 20 mg / kg'dir (maksimum 600 mg'a kadar).
Oral dozlar yemeklerden bir saat dnce veya iki saat sonra uygulanmalidir (58). M.
tuberculosis'e kars: rifampin igin terapotik serum konsantrasyonu, 8 ila 24 mikrogram /

mL'lik iki saatlik bir doz sonrasi konsantrasyondur.

S. aureus'a bagli protez kapak endokarditi olan yetiskinler i¢in dnerilen rifampin dozlar
sekiz saatte bir 300 mg'a kadardir (91). Bu, diger antistafilokok tedavisi ile
kombinasyon halinde 6 hafta siireyle uygulanabilir (91). Diger invaziv stafilokok
enfeksiyonlar1 (osteomiyelit, protez eklem enfeksiyonlar1 ve menenjit gibi) icin
rifampin tedavisi onerileri genellikle giinde 600 ila 900 mg (genellikle iki boliinmiis
dozda) kullanir (91).

Bobrek fonksiyon bozuklugu olan veya diyalize giren hastalar i¢in doz ayarlamasina
gerek yoktur. Her ne kadar altta yatan karaciger disfonksiyonu olan hastalara rifampin
uygulanmasinda dikkatli olunmasi gerekse de, bu popiilasyonda dozlamaya rehberlik
edecek resmi bir kilavuz bulunmamaktadir. Bununla birlikte, belirgin karaciger
yetmezligi olan hastalarda metabolizmanin 6nemli dlgiide degisebilecegi bilinmektedir

(92).
2.2.5 Rifampisinin Potansiyel Yan Etkileri ve Olumsuz Yanlari

Hastalara, rifampinin tipik olarak viicut sivilarinda (idrar, ter, tiikiiriik ve gézyas1 dahil)
turuncu veya kirmizi-turuncu renk degisimine neden oldugu klinikte bilinmektedir.
Rifampin uygulamasiyla iligkili yan etkiler arasinda gastrointestinal etkiler (bulanti,
kusma, ishal), santral sinir sistemi etkileri (bas agrisi, ates), dermatolojik etkiler
(dokiintii, kasint1, kizarma) ve hematolojik etkiler (trombositopeni, nétropeni ve akut

hemolitik anemi) sayilabilir (90,92).

Hepatit rifampin kullanimi ile goriilse de sik bir yan etki olarak kabul edilmez (92).

Sadece eszamanli hepatotoksik diger ilaglarin (izoniazid benzeri) uygulanmasi, HIV
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komorbid enfeksiyonu, karaciger hastaligi oykiisii, diizenli alkol tiiketimi, predispozan
faktorleri olan hastalarda daha sik goriiliir (89,92). Nedeni bilinmemekle beraber latent
tiiberkiiloz enfeksiyonu olan ve iki aylik rifampin / pirazinamid rejimi ile tedavi edilen
hastalarda yiiksek bir hepatotoksisite insidans1 goézlenmistir (92). Bu nedenle, sonraki
kilavuzlar bu rejimin kullanimmna karsi tavsiyelerde bulunmustur. Rifampin,
uygulamadan bir ila iki saat sonra baglayan ve alt1 ila sekiz saat sonra ¢oziilen grip
benzeri bir sendroma neden olabilir (92). Tipik olarak, bu sendrom, 6zellikle yiiksek

dozlarda, giinliik tedaviden ziyade aralikli olarak daha yaygin olarak ortaya ¢ikar.

Agir rifampin ile iligkili reaksiyonlar olarak anafilaksi, kutandz vaskiilit, kirmizi hiicre
aplazisi, 16kopeni ve agraniilositoz, trombositopeni, yaygin intravaskiiler koagiilasyon,
hemolitik anemi, pulmoner infiltratlar, lupoid reaksiyonlar ve akut bobrek yetmezligi
sayilmaktadir (90,92).
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3. GEREC ve YONTEMLER

Calismamiz, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanarak tibbi etik agisindan uygun bulunmus (Tarih: 02.12.2020, Karar N0:20/153),
Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TTU-
2021-11087 nolu proje kapsaminda desteklenmistir. Calisma, Ocak 2020 — Temmuz
2021 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar
ile Gevher Nesibe Genom ve Kok Hiicre Merkezi koordinasyonunda hayvan deneyi
arastirma projesi olarak tarasarlandi, calismaya Kasim 2020°de baslandi ve Mart

2022’de calisma sonlandirildi.
3.1 Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi' nde iiretilmis olan 1 aylik Spraque Dawley cinsi 48 adet erkek sigan kullanildi.
Her bir grupta 12 adet olmak tizere 4 gruba ayrilan siganlar, 12 saat 151k 12 saat karanlik
saat dongiisii icerisinde standart sigan kafeslerinde, standart oda sicakliginda, musluk
suyu ve standart sigan yemi ile kisitlama yapilmaksizin beslendi. Bir deney sonunda
agirligi olgiilen siganlar, inhalasyon yoluyla %100 O2 igerisinde %5 izofloran bulunan
anestezi odasina konularak anestezi altma alindi. Oliim kardiyak ventrikiiler insizyon

yoluyla agik gogiis anevrizmasi ile dogrulandi.
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3.2 Deney Gruplar ve ila¢ Uygulamalan

Deney hayvanlari, her bir grup 12 adet sigan iceren 4 gruba ayrildi. Toplamda 48 adet
sigan kullanildi. Gruplarin dizayn edilmesinde, hipoksiye maruz kalmayan normoksi
grubu ile diger gruplarin karsilagtirilmasi ve ayrica hipoksiye maruz kalip rifampisin

verilmeyen grup ile rifampisin verilen gruplarin karsilastirilmasi amaglandi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Deney gruplari. N_KON: Normoksik kontrol grubu, H_KON: Hipoksik
kontrol grubu, ASH_RIF 7G: Hipoksiye maruz kalip 7 giin rifampisin verilen grup,
ASH_RIF_14G: Hipoksiye maruz kalip 14 giin rifampisin verilen grup.

Durum Gruplar
N_KON H_KON ASH_RiF_7G ASH_RIF_14G
tedavi tedavi yok tedavi yok Rifampisin Rifampisin
tedavi siiresi yok yok 7 gilin 14 giin
NToplam 12 12 12 12 48

3.3. Fizyolojik Ol¢iimler

Akut stirekli hipoksi (ASH) modeli olusturmak icin barometrik biitiin viicut
pletismografi (WBP) kullanildi. Siganlar WBP odalarina konulmadan once bir basing
kalibrasyon sinyali Drorbaugh ve Fenn denkleminde (Drorbaugh, J.E. ve Fenn, W.O.
1955) kullanilan; pletismograf icinin sicaklii, sigcan viicut sicakligi, g¢evresel ve
normobarik oda i¢i basinct ve sican viicut agirligi parametreleri her nefes alimi ve
verimi i¢in dakikadaki ventilasyon (ml.min-1 .100g-1), frekans (nefes/dak) ve tidal
volim (ml/100 g) hesaplanmasi i¢in kullanildi (Biosystems XA software; Buxco
Electronics, Wilmington, NC). Normoksi ve/veya hipoksi kosullarinda bulunan siganlar
biitiin viicut pletismograf odalarina (model PLY3213; Buxco Electronics, Wilmingtan,
NC) konuldu ve ardindan normobarik odalara giden basingl havanin 6 L/dk' lik egilimli
bir akis gOstermesi saglanarak inspire edilen havanin gaz komposizyonunun kontrol
edilmesi, O2 ve CO2 miktarlarinin degistirilmesi ve CO2 birikimini 6nlemesi i¢in kiitle
akis kontrolorii (MFC-4 Sable Systems, Inc. Las Vegas, NV) kullanildi. Fizyolojik
Olclimlere baslanmadan oOnce siganlarin 30 dk boyunca aklimatizasyonu saglandi.
(Wilkinson, K.A. vd. 2011). Dizayn edilen zaman periyodlar1 igerisinde solunum

parametreleri siirekli olarak Ol¢iiliirken sicanlarin uyanik veya sakin oldugu zaman
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durumlarn analiz i¢in kullanildi. Verilerin kabul edilebilirligi i¢in gozler agik, viicut
hareketinin olmadig1 ve bilgisayar ekraninda normal bir solunum modelinin siirekli
izlendigi alanlar goz Oniinde bulunduruldu. Siganlarin uyudugu veya uyku halinde
oldugu gozlendiyse veri optimizasyonunun saglanmasi i¢in bu veriler kullanilmadi (Liu,

C. vd. 2011).
3.3.1 Akut Siirekli Hipoksi Modeli Olusturulmasi ve WBP Olciim Protokolii

Akut Siirekli Hipoksi modeli uygulanan, solunum parametreleri 6l¢iilen siganlar, 6l¢lim
yapilacagi giin plestismografi odasi igerisinde ilk 30 dk boyunca %21 O2 seviyesinde
aklimatize olmalarmna izin verildi. Aklimatizasyon isleminden sonra 30 dk boyunca
normoksik kosullardaki (Flo2= 0.21 ve Flco2= 0.003 (N2 ile balans)) gaz fraksiyonunda
bazal ventilasyon Olglimii yapildi. Normoksik kosullardaki bazal ventilasyon
Olgtimiinden sonra 15 dk boyunca (Floz= 10.0 ve Flcoz= 0.03 (N2 ile balans)) akut
stirekli hipoksiye maruz birakildiktan sonra tekrar reoksijenizasyon saglanip 15 dk
boyunca normoksik gaz fraksiyonlarmma doniildi. Toplam 90 dakika sonra 6l¢im
sonlandirildi (Wilkinson, K.A. vd. 2010, 2011). Herbir grupta bulunan siganlarin WBP
Ol¢limii bitiminden sonra akut hipoksiye maruz kalan ila¢ gruplarina 1 hafta ve 2 hafta
stireyle 20 mg/kg intraperitoneal rifampisin verilmistir. Rifampisin uygulamasi yapilan

gruplar ayn1t WBP 6l¢iim protokolii ile akut HVR 6l¢timii yapildi.

Sekil 3.1. Akut siirekli hipoksi modeli olusturulan biitiin viicut pletismografisi (WBP)
sistemi.
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3.4 Doku Perfiizyonu, Dokularin Cikarilmasi ve Doku Kesitlerinin Alinmasi

Bir deney sonunda agirlig1 6lgiilen si¢anlar, inhalasyon yoluyla %100 Oz igerisinde %5
izofloran bulunan anestezi odasina konularak anestezi altina alindi ve 6liim kardiyak
ventrikiiler insizyon yoluyla agik gdgiis anevrizmasi ile dogrulandi. Otenazi isleminin
ardiman 0.4 ml heparin (1000 {inite/ml) intraperitonel (IP) olarak yapildi ve birkag
dakika beklendi. Siganlar sol ventrikiil/aortik kateterizasyonla buz igerisinde tutulan 40
ml serum fizyolojik ve sonrasinda 0.01 M tuz tamponu (PBS tablet, Sigma Aldrich pH=
7.4) ile viicuttaki tiim kan uzaklastirilana kadar ve hemen sonrasinda %4’ liik
paraformaldehit (Parafolmaldehit Granular, MERCK) tamponu ile perfilize edildi. Daha
sonra beyin korteksinden doku kesitleri almak i¢in dokular ¢ikarilarak immunofloresan
caligmasi i¢in isleme alindi. Cikarilan dokular +4°C derecede bir giin veya iki giin PBS
igcinde ¢Oziinmiis %2’ lik paraformaldehit tamponu igerisinde tutuldu. Daha sonra yine
PBS iginde ¢oziinmiis %30’ luk siikroz ¢ozeltisi igerisine transfer edilerek +4°C’ de 2
veya 3 giin soliisyon igerisinde batana kadar muhafaza edildi. Tencke kutu igerisine
konulan izopentan, sivi nitrojen kabina sarkitilacak ve doku preperatlar1 bir mantar
parcasina otutturularak doku yapistirict O.C.T. Compound (Tissue-Tek, Sakura) ile
izopentan igerisinde donduruldu. Dondurulan dokular -80 °C derecede saklandi. Tiim
dokular hazir oldugunda donduruculu karyostat (CM 1860 UV, LEICA, Germany)
kullanilarak -20 °C derecede 5 pm kalinliginda transvers kesitler alindi. Toplanan beyin
dokulart daha sonra immiinofloresan boyama caligilmak iizere antifriz soliisyonuna
(%50 PBS, %30 etilen glisol, %20 gliserol) konularak -20 °C derecede saklandi
(Wilkinson, K.A. vd. 2010, 2011; Nichols, N.L. vd. 2012; Satriotomo, I. vd. 2009;
Satriotomo, I. 2012).
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Sekil 3.2. (A) izofluran bulunan anestezi odasinda Stenazi uygulamasi. (B) Beyin
dokusunun ¢ikarilmasi.

Sekil 3.3. Donduruculu karyostat ile 5 uM kalinlagindaki beyin doku kesitlerinin
alinmasi.
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3.5 Astrositlerin ve Mikroglialarin Immunofloresan Etiketlenmesi ve Floresan

Mikroskobunda Goriintiileme

Doku perflizyonu islemi yapilan her gruptan 6 siganin beyin dokusu ¢ikarilarak once
%4 PFA soliisyonunda, sonraki gece %30 siikroz ¢6zeltisinde bekletildi. Dokular OCT
(Tissue-Tek, Sakura) soliisyonu ile donduruldu. 5 puM kalinlagindaki beyin doku
kesitleri donduruculu karyostat ile alind1. (Crysostat, LEICA, Germany). Alinan kesitler
lam tizerinde siralandi. Kesitler 3 kez x 10 dakika boyunca fosfatla tamponlanmis serum
(PBS) ile yikandi. Yikama sonrasinda dokular oda sicakliginda 1 saat boyunca %0,5
Triton X-100 iceren PBS soliisyonuyla ardindan 1 saat de %5’ lik kegi serumu igeren
PBS soliisyonu ile nem odasinda inkiibe edildi. Mikroglia hiicrelerini gostermek
amaciyla iyonize kalsiyum baglayan adaptor molekiil 1 (Iba-1) rabbit anti-lba-1 1/2000
(PA5-27436, Invitrogen), astrosit hiicrelerini géstermek amaciyla glial fibriller asidik
protein (GFAP) chicken anti-GFAP 1/2000 (ab4674, Abcam) birincil antibodyleriyle
isaretlendi. 2 giin boyunca +4°C sicaklikta birincil antibodyleri igeren %5’ lik keci
serumu igeren PBS soliisyonu ile nem odasinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
kesitler PBS soliisyonuyla 3 kez 10 dakika yikandi. Primer antibodylerle isaretledigimiz
hiicrelere 6zgii molekiillerin belirli spektrum araliginda florasan veren 647-goat-
antichicken 1/1000 (A-21449, Abcam), 488-goat-antirabbit 1/500 (A-32723, Abcam),
350-goat-antimouse 1/1000 (A11045, Abcam) ikincil antibodylerimizle isaretlenmesi
i¢in oda sicakliginda nem odasinda 2 saat siiresince inkiibasyonu yapildi. Inkiibasyon
sonrasinda kesitler PBS soliisyonuyla 3 kez 10 dakika yikanip temiz bir pegete
yardimiyla dikkatlice silindikten sonra DAPI ile bloke edilip lamel yardimiyla
kapatilarak goriintiilleme i¢in hazir hale getirildi. Spektral dekonvoliisyon floresan
mikroskop (ZEISS AxioScop, Germany) kullanilarak 10X ve 20X biiylitme kesitleri
gortintiilemek i¢in kullanildi (Tadmouri, A. vd. 2014; Taft, J.R. vd. 2015; Stokes, J.A.
vd. 2017).
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Sekil 3.4. Iimmiinofloresan antibodyler ile hiicre ¢ekirdegi, astrosit ve mikroglialarin
isaretlenmesi

3.6 Astrosit aktivasyonunun miktarimin belirlenmesi

Aktive olan astrositler GFAP salgilamaktadir (Eng, L.F. ve Ghirnikar, R.S. 1994).
Astrositlerin aktivasyonun primer ve sekonder antibodylerle boyadigimiz GFAP ’in
goriintlilerde verdigi ortalama renk dansitesi lizerinden ImageJ (FIJI; software v. 2.0.0)
programinda analizler yapildi. Analizler i¢in aym programin Analiz - Olgiim Yardimcist
(Analyze - Mesaure tool) kullanildi. Segilen alan igerisinde ortalama florasan degeri
veren GFAP + alanlarin DAPI ile ko-lokalizasyonu iizerinden hiicrelerin sayimi1 yapildi

(Stokes, J.A. vd. 2017).
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3.7 Mikroglia aktivasyonunun miktarinin belirlenmesi

Mikroglialarin immunohistokimyasal yontemlerle gosterilmesinde giivenle kullanilan
belirteglerden biri olan Iba-1 kullanild1 (Chen, Z. vd. 2012; Ito, D. vd. 2001; Stokes,
JLA. vd. 2013). Uyarilan mikroglialar, hiicre sekillerinde belirli degisiklikler
yapmaktadirlar (Fontainhas, A.M. vd. 2011; Morrison, H.W. ve Filosa, J.A. 2013).
Analizler i¢in aym programin Analiz-Ol¢iim Yardimcist (Analyze - Mesaure tool)
kullanild1. Segilen alan igerisinde ortalama florasan degeri veren Iba-1 + alanlarin DAPI
ile ko-lokalizasyonu iizerinden hiicrelerin sayimi yapildi (Stokes, J.A. vd. 2017).
(Stokes, J.A. vd. 2017).

3.8 istatistiksel Analiz

Biitiin istatistikler ham veriler tizerinden degerlendirildi. Veriler grup ortalamalar1 +
SEM (ortalamanin standart hatas1) seklinde sunuldu. Istatistik Analiz PRISM (Graphpad
Software Inc., Version 9.0.1.) programi kullanilarak gergeklestirildi. Ventilasyon
verileri 2-yonli ANOVA testi sonrast Bonferroni test yontemiyle analiz edildi
(Wilkinson, K.A. vd. 2010). Astrosit ve mikroglia aktivasyonu akut hipoksi sonrasi igin
tek-yonliit ANOVA sonrast Uncorrectted Dunn’s test yontemiyle analiz edildi (Stokes,
J.A. vd. 2017). 2-yonlii ANOVA sonrast FISHER” s LSD testi ¢oklu karsilagtirmali
normoksi ve hipoksi siiresince gelisen glial hiicrelerin aktivasyonuna kontrol gruplari ve
intraperitoneal rifampisin etkisini degerlendirmek amaciyla kullanildi. Kullanilan

istatistiksel yontemler, p-degerleri ve semboller her sekil i¢in not edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Akut Siirekli Hipoksi Gruplarinda Rifampisin Uygulamasinin Solunum

Parametreleri Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Tiim gruplarin deney 6ncesi fizyolojik o6l¢iimleri (solunum frekansi (fR), tidal voliim
(V1), ventilasyon (V) ve V/VCO) yapildi. Her bir grubun kendi i¢inde protokol dncesi
ve sonrast degerlerin kiyaslanmasi agisindan sakrifikasyon islemi Oncesi yeniden
fizyolojik olgtimler yapildi (Tablo 4.1, Tablo 4.2). V/VCO2 degeri metabolizmanin
gostergesi olarak kullanilmaktadir. Normoksik kontrol grubunda, hipoksi protokolii
uygulanmadigi i¢in baslangictaki degerler ile sakrifiye edilmeden onceki degerler
kiyaslandi. Hipoksik gruplardan, ilag verilmeyen grupta baslangictaki degerler ile
hipoksi maruziyeti sonrasinda sakrifiye olmadan 6nceki degerler kiyaslandi, ila¢ verilen
gruplarda ise baslangictaki degerler ile hipoksi maruziyeti sonrasi 7 giin ve 14 giin
rifampisin verildikten sonra sakrifiye edilmeden hemen onceki degerler kiyaslandu. ilag
verilen ve verilmeyen gruplarin degerleri de birbirleriyle karsilastirilarak Sekil 4.1,
Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4 ile gosterilen grafikler elde edildi.

Normoksi grubunda baslangictaki solunum frekansi, tidal voliim ve ventilasyon
degerleri ve CO2 metabolizmasi ile, sakrifiye edilmeden Onceki degerler arasinda

anlamli farklilik bulunmadi (Tablo 4.1).

Hipoksik kontrol grubunda baslangigtaki degerler ile hipoksi sonrast degerler
kiyaslandiginda solunum frekansinda anlamli bir degisiklik olmadi. Tidal voliim ve

ventilasyon degerleri ise anlamli olarak artti (p=0.006). CO2 metabolizmasinda ise

anlamli bir farklilik olmadi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Normoksik kontrol grubu ve hipoksik kontrol gruplarinin deney oncesi ile
sonrasinda sakrifiye edilmeden Onceki solunum frekansi (fr), tidal volim (Vt),
ventilasyon (V) ve ventilasyon basina tiiketilen karbondioksit orani (V / Vco2)
metabolizmast degerlerinin karsilastirmasi. Tabloda anlamlilik koyu renk yazilarak
belirtilmistir.

KONTROL (KON) P
fR (br/min) Bazal Bazal 0,500
Mean 138 131
Std. Deviation 14 13
Std. Error of Mean 4.1 3,9
Vt (ml/min) >0,9999
Mean 4.4 45
Std. Deviation 0,39 0,54
Std. Error of Mean 0,12 0,16
V (ml/min * kg) >0,9999
Mean 586 571
Std. Deviation 56 63
Std. Error of Mean 17 19
V/VvCOo2 0,529
Mean 301 323
Std. Deviation 33 43
Std. Error of Mean 10 13
HIPOKSi KONTROL (H-KON) P
fR (br/min) Bazal HVR 0,275
Mean 125 115
Std. Deviation 13 15
Std. Error of Mean 3,9 4.4
Vt (ml/min) 0,006
Mean 5,6 T3
Std. Deviation 0,85 1,5
Std. Error of Mean 0,25 0,42
V (ml/min * kg) 0,006
Mean 663 809
Std. Deviation 60 126
Std. Error of Mean 18 38
V/VCO2 0,437
Mean 320 372
Std. Deviation 30 50
Std. Error of Mean 11 18

Hipoksi sonrast 7 giin intraperitoneal rifampisin uygulanan grupta, frekans degeri
baslangica gore anlamli olarak azaldi (p=0,0064), tidal voliim ve ventilasyon degerleri

ve CO2 metabolizmasi anlamli olarak artt1 (p<<0,0001) (Tablo 4.2).

Hipoksi sonrast 14 giin intraperitoneal rifampisin uygulanan grupta, frekans degeri

baslangica gore anlamli olarak azaldi (p=0,0162), tidal voliim anlamli olarak artti
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(p<0.0001), ventilasyon degerleri anlamli olarak artt1 (p=0,0002) ve CO2 metabolizmasi
anlamli olarak artt1 (p=0,0043) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Hipoksi sonrasi 7 giin ve 14 giin rifampisin verilen gruplarin deney 6ncesi
ile sonrasinda sakrifiye edilmeden Onceki solunum frekansi (fr), tidal volim (Vt),
ventilasyon (V) ve ventilasyon basina tiiketilen karbondioksit orani (V / Vco2)
metabolizmasi degerlerinin karsilastirmasi. Tabloda anlamlilik koyu renk yazilarak
belirtilmistir.

H_Rif_7G*
fR (br/min) Bazal HVR P
Mean 147 128 0,0064
Std. Deviation 13 18
Std. Error of Mean 3,7 5,2
Vt (ml/min) <0,0001
Mean 5,1 7,7
Std. Deviation 0,58 0,77
Std. Error of Mean 0,17 0,22
V (ml/min * kg) <0,0001
Mean 699 964
Std. Deviation 91 95
Std. Error of Mean 27 29
V/VCO2 <0,0001
Mean 316 408
Std. Deviation 28 32
Std. Error of Mean 8 94
H_Rif_14G* P
fR (br/min) Bazal HVR 0,0162
Mean 141 118
Std. Deviation 18,43 17,27
Std. Error of Mean 5,319 4,986
Vt (ml/min) <0,0001
Mean 5,682 8,252
Std. Deviation 1,146 1,199
Std. Error of Mean 0,3309 0,3461
V (ml/min * kg) 0,0002
Mean 745,2 9429
Std. Deviation 99,56 130,9
Std. Error of Mean 28,74 37,78
V/VCO2 0,0043
Mean 343 402,1
Std. Deviation 37,27 53,69
Std. Error of Mean 10,76 15,5

Hipoksik kontrol grubu ile hipoksi sonrasi 7 giin rifampisin verilen grup
karsilagtirildiginda, 7 giin rifampisin verilen grupta frekansin anlamli olarak azaldigi,
tidal volimde anlamli degisiklik olmadigi, ventilasyon degerlerinin anlamli olarak

arttig1 gézlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Hipoksik kontrol grubu ile hipoksi sonrasi 7 gilin rifampisin verilen grubun
Frekans-Tidal Volim- Ventilasyon grafiklerinin karsilagtirlmasi A. H_KON ve
H_Rif_7G deney gruplarinin frekans degerlerinin grafigi B. H_KON ve H_Rif_7G
deney gruplarinin tidal voliim degerlerinin grafigi C. H_KON ve H_Rif_7G deney
gruplariin ventilasyon degerlerinin grafigi. Anlamlilik (*) isareti ile gosterilmistir.

Hipoksik kontrol grubu ile hipoksi sonrasi 14 giin rifampisin verilen grup
karsilagtirildiginda, 14 giin rifampisin verilen grupta frekansin anlamli olarak azaldigi,

tidal voliimde anlamli degisiklik olmadigi, ventilasyon degerlerinin anlamli olarak

arttig1 gozlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Hipoksik kontrol grubu ile hipoksi sonrasi 14 giin rifampisin verilen grubun
Frekans-Tidal Volim- Ventilasyon grafiklerinin karsilagtirlmast A. H_KON ve
H_Rif_14G deney gruplarinin frekans degerlerinin grafigi B. H_KON ve H_Rif_14G
deney gruplarmin tidal voliim degerlerinin grafigi C. H_KON ve H_Rif_14G deney
gruplariin ventilasyon degerlerinin grafigi. Anlamlilik (*) isareti ile gosterilmistir.
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Hipoksi sonras1 7 giin rifampisin verilen grup ile hipoksi sonrasi 14 giin rifampisin

verilen grup karsilastirildiginda, frekans, tidal voliim ve ventilasyon degerlerinde

anlaml farklilik olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Hipoksi sonras1 7 giin rifampisin verilen grup ile hipoksi sonrasi 14 giin
rifampisin ~ verilen grubun Frekans-Tidal Volim- Ventilasyon grafiklerinin
karsilastirilmast A. H_Rif_7G ve H_Rif_14G deney gruplarimin frekans degerlerinin
grafigi B. H_Rif_7G ve H_Rif_14G deney gruplarimin tidal voliim degerlerinin grafigi
C. H_Rif 7G ve H_Rif _14G deney gruplarinin ventilasyon degerlerinin grafigi.
Anlamlilik (*) isareti ile gosterilmistir.

Hipoksik kontrol grubu ile hipoksi sonrasi 7 ve 14 giin rifampisin uygulanan gruplar
(Sekil 4.4) (A) ve (B)) ve 7 ve 14 giin uygulama yapilan gruplar (Sekil 4.4 (C)) arasinda

metabolizma (V/Vco2) 6l¢timlerinde anlamli bir farklilik bulunmadi.
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Sekil 4.4. Hipoksik kontrol grubu ile hipoksi sonrasi 7 giin rifampisin verilen grup ve
hipoksi sonrasi 14 giin rifampisin verilen grubun CO2 metabolizmasinin gostergesi olan
V/Vcoz grafiklerinin karsilastirilmast A. H_KON ve H_Rif 7G deney gruplarinin
VINVcoz grafiklerinin karsilastirilmast B. H_KON ve H_Rif_14G deney gruplarinin
V/Vco2 grafiklerinin karsilastirilmas: C. H_Rif 7G ve H_Rif 14G deney gruplarinin
V/Vco2 grafiklerinin karsilastiriimasi.
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4.2. Akut Siirekli Hipoksi ve Normoksi Gruplarinin immiinoflorasans Boyama
Bulgular:

DAPI Iba-1

Sekil 4.5. Beyin dokusundan alinan kesitlerde beyin dokuku korteks bolgesinde mikroglia
ve astrosit belirtegleri kullanilarak deney gruplari karsilagtirilmast.

KON

H_KON

H_Rif 7G

H_Rif_14G

Sekil 4.5’te gosterildigi gibi yapilan immiinfloresan boyama yontemi ile glial hiicre
aktivasyonunun rifampisin ile baskilanip baskilanmadiginin gosterilmesi amaglandi.
10x ve 20x lik objektiflerde goriintii alindi. Her gruba es zamanli olarak immiinoflorans
protokolii uygulandi. GFAP; aktif astrositleri boyandi. Alexa Flour 488 dalga boyu ile
Yesil renk ikincil antikor ile isaretlendi. IBA-1; Aktif mikrogliarin tayini i¢in kullanildu.
Alexa Flour 594 dalga boylu kirmizi renk ikincil antikor ile isaretlendi. DAPI:
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Cekirdeklerin boyanmasi i¢in kullanildi ve mavi renk 1sima verdi. Rifampisin ilag
uygulamasi yapilan H_Rif_7G ve H_Rif_14G akut siirekli hipoksi deney gruplarinda
astrosit aktivasyonunun baskilandigi, mikroglia aktivasyonunun ise baskilanmadigi

gozlendi (N = 6 hayvan / grup; * p <0.05).
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Sekil 4.6. (A) Beyin dokusundan alinan kesitlerde beyin dokuku korteks bolgesinde
mikroglia ve astrosit belirtegleri kullanilarak elde edilen goriintiilerin birlestirilmesi. (B)
Deney guruplarinin GFAP ile verdikleri goriintiiniin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi. (C)
Deney guruplarinin IBA-1 ile verdikleri goriintiiniin istatistiksel olarak karsilastirilmasi.
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Beyin korteks bolgelerinden alinan goriintiilerde hiicre ¢ekirdekleri (mavi renk 1s1ma
veren DAPI belirteci ile), astrositler (yesil renk 1s1tma veren GFAP belirteci ile) ve
mikroglialar (kirmizi renk 1s1ma veren IBA-1 belirteci ile) bir arada goriintiilendi (Sekil

4.6 (A).

Gruplarin GFAP ile verdigi yesil renk immiinofloresan boyamanin istatistiksel olarak
karsilagtirildi (Sekil 4.6 (B). Hipoksik Kkontrol grubu ile normoksi grubu arasinda
anlaml farklilik gozlenmedi. Hipoksi sonrasi1 7 giin rifampisin verilen grupta GFAP ile
verilen yesil renk boyama hem normoksi grubuna hem de hipoksik kontrol grubuna
gore anlamli derecede azaldigir gozlendi. Hipoksi sonrast 14 giin rifampisin verilen
grupta da GFAP ile verilen yesil renk boyama hem normoksi grubuna hem de hipoksik
kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldigi gozlendi. Hipoksi sonrast 7 giin
rifampisin verilen grup ile 14 giin rifampisin verilen grup karsilastirildiginda iki grup

arasinda anlamli farklilik gézlenmedi.

Gruplarin IBA-1 ile verdigi kirmizi renk immiinofloresan boyamanin istatistiksel olarak
karsilastirild1 (Sekil 4.6 (C). Hipoksik kontrol grubunda kirmizi renk immiinfloresan
boyama normoksi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi. Hipoksi
sonrast 7 gilin rifampisin verilen grupta ve hipoksi sonrasi 14 giin rifampisin verilen
grupta IBA-1 ile verilen kirmizi renk boyamada normoksi grubuna gore anlamli
derecede farklilik gozlenmedi. Hipoksi sonrasi 7 giin rifampisin verilen grupta ve
hipoksi sonrast 14 giin rifampisin verilen grupta IBA-1 ile verilen kirmizi renk
boyamada hipoksik kontrol grubuna goére de anlamli derecede farklilik gozlenmedi.
Hipoksi sonrast 7 gilin rifampisin verilen grup ile 14 giin rifampisin verilen grup
karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli farklilik gézlenmedi. Hipoksi sonrasi 7 giin
rifampisin verilen grupta ve hipoksi sonrast 14 giin rifampisin verilen grupta IBA-1 ile
verilen kirmizi renk boyamanin hipoksik kontrol grubu ile karsilastirildiginda

normoksik gruba yaklastigi gozlendi.
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5. TARTISMA

Sistemik hipoksi periyodlarina maruz kalinmasi (akciger hastaliklari, uyku apnesi veya
yiiksek irtifada yasayan yerliler gibi), primer olarak karotid organ igerisinde yer alan
arteriyel kemoreseptorler araciligi ile ventilasyonun hipoksiye verdigi cevap, viicudun
ilk savunma hattidir (93). Bu cevabin net etkisi, hipoksiye maruz kalmanin modeline
(aralikl veya siirekli nobet), yogunluguna (giinler, haftalar veya aylarca siirmesi) ve
siddetine (Pao2 degerindeki diisiis) bagli olarak farkli mekanizmalar arasindaki
etkilesimle ger¢eklesmektedir (94). Hipoksik uyaranin modeline bagli olan hipoksik
ventilatuar cevaptaki (HVR) degisiklikler, artan norotransmitter salinimi gibi gegici
sinaptik aktiviteyi degistiren kisa zamanli (akut siirekli hipoksi) etkilerle sonuglanir.
Hipoksiye akut yanit, bir hipoksik uyaranin baslangicini takiben ventilatuar aktivitenin
ani artisidir ve tipik olarak, bazal 6l¢iime gore gore hem fR hem de Vt' de artiglari igerir.
Akut HVR, herhangi bir hipoksik stimiilasyon boyunca devam eder ve hipoksinin
giderilmesinden hemen sonra sona erer. Bu durum Kkarotid organda PaO;' de bir
degisiklik tespit edildikten sonra baglar. Bunun yaninda, akut HVR' yi 6lgmeye yonelik
cogu deneysel girisim muhtemelen kisa zamanli potansiyelizasyon (STP) ve/veya
hipoksik ventilatuar diislisiin (HVD) bilesenlerini i¢erir. Bunun nedeni, bu erken zaman
alanlarinin tipik olarak hipoksinin baslangicindan sonraki birka¢ dakika i¢inde ortaya
cikmast ve maruziyetin ilk dakikalarindaki ventilasyon yanitlarimin  dogru
kaydedilmesini saglamak i¢in O2 gerilimlerini yeterince hizli bir sekilde degistirmenin
siklikla deneysel olarak zorlayici olmasidir. Ornegin, standart pletismografi

yaklasimlar1 uygulandig: takdirde, hayvan hipoksik odada iken hipoksik gaz karigimi ve
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normoksik gaz karisimlarini temizlemek i¢in birkac dakika gerekebilir. Sonug olarak,
aragtirmacilar, bu tez ¢alismasinda yer alan WBP veri analizlerinde yaptigimiz gibi,
kararli durumdaki ilk solunum Ol¢timlerini akut yanit olarak adlandirirlar (95). Bu
nedenle c¢alisma dizayninda immiinfloresan degerlendirmelerle metabolik ve
ventilasyon iligkili parametrelerde etki mekaniginin anlasilmasi amaciyla dahil

edilmistir.

Calismamizda, normoksi grubunda baslangictaki solunum frekansi, tidal voliim ve
ventilasyon degerleri ve CO2 metabolizmasi ile, sakrifiye edilmeden O6nceki degerler
arasinda anlamli farklilik bulunmadi. Bu sonuglar, deney siiresince gecen 2 haftada
ratlarin biiylimesine bagli olarak gerceklesebilecek fizyolojik degisikliklerin deney
sonuglarini etkileyebilecek diizeyde olmadigini gostermektedir. Hipoksik kontrol
grubunda baslangigtaki degerler ile hipoksi sonras1 degerler kiyaslandiginda solunum
frekansinda anlamli bir degisiklik olmadi. Tidal volim ve ventilasyon degerleri ise
anlamli olarak artt1 (p=0.006). CO2 metabolizmasinda ise anlamli bir farklilik olmadi.
Ayrica KON grubuna gore 7 giin ve 14 giinliik uygulamalarda ventilasyon basina diisen
CO2 {iretimi orani, ayni indirekt metabolizma 6l¢iim sonuglarina gére gruplar arasinda
anlamlt bir farklilik bulunmadi ((Sekil 4.4 (A — B — C)). Hipokside etkinligi gosterilen
geleneksel hipotermi tedavilerinden farkli olan bu bulgular, metabolik degiskenlerin
cogunluklukla ilk 6-12 saatlerde olmasi, ancak bizim hayvan deneyimizin daha uzun
boylamsal siirecleri ve 6zellikle 24 saatten sonra ortaya ¢ikan reaktif metabolik siiregleri

icine almasi nedeniyle farklilik gosterebilir.

Bulgularimiz gostermektedir ki hipoksi sonrast 14 giin intraperitoneal rifampisin
uygulanan grupta, solunum frekans degeri baslangica gore anlamli olarak azaldi
(p=0,0162), tidal voliim anlamli olarak artt1 (p<0.0001), ventilasyon degerleri anlamli
olarak artt1 (p=0,0002) ve CO2 metabolizmasi anlamli olarak artt1 (p=0,0043). Ayrica
metabolik temelli solunum regiilasyonunda 6zellikle santral ve kismen periferik (iist
solunum yollarinda, trakeada, akcigerlerde, gogiis duvarinda ve pulmoner damarlarda
bulunan) kemoreseptorlerin énemli rolii vardir. CO2 artigina verilen ventilasyon yaniti
oncelikle merkezi kemoreseptorlerin aktivitesini yansitirken PaCO2' deki artiglara yanit
olarak ventilasyondaki artis dogrusaldir. Sonugta bizim verilerimiz gostermektedir ki 7

giin boyunca rifampisin uygulanan siganlarda, kontrol grubuna gore akut HVR’ de
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hipoksik kosulda anlamli bir artis bulundu. Buna karsin her iki grupta normokside
anlamli bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.1 (C)). Ventilasyon parametresi 6l¢limiinde
gosterildigi lizere kontrol grubuna gére 7 giin boyunca uygulanan rifampisin akut HVR’
yi koreltmedigi, aksine arttirdigt bulundu. 14 giin boyunca rifampisin uygulanan
sicanlarda, kontrol grubuna gore akut HVR’ de hipoksik kosulda anlamli bir artig
bulundu (Sekil 4.2(C)).

Hipoksi maruziyetinden sonra MSS’ deki hasarin histopatolojisinde, norogenez,
sinaptogenez ve aksonal biiyiime azalirken, inflamasyon artisi s6z konusudur (12). Glial
hiicrelerden; MSS’nin iyonik ve nérotransmiter homeostazini siirdiirmek, sinaptik
baglantilar iyilestirmek ve noronal metabolik substratlar saglamak gibi fonksiyonlar
olan astrositler ile, normal zamanlarda dinlenme durumunda bulunarak MSS ortaminda
bagisiklik ve patolojik sinyaller agisindan tarama yapan, sinaptik elementleri
indiikleyerek veya cikararak ndronal aktiviteyi modiile etmek, ekstraselliiler boslugu
temizlemek gibi fonksiyonlar1 olan mikroglial hiicreler (14), MSS sistemindeki
hasarlanmadan sonra gliosis dokusunun olusumunu gorev alirlar. Sinaptik aktivitede
gerceklesen degisimler hem noéron hem de glial hiicre aktivasyonunun hipoksi boyunca
ve sonrasindaki etkilesimleri ile gergeklesmektedir. Potansiyel hipoksi — ndroglial sekel
iligkisinde rifampisin molekiiliiniin  potansiyel astrosit/mikroglial etkinliginin
saptanmas1 bu nedenle 6nemlidir ve takip edecek calismalarda bir terapotik ajan olarak
yerini de ortaya koyabilecegi i¢in bu temelde bir ¢alisma dizayni olusturulmustur.
Ciinkii astrositlerin akut hasarlanmadan sonra ndronal hayatta kalmayr ve islevi

desteklemesi i¢in hastalikta uygun astrosit-mikroglia capraz etkilesimi gereklidir.

Bu tez calismasinda rifampisinin hipoksi modelindeki ikincil etkileri degerlendirilmek
tizere solunum parametrelerinin fizyolojik Olc¢limleri yapilmis, bunun yam sira
immiinofloresan mikroskopisi kullanilarak deneysel hipoksi olusturulmus ratlarin beyin
kesitlerinde astrosit ve mikroglialarin aktivitesi degerlendirilmistir. Deneysel olarak
hipoksiye maruz birakilmis olan ratlardan rifampisin verilen ve verilmeyen gruplar ile
hipoksiye hi¢ maruz kalmamis olan kontrol grubunun solunum parametreleri fizyolojik
olarak Ol¢lilmii, ayrica alman beyin kesitlerinde astrosit markeri olan GFAP ve
mikroglia hiicrelerinin markeri olan IBA-1 immiinfloresan mikroskobisiyle

incelenmistir. Calismamizin sonuglari, literatiirde daha Once gozlemlenmis olan
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rifampisinin norogelisimsel basamaklardaki pozitif etkilerinin, beyin dokusundaki

inflamasyonun baskilanmasi ile iligkili olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Noronal hasar sonrasinda mikroglial hiicrelerde olusan degisiklikler, hasar veya
dejenerasyona MSS doku tepkisini temsil eder. Mikroglial reaksiyona ikincil olarak,
mikrogliaya sinyal veren inflamasyon aracilari salgilayan astrositlerin aktivasyonu
vardir. Reaktif astrositler GFAP sentezi artar, morfolojik degisikliklere ugrarlar ve bu
da etkilenen bolgede hasari siirlayabilen glial skar olusumuna yol agar (32). GFAP,
astrosit hiicre iskeletini olusturan ara filamentler olusturdugundan, GFAP
ekspresyonundaki bir artis, morfolojinin degismesine ve hiicrelerin dallanmasinin
artmasia neden olur. Genellikle, yiiksek GFAP ekspresyonu astrosit aktivasyonunun
gostergesi  olarak kabul edilir. (21). Literatiirdeki bir ¢ok deneysel c¢alisma,
mikrogliadaki proinflamatuar mediatorlerin inhibisyonunun alzheimer, parkinson,
travma, multipl skleroz ve serebral iskeminin siddetini azalttigin1 gostermistir (14,74-
78). Daha oOnce deney hayvanlarinda ndrodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisi
icerisinde yer alan glial hiicre aktivasyonuna bagli olarak farkli deneysel modellerde
beyin dokusunda glial hasar1 azalttigi ve farkli hiicresel mekanizmalar {izerinden
noroprotektif 6zellikleri gosterilmis olan rifampisinin bu potansiyel immiinmodiilator
etkilerinin akut hipoksi modelinde ne derece etkin oldugu bilinmemektedir. Bu ¢alisma
rifampisinin akut hipoksi modeli olusturularak glial hiicre aktivasyonuna etkisinin

degerlendirildigi ilk ¢aligma 6zelligine sahiptir.

Mevcut literatiir ¢aligsmalar1 degerlendirildiginde gdstermektedir ki hipoksik sekellerde
(hipoksik iskemik ensefalopati, akut hipoksi, perinatal asfiksi vb) olusan hiicresel
hasarin derinlesmesinde olusan *’injury-induced inflammatory response’’ (hasar iliskili
iltihabi cevap) 6nemli ve kritik bir rol almaktadir. Bu bulgular temelinde yapilan bazi
calismalar bu hasar1 derinlestiren inflamasyonun bastirilmasini hedeflemis ancak genel
olarak basarisiz olmuslardir ve hem derinlesen hasarin hem de gliozisin Oniine
gecilemedigi gorilmistiir (96). Takip eden g¢alismalarda bu inflamasyonda mikroglial
hiicrelerin kritik rollerinin saptanmasi, proinflamatuar etkilerinin yaninda 6zellikle de
hasar sonrasi 24. saatten sonra ¢esitli gen ekspresyonlarinda (NLRP3 inflamassome vb)
artisla beraber baskin proinflamatuar fenotip olusturmalarinin goriilmesi dogrudan

inflamasyon olusmadan bu mekanigi hedef alan tedavilerin giindeme alinmasi ihtiyacini
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dogurmustur (97). Ancak kan beyin bariyeri, hedefe yonelik antikorlarin yetersizligi,
beyin metabolizmasindaki degiskenlikler ve glial hiicrelerin degisken mizaglari
nedeniyle heniiz denenen tedavilerde (glukokortikoitler, eritropoetin, minoksilin,

Notoginsenoside R1, Breviscapine vb) etkin bir sonu¢ alinmamustir (96).

Astrositler, glial hiicreler igerisinde heterojen bir popiilasyon olarak bulunur ve bazilari
kemosensitif olmakla beraber sinapslarda norotransmitter kullanilabilirligini diizenlerler
(14). Astrositler, SSS’nin iyonik ve nérotransmiter homeostazini siirdiiriir, sinaptik
baglantilar1 iyilestirir ve noronal metabolik substratlar saglar. Astrositlerin akut
hasarlanmadan sonra ndronal hayatta kalmay1 ve islevi desteklemesi i¢in hastalikta
uygun astrosit-mikroglia ¢apraz etkilesimi gereklidir. Aktif mikroglia ve reaktif astrosit,
noroinflamasyonda karsilikli iletisim ve isbirligi yoluyla immiin optimizasyonu
saglayabilir. Mikroglia ve astrositler arasindaki inflamasyon sinyalleri, sadece
mikroglial aktivasyonun kendi kendine geri bildirim dongiisii ile degil, ayn1 zamanda
bagisiklik agindaki astrositlerin benzersiz anatomik yapisi ile de giiclendirilebilir
(22,23). Astrositler ayrica norotrofik destege sahiptir, sinaptik aktivitenin olusumunu,
iletimini ve siirdiiriilmesini saglarlar (24). Bu nedenle mikroglial aktivitenin tamamen
bastirilarak inflamasyonun yok edildigi ¢aligmalarda da sekellerin farkli degiskenler ile
derinlesmesi, antiinflamatuar degil, mikroglial aktiviteleri diizenleyen immiinmodulator
terapileri giindeme getirmistir (96,98). Mevcut bulgular mikroglial fonksiyonlarin hasar
tizerindeki etkilerini ikilem haline getirmistir. Daha Once yapilan c¢alismalarda
rifampisin uygulamasinin farelerde kalict ve gecici fokal serebral iskemi sonrasinda
beyin hasarmi etkili bir sekilde azalttig1 gosterilmistir ancak molekiiler mekanigi net
sekilde gosterilememistir (69). Takip eden ¢alismalarda rifampisinin parkinson
hastalarinda goriilen mutasyona ugramis bir presinaptik protein olan alfa-siniiklein
multimerlerinin ekspresyonunu inhibe ettii, dolayisiyla Onemli bir noérolojik
komorbidite olan parkinson hastaligindan kordugu gosterilmistir (71). Giincel bir
calismada rifampisin molekiiliiniin hiicre diizeyindeki etkilerini ndromolekiiler metodlar
ile degerlendirilip NLRP3 ile Kaspaz-1 molekiillerinin ekspresyonlar1 {izerine yapilan
calismada (79) rifampisinin, rotenon kaynakli sitotoksisite ve BV2 mikroglia'da IL-
1B'nin gen ekspresyonunu azalttigini gosterilmistir. Bu temelde yapilan bir baska
calismada rifampisinin ve onun otoksidasyon iriinii rifampisin kinonun (RifQ) anti-

inflamatuar ve noroprotektif aktivitelerini degerlendirmek i¢in rekombinant insan aS'
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nin fibriler formlar1 tarafindan aktive edilen beyin mikroglial hiicre kiiltiirleri
kullanilmis, Rif ve RifQ uygulanmasinin prototipik inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-
6) salgilanmasini1 ve aS fibril agregatlari ile aktive olan mikroglial hiicrelerde oksidatif
stres patlamasini azalttigl, ayrica TNF-a ve IL-6 seviyelerini de 6nemli 6l¢ilide azalttigi
gosterilmistir (72). Bu ¢alisma dogrudan hipoksi — mikroglial fonksiyon — sekel
ticgeninde rifampisinin uzamsal etkilerini degerlendiren ilk ¢alismadir. Bulgularimiz Rif
ile RifQ’nun mikroglial ekspresyonlarin tetikledigi ’injury-induced inflammatory
response’’e azalttigin1 gosteren mevcut diger deneysel caligmalarla desteklenmektedir
ve potansiyel hipoksik sekelleri azaltabilecegini gostermektedir. Bu nedenle hipoksik
hasarlanmalarin s6z konusu oldugu hipoksik iskemik ensefalopati, perinatal asfiksi ve
cesitli hipoksik problemlerde potansiyel bir terapotik ajan olarak diisiiniilebilecegini

gostermektedir.

Rifampisinin demiyelinizasyon, gliozis, apoptoz, inflamasyon, behavioral disfonksiyon
ve kuprizon demiyelinizasyon modelindeki biyokimyasal degisiklikler iizerindeki
etkinligini incelendigi bir ¢alismada (83), rifampisin uygulamasimin motor davranigsal
eksikliklerde iyilesmeye yol agtigi gosterilmis, ayrica rifampisin, inter 16kin-6,
interlokin-1p, kaspaz-12 aktivitesi, heme oksijenaz-1, NO ve malondialdehit diizeylerini
onemli Ol¢iide diistirmistiir. Calismada cuprizone alan fare beyinlerinin korpus
kallozumunda astrogliosis, astrositlerin birikmesine neden olmus, GFAP'ye karsi
antikorlar, cuprizone ile beslenen farelere kiyasla rifampisinin korpus kallozumdaki
astrosit sayisint azalttigini  gostermistir (83). Bizim ¢alismamizda santral sinir
sisteminde mikroglial fonksiyonlarca diizenlenen bu proinflamatuar markerlarin
diizenleyicisi olan glial hiicre aktivasyonunun rifampisin ile baskilanip baskilanmadigi
immiinfloresan boyama yontemleri ile degerlendirilmistir. Literatiir c¢alismalarinda
mikrogliozun derecesi, beyin bdliimlerinin korpus kallozumunda IBA-1'e karsi
antikorlar araciligiyla degerlendirilmis, kuprizon ile tedavi edilen farelerde mikroglia
sayisindaki artiglarla degerlendirildigi i¢in bizim calismamizda da rifampisin, sirasiyla
aktif astrositlerin ve mikroglialarin sayisini kontrol etmek igin GFAP ve IBA-1
ifadelerini basariyla modiile etmistir. Histopatolojik bulgular, rifampisinin istatistiksel
olarak remiyelinizasyonu destekledigini, mikroglioz ve astrogliozu azalttigim
gostermistir. Sekil 4.6 (A)’ da immiin boyama sonuglarina gore (Sekil 4.6 (B)) akut
HVR’ deki bu artis muhtemelen KON ve H KON gruplarina gore H_Rif 7G grubunda
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astrosit marker1 olan GFAP’ de anlamli bir azalis olmasi ve buna karsin aktif mikroglia
marker1 olan IBA-1" daki (Sekil 4.6 (C)) KON ve H KON gruplarina gore H Rif 7G
grubunda anlamli bir degisim olmasa da, KON ile H KON gruplar1 arasinda bir degerde
olmasi rifampisin uygulamasinin astrosit aktivasyonunu belirgin olarak inhibe ettigi
fakat mikroglia aktivasyonu tizerinde anlamli bir artisa neden olmadigi
bulundu. Bulgularimiz rifampisinin glial aktivasyon ve immiinfloresan boyamalar ile
kiimiilatif durumunun hem normoksik hem hipoksik hiicrelerde degerlendirmesinin
yaparak dogrudan mikroglial proinflamatuar siiregleri immiinmodiile ederek
remiyelinizasyonu destekledigini, mikroglioz ve astrogliozu azalttigini gostermistir. Bu
bulgular gelecekte rifampisin molekiilii veya benzer molekiiler immiinmodulator
tedavilerin hedef alindig1 etkenler ile potansiyel inflamasyon iliskili hasarlarin 6niine
gecilebilecegini, hipoksik hasarin olustugu hastalarda siirecin derinlesmesinde 6nemli
roli olan mikroglial fonksiyonlarin diizenlenmesinde etkin olunabilecegini

gostermektedir.

Calismamiz rifampisin ile glial hiicreler arasinda bir negatif korelasyon oldugunu
gostermekle birlikte bunun etki mekanigi ve parabolik immiinmodulatér degiskenligini
gostermemektedir. Hipoksik iskemik ensefalopatide hipotermi tedavisinin etki
mekanigini inceleyen c¢aligmalarda Clg'nin sistemik ve mikroglial ekspresyonunun
azaldig1 ve sistemik CS5a diizeylerinin azalmasi sonucunda mikroglial ve noronal
birikiminin azaldigi gosterilmistir (99). Ayni ¢aligma bu degiskenin sonucunda pro ve
anti-inflamatuar efektorlerin  azalmis ekspresyonunun olustugunu ve hipotermi
tedavisinin metabolik siirecte glial fonksiyonlar1 yavaslatarak apoptoz geciren
hiicrelerde Clq baglanmasinin azalmasiyla bir iligkisinin oldugunu gostermistir.
Rifampisinin daha oOnce yapilan deneylerde mikroglialar1 indiikledigi gosterilen
lipopolisakkarit bir proinflamatuar mediatér olan BV-2 sinyal yolunun rifampisin
molekiiliiniin yarigmali inhibisyonu ile kontrol edildigini gostermesi ve Toll-like
receptor 2 (TLR2)’ler {lizerinden benzer bir antiiflmatuar etkiyle immiinmodiilator bir
etkisinin oldugunun saptanmast benzer bir etki mekanizmas: ile mikroglial
fonksiyonlarin diizenlendigin diisiindiirmektedir (72,100). Bu nedenle bulgularimiz
rifampisin molekiiliiniin immiinmodulator bir etkiyle hipoksiye ve glial hasara maruz
kalan hiicrelerde mikroglia-néronal ortak kiiltiir sisteminde noroinflamotoksik hasarin

azalmasini agiklayabilir.
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Beyinde mikroglial hiicreler; noronal destek, sinaptik modiilasyon, ndronal devrenin
yeniden diizenlenmesi ve dnemli miktarda antimikrobiyal peptit liretimi gibi ¢ok ¢esitli
islevleri yerine getirir. Ayrica inflamatuar siirecte de gorevlidirler ve muhtemelen
salgilanan mediatorler hipoksik cevabin bir pargasi olan HVC’nin de siirece dahil
olmasimi saglamaktadir. Dogrudan bir iliskilendirme yapmak giic olsa da ventilasyon
parametresi degerlendirmelerimiz gostermektedir ki kontrol grubuna goére 14 giin
boyunca uygulanan rifampisin akut HVC’ yi boylamsal olarak arttirmasi ayni1 zamanda
mikroglial fonksiyonlar ve immiinmodulatore etkilerinin (Sekil 4.6 (A)) bir sonucu da
olabilir ve bu artiy KON ve H KON gruplarma gore H Rif 14G grubunda astrosit
marker1 olan GFAP’ de ile belirgin olarak inhibisyonuna ragmen mikroglial aktivasyon
tizerinde anlamli bir artisa olmamasi ile agiklanabilir. Mikroglial aktivasyon,
norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde, 6zellikle de hipoksik hasar olusumunda
onemli rol oynayan bir siiregtir. Ayrica 7 giin ve 14 gilinlik rifampisin kullaniminda
Sekil 4.3 (C)’ de gosterildigi iizere ventilasyonda anlamli olarak bir farklilik bulunmadi.
Glial hiicre aktivasyonu sonuglarina gore akut HVR’ de anlamli bir atig bulunmamasi
muhtemelen hem GFAP (Sekil 4.6 (B)) hem de IBA-1 (Sekil 4.6 (C)) immun

boyamalarinda anlamli bir farklilik olmamasindan dolay1 oldugunu diisiiniiyoruz.

Rifampisinin literatiirde daha Once yayinlanmis olan etkileri de degerlendirildiginde
hipoksi modelinde astrosit ve mikroglial hiicreler iizerine olan etkilerini molekiiler
diizeyde muhtemelen serbest oksijen radikalleri iizerinden gergeklestirdigi diisiiniilmiis

olup, bu konuda molekiiler diizeyde yapilacak ¢aligmalara ihtiyac vardir (Sekil 5).
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Sekil 5.1. Rifampisin uygulamasinin beyin dokusunda noéron ve glial hiicreler {izerine
etki mekanizmasiin muhtemel hiicresel sinyal yolagi semasi. PHD: Prolil Hidroksilaz,
COX-2: Siklooksijenaz 2, NF-xB: Nikleer Faktor Kappa B, HIFla: Hipoksi
indiiklenebilir faktor-1Alfa

Sonug olarak, bu tez ¢aligsmasi ile akut stirekli hipoksi olugturulmus ratlarda, rifampisin
molekiiliiniin santral sinir sisteminde astrosit aktivasyonunu anlamli derecede
baskiladig: (Sekil 4.6 (B)) gosterildi. Ayrica mikroglial aktivasyonda anlamli degisiklik
olmasa da immiinmodiilator bir etkiyle rifampisin verilmeyen hipoksik grubuna gore 7
giin ve 14 giin rifampisin verilen gruplarda mikroglial aktivasyonun normoksik gruba
yaklagtig1 gosterildi (Sekil 4.6 (C)). Rifampisinin IL-1B (71) ve NF-KB’yi baskiladigi
daha onceki c¢aligmalarda gosterilmis olup, akut hipoksi modelinde astrositleri
baskilamasi da muhtemelen bu mekanizmalar ile gergeklesmektedir (Sekil 5).
Rifampisinin ratlarda gosterdigimiz bu etkisi insanlarda hipoksik beyin hasarinin

tedavisinde kullanilabilmesi i¢in umut vericidir.
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6. SONUCLAR

Hipoksik hasarlanmada, takip eden siirecte ortaya c¢ikan “’injury-induced
inflammatory response’’ (hasar iliskili iltihabi cevap) son derece hayatidir ve bu
konuda yapilan caligmalarda antiinflamatuar tedavilerin etkinligi yetersiz olup

rifampisinin muhtemel bir etkinligi s6z konusudur.

Pro-inflamatuar siiregte astrositlerin ve mikroglial hiicrelerin kritik bir rolii vardir.
Bu siire¢ heniiz net olmamakla birlikte bu hiicrelerin immiinmodiilasyonlarinin
antiinflamatuar  etkinligi oldugu  gorilmistiir. Bulgularimiz, rifampisin
molekiiliinliin santral sinir sisteminde astrosit aktivasyonunu anlamli derecede

baskiladigin1 gostermektedir.

Potansiyel hipoksi — noroglial — sekel iligkisinde rifampisin molekiiliiniin
potansiyel astrosit/mikroglial etkinliginin degerlendirildigi ilk calismadir.
Gelecekte hipoksik beyin hasarmm tedavisinde bu ve benzeri molekiillerin

kullanilabilmesi i¢in bir 6ncii ¢alismadir ancak ileri ¢caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Rifampisin ila¢ uygulamasi yapilan H _Rif 7G ve H_Rif 14G akut stirekli hipoksi
deney  gruplarinda  astrosit  aktivasyonunun  baskilandigi,  mikroglia
aktivasyonunun ise baskilanmadigi goézlenmistir (N = 6 hayvan / grup; * p <0.05).
Hipoksik hasarda kritik rolii olan bu hiicrelerin diizenlenmesinde rifampisinin

O6nemli bir rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Bu tez ¢alismasi potansiyel hipoksik hasarlarin ve noroglial hiicrelerin rifampisin
ile iligkisini immiinfloresan goriintiilemelerle degerlendiren ilk c¢aligmadir.
Bulgularimiz aktif mikroglia marker1 olan IBA-1’ daki KON ve H KON
gruplarina gére H Rif 7G grubunda anlamli bir degisim olmasa da, KON ile
H_KON gruplar1 arasinda bir degerde olmasi rifampisin uygulamasinin astrosit
aktivasyonunu belirgin olarak inhibe ettigi fakat mikroglia aktivasyonu iizerinde

anlaml bir artisa neden olmadigini gostermektedir.

Normoksi grubunda baglangigtaki solunum frekansi, tidal voliim ve ventilasyon
degerleri ve CO2 metabolizmasi ile, sakrifiye edilmeden 6nceki degerler arasinda
anlamli farklilik bulunmadi. Bu durum, deney siiresince gecen 2 haftalik zamanda
fizyolojik Ol¢timlerin ratlarin biiylimesinden kaynaklanmadigini gostermektedir.
Hipoksik kontrol grubunda baslangictaki degerler ile hipoksi sonrasi degerler
kiyaslandiginda solunum frekansinda anlamli bir degisiklik olmadi. Tidal voliim
ve ventilasyon degerleri ise anlamli olarak artt1 (p=0.006). CO2 metabolizmasinda
ise anlamli bir farklilik olmadi. Bu durum konvansiyonel hipotermi tedavilerinin
hedef aldig1 zaman dilimiyle, intiinflamatuar tedaviler hedef zaman intervalleri

arasinda farkliliktan ileri geldigi diistiniildii.

Hipoksi sonrasi 14 giin intraperitoneal rifampisin uygulanan grupta, solunum
frekans degeri baslangica gore anlamli olarak azaldi (p=0,0162), tidal voliim
anlamli olarak artti (p<0.0001), ventilasyon degerleri anlamli olarak artti
(p=0,0002) ve CO2 metabolizmasi anlamli olarak artt1 (p=0,0043). Bu farkliligin
inflamatuar degiskenliklerden ve kemoreseptor diizeyindeki etkilenimlerden ileri

geldigi diisiiniildii.

Literatiir hipoksik hasarin devam edecen bir siire¢ oldugu, reaktif oksijenizasyon
hasari, hasar iligkili inflamatuar injury gibi ¢esitli mekaniklerle siirekli etkilenim
halinde oldugunu gostermektedir. Bu ¢alisma, bu kritik siiregte rifampisinin hem

immiinolojik hem metabolik potansiyel etkileri oldugunu gostermektedir.

Calismamiz akut hipoksik hasar — rifampisin iliskisinin, molekiiler hiicresel
diizeyde gosteren ilk ¢alismadir. Bulgularimiz rifampisin ve iliskili molekiillerin

hipoksik iskemik ensefalopati, perinatal asfiksi, akut hipoksik sekel gibi
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10.

durumlarda bir immiinmodiilatér tedavi ajan1 olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.

Bulgularimiz ayrica rifampisinin, pro-inflamatuar diizenleyici etkisiyle bagimli
veya bagimsiz olarak santral veya periferik metabolik siireclere etki ederek,
hayvanlarda ventilasyon cevabinin degisiminde rol oynadigini gostermektedir. Bu

iliskinin degerlendirilebilmesi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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