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Beyinde lenfatik dolasim olmadigi i¢in, beyin parankiminde biriken ekstraselliiler proteinleri
temizleyen alternatif bir mekanizmaya ihtiya¢ vardir. Beyin omurilik sivist (BOS), beyin parankimine
gecerek beyin interstisyel sivisi ile karigir. BOS, interstisyel sividan ekstraselliiler proteinleri alarak, beynin
ihtiya¢ fazlasi olan maddelerden temizlenmesine aracilik eder. Ekstraselliiler proteinler, astrositik aquaporin
4 (AQP4) kanallarinin kolaylastirdigi bir yolla paravendz araliga gecis yapar. Buraya gegen ekstraselliiler
proteinler; kan dolasimi, subaraknoid aralik veya ven duvarlarmi takip ederek ortamdan uzaklagtirilir. Bu
sisteme glimfatik sistem adi verilir. Caligmamizda ependimal AQP4 kanallarinin immunohistokimyasal
dagilimmin farkli fotoperiyodlar ile melatonin aliminda nasil degistigini ve bu durumun glimfatik sistem
iizerindeki etkilerini gostermeyi amagladik.

Wistar Albino cinsi digi ratlardan {i¢ grup olusturuldu (n=7). Gruplardan birincisi kisa fotoperiyoda
(4 hf, 8 saat aydinlik, 16 saat karanlik), ikincisi uzun fotoperiyoda (4 hf, 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik),
tiglinciisti ise uzun fotoperiyod + melatonine (4 mg/kg/giin) maruz birakildi. Daha sonra beyin dokularindan
alman kesitler vimentin, AQP4 ve MLI reseptor antikorlar1 kullanilarak, immunohistokimyasal yontemlerle
boyandi.

AQP4 ve MLI reseptor antikorlarmin, kisa fotoperiyod ile uzun fotoperiyod + melatonine maruz
birakilan rat gruplarindaki ependim hiicrelerinde anlamli diizeyde yogun bir immunreaksiyon gosterdigi
gozlenirken (p<0.05), uzun fotoperiyoda maruz birakilan rat grubunda ayni boyanma paterninin diger iki
gruba gore daha zayif oldugu goriilmiistiir. Her ii¢ grubun vimentin antikoru ile boyanmasi neticesinde,
boyanma yogunlugu acisindan gruplar arasinda herhangi bir anlaml farklilik gézlenmemistir (p>0.05).

Beyin interstisyel sivisinda biriken metabolik {iriinlerin ortamdan uzaklagtiritlmasi glimfatik sistem
araciligiyla ve astrositik AQP4 kanallarinin kolaylastirdig: bir yolla gerceklesmektedir. Ependim hiicreleri de
sahip oldugu AQP4 kanallar1 aracilig1 ile astrositik AQP4 kanallarinin bu islevine yardimer olabilir. Kisa
fotoperiyod ile uzun fotoperiyod + melatonine maruz kalan ratlarin ependim hiicrelerinde AQP4 kanallarimin
daha yogun boyanmasi, karanlikta salinan melatonin hormonunun, AQP4 kanal ekspresyonu iizerindeki
diizenleyici etkisinden kaynaklanabilir. Dolayisiyla hem melatonin hormonu, hem de AQP4 kanallari, beyin
homeostaz1 iizerindeki olumlu etkileri sayesinde, nérodejeneratif bozukluklarin dnlenmesinde etkin bir rol
oynayabilir. Bu etkilerin daha iyi anlasilabilmesi i¢in gelecekte daha kapsamli ve multidisipliner ¢aligmalara
ihtiya¢ vardir.

Anahtar Sozciikler: Aquaporin 4, Melatonin, Glimfatik Sistem
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Since there is no lymphatic circulation in brain, an alternative mechanism of clearing brain
parenchyma from the excess substances is needed. Cerebrospinal fluid (CSF) passes into brain parenchyma
and mixes with brain interstitial fluid. CSF takes extracellular proteins from interstitial fluid and mediates the
clearing of brain. These extracellular proteins, pass to the paravenous space which is facilitated by astrocytic
aquaporin 4 (AQP4) channels. In there, they are removed from the media by blood circulation, subarachnoid
space, or through the draining veins. This system is called glymphatic system. In this study, it was aimed to
show how things have changed with different photoperiod and melatonin intake in the ependymal
immunohistochemical distribution of AQP4 channels and the impact of this situation on glymphatic system.

Three groups of Wistar Albino female rats were formed (n=7). First group was exposed in short
photoperiod (8/16 hours light/dark), second group was exposed in long photoperiod (16/8 hours light/dark)
and third group was exposed in long photoperiod + melatonin (4 mg/kg/day) for 4 weeks. Then, brain tissue
samples were stained with vimentin, AQP4 and ML1 receptor antibodies immunohistochemically.

AQP4 and ML1 receptor antibodies showed an significantly intense immunoreaction in ependymal
cells of the short photoperiod and long photoperiod + melatonin groups (p<0.05), whereas the same staining
pattern appears to be weaker in the long photoperiod group. Result in staining with vimentin antibody of the
three groups, no significant differences were observed between the groups in terms of staining intensity
(p>0.05).

Removal of metabolic products that accumulate in brain interstitial fluid is mediated through
glymphatic system and facilitated by astrocytic AQP4 channels. Ependymal cells may also help in this
function of astrocytic AQP4 channels via their AQP4 channels. More intensive staining of AQP4 channels in
ependymal cells of rats exposed to short photoperiod and long photoperiod + melatonin groups, may be due
to the regulatory effect of the melatonin hormone secreted in the darkness, on AQP4 channel expression.
Thus, both the hormone melatonin, and AQP4 channels, due to the positive effects on the brain homeostasis,
may play an active role in the prevention of neurodegenerative disorders. For a better understanding of these
effects in the future, more comprehensive and multidisciplinary studies are needed.

Keywords: Aquaporin 4, Melatonin, Glymphatic System
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1. GIRIS

Merkezi sinir sistemi (MSS), sinir sisteminin en biiylik boliimiinii teskil eder. Beyin
ve omurilikten olusur. MSS’de bilinen herhangi bir lenfatik sistem bulunmamaktadir
(Foldi 1996). Halbuki noro-fizyolojik islevler sirasinda biriken, potansiyel toksik
molekiillerin, sinir dokusundan uzaklastirilmasi son derece énemlidir (Verkman ve Mitra
2000). MSS’de lenfatik sistemin yerine bu islevi gergeklestiren alternatif bir yolun varligi
teorik olarak ve beyin goriintiileme (fonksiyonel MRI) yontemleri ile tanimlanmis ve
glimfatik sistem olarak adlandirilmistir (Iliff ve ark 2013). Bu sistemin uyku déneminde
daha aktif olarak calistig1 ve kronik noro-dejenaratif hastaliklarin 6nlenmesi agisindan ¢ok

onemli iglevi oldugu diisiiniilmektedir (Iliff ve ark 2012).

Aquaporin-4 (AQP4) beyinde en ¢ok bulunan molekiillerden biri olup, kan beyin
bariyerindeki astrosit membranlarinda ve kan beyin omurilik sivis1 (BOS) bariyerinde
yaygin olarak bulunur. Interstisyel s1vida yer alan ¢dziinen proteinler, atik iiriinler ve fazla
ekstraselliiler sivinin atilimi, astrositik AQP4 kanallarinin kolaylastirdigr bir yolla
gerceklestirilir (Nagelhus ve Ottersen 2013). Beyin ventrikiillerinin duvarini ddseyen
ependim hiicrelerinin bazolateral membranlarinda AQP4 kanallarina sahip olmasi
(Skjolding ve ark 2010), bu hiicrelerin de beyindeki toksik molekiillerin atilmasinda, ayni

astrositler gibi gorev aldigini diistindiirmektedir.

Santral sinir sisteminde (SSS) gorev alan ve yakin zamanda tanimlanan glimfatik
sistemde, astrositik AQP4 kanallarinin rolii biiyiiktiir. Bu ¢alisma ise bu konuda daha once
hig iliskilendirilmemis olan ependim hiicrelerinin glimfatik sistem {izerindeki roliinii AQP4
kanallar1 lizerinden ortaya koymay1 amaclamistir. Ayrica uzun ve kisa fotoperiyotlara gore
AQP4 kanal ekspresyonu karsilastirilarak, konu iizerinde daha detayli veriler elde
edilebilecektir. Yine fotoperiotlarla iligkili bir donemsel etki s6z konusu ise, bu etkide
melatoninin bir rolii olup olmadigi ortaya konulmaya ¢alisilacaktir. Bunun i¢in gruplar
uzun fotoperiyod, kisa fotoperiyod ve uzun fotoperiyod + melatonin (4 mg/kg/giin) olmak

tizere ti¢ farkli durumda karsilastirilarak incelenecektir.

Norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde, toksik molekiillerin zaman i¢inde beyin
parankiminde birikmesinin rolii biiyiiktiir. Yapilan ¢alismayla giinlimiiziin en biiytik saglik
sorunlarinin basinda gelen noro-dejeneratif hastaliklarin Onlenmesine yonelik faydal

bilgiler elde edilebilecektir.



1.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, i¢ veya dis ortamdan gelen uyarilari alip analiz eden ve uygun
cevaplar olusturarak ilgili organlara ileten sistemdir. Insanda sinir sistemi ndronlar ile
sayilar1 néronlarin 8-10 katina ulasan gliya hiicrelerinden ve kan damarlarindan zengin az

miktarda bag dokusundan olusur.

Sinir sistemi anatomik olarak santral sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak
tizere iki boliimde incelenir. Santral sinir sistemi, beyin ve medulla spinalisi igerir.

Kraniyal, spinal ve periferik sinirler ile gangliyonlar periferik sinir sistemini olusturur.

Sinir sistemi fonksiyonel olarak somatik sinir sistemi ve otonom sinir sistemi olmak
tizere ikiye ayrilir. Somatik sistem uyarilara karsi istemli olarak uygun cevaplar olusturur.
Viicudun hemen hemen biitiin boliimlerine motor ve duyusal innervasyon saglar. Otonom
sistem ise istegimiz disinda c¢alisarak diiz kas ve kalp kasinin yani sira organlarin
fonksiyonlarini diizenler. Otonom sinir sistemi sempatik, parasempatik ve enterik otonom

sistemi olmak tizere li¢ boliimde incelenir.

Histolojik olarak sinir sistemi ndéronlart ve destek hiicrelerini igceren ozel bir
dokudur. Bu dokuyu diger dokulardan ayiran en 6nemli 6zellik hiicrelerinin uzantili olmasi
ve bu uzantilar1 aracilifiyla birbirleri ile baglanti kurarak ¢ok yaygin bir hiicre ag1
olusturmasidir. Sistemin fonksiyonlar1 agisindan hiicreler arasi etkilesimin ¢ok Onemli
oldugu bilinmekle beraber, hala bu etkilesimde rol alan molekiiller, faktorler ve etkenlerin

calisma sekilleri hakkinda pek ¢ok bilinmeyen vardir (Esrefoglu 2016).

1. 1. 1. Noronlar

Sinir hiicresi ya da néron sinir sisteminin temel fonksiyonel birimidir. Baslica
islevi bilgi transferini gergeklestirmektir. Noronlar sitoplazmik uzantilarin kaynaklandig:
bir hiicre govdesi (soma) iceren ileri diizeyde kutuplagmis hiicrelerdir. Uzantilar sinir
fibrilleri olarak bilinir ve 1,5 m’ye kadar degisen uzunluklarda olabilirler. Uzantilardan
dendritler uyariy1 hiicre govdesine dogru iletirken, hiicre govdesinden impulslari ileten tek
uzanti aksondur. Soma, c¢ekirdek ve onu c¢evreleyen perikaryon olarak bilinen
sitoplazmadan olusur. Medulla spinalisin 6n boynuz motor ndronlart merkezi sinir
sisteminin en biiylik ndronlar1 olarak bilinirken, beyin korteksinin graniiler hiicreleri ise en

kiiglik noronlar1 olusturur (Ovalle ve Nahirney 2009).



Sinir hiicresinin govdesi, dendritleri ve aksonun proksimal kismi MSS ic¢inde
bulunur. Akson MSS’yi terk eder ve PSS’de bir periferik sinirin pargast olarak
efektorlerine ilerler. MSS’de miyelin oligodendrosit tarafindan yapilir ve oligodendrositin
bir pargasidir. PSS’de ise Schwann hiicresi tarafindan yapilir ve Schwann hiicresinin bir

pargasidir (Ross ve Pawlina 2014).
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Sekil 1. 1. Bir motor néronun yapisi (Ross ve Pawlina 2014).

1.1.2. Norogliya Hiicreleri

Santral sinir sisteminde noronlar arasinda yer alan 6zel dokuya norogliya dokusu,
bu dokuyu olusturan hiicrelere gliya hiicreleri denir. Noronlar arasinda bulunan bu uzantil
hiicreler santral sinir sisteminin toplam hacminin yaklasik yarisini olustururlar. Rutin
yontemlerle boyanmis kesitlerde norogliya hiicrelerinin sadece niikleuslar1 izlenebilir.
Noronlar gibi norogliya hiicrelerinin de sitoplazmik uzantilar1 giimiisleme yontemleri ile
incelenebilir. Gliya hiicrelerinin uzantilarinin detayli olarak goriilmesi ve tiplerinin
taninabilmesi i¢cin immunohistokimyasal veya elektron mikroskobik yontemler gibi 6zel

yontemler gereklidir. Bu hiicreler, néronlara metabolik ve mekanik destek saglar.



Santral sinir sisteminde astrosit, oligodendrosit, mikrogliya ve ependim hiicresi
olmak iizere dort tip gliya hiicresi tanimlanmistir. Astrositler uzantilariyla hem kan
damarlarima hem de MSS’nin sivi ile dolu bosluklarina uzanarak ependimal dosemeye
temas ederler. Oligodendrositler, MSS’deki sinir liflerinin miyelinizasyonunu saglarlar.
Mikrogliyalar fagositik 6zellik gosterirler. Periferik sinir sisteminin nérogliya hiicreleri ise

Schwann hiicreleri ve satellit hiicreleridir (Esrefoglu 2016).
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Sekil 1. 2. Gliyal hiicrelerin dagihimi. Astrosit, oligodendrosit, mikrogliya ve ependim
hiicrelerinin beyin dokusunda bulunan yapilar ile etkilesimi (Ross ve Pawlina 2014).

Astrositler

Gliya hiicre grubunun say1, fonksiyon ve boyut olarak en fazla olan hiicre grubudur.
Genel olarak yuvarlak cekirdekleri ve genis, diizensiz sitoplazmalari olan, yildiz
goriiniimlii hiicreler olarak tanimlanmislardir. Astrositler ¢ok sayidaki uzantilar1 nedeniyle
yildiz seklinde izlenen hiicrelerdir. Sahip oldugu uzantilar araciligiyla ndronlar: sararlar.
Bu uzantilar araciligiyla astrositlerin molekiilleri ve iyonlar1 kandan noronlara tasidiklarina
inanilir. Astrositler, néronlara yapisal destek saglarlar, kan-beyin bariyerini olustururlar,

onarim iglemlerinde ve metabolik degisimlerde de gorev alirlar.

Protoplazmik ve fibroz astrositler olmak iizere iki tip astrosit vardir. Bunlardan az
sayida, asimetrik, uzun uzantilara sahip olan astrositlere fibréz astrositler denir ve bunlar
genellikle ak madde i¢inde yer alir; cok sayida simetrik, kisa dallar veren uzantilara sahip

olan protoplazmik astrositler ise gri madde i¢inde yer almaktadir (Yiincii 2014).
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Sekil 1. 3. Beyin gri cevherindeki protoplazmik astrosit. a. Protoplazmik astrositlerin
kan damarlarinda ya da sinir hiicresinin aksonal uzantilarinda sonlanan ayaksi uzantilari.
b. Protoplazmik astrosite ait laser tarama konfokal goriintiisii (Bushong ve ark 2003).

Sekil 1. 4. Beyin beyaz cevherindeki fibroz astrosit. a. Beyin beyaz cevherindeki bir
fibroz astrositin sematik ¢izimi. b. Beyin beyaz cevherindeki astrositlerin 1sinsal tarzda
dagilan ¢ok miktardaki sitoplazmik uzantilar1 (X220) (Ross ve Pawlina 2014).

Beyin parankimi hasarlandiginda astrositler; yogun hiicresel ¢ikintilardan meydana

gelen bir ag olustururlar. Hasarli dokuda c¢ogalip, skar gliya yamasini olusturarak doku

iyilesmesine yardimci olurlar (Yiincii 2014).



Oligodendrositler

Sitoplazmik uzantilar1 ile noronlarin aksonlarim1 kusatirlar ve santral sinir
sistemindeki miyelin kilifi olustururlar. Oligodendrositler, astrositlere gére daha kiigiik, az
sayida ve daha kisa uzantilar1 olan hiicrelerdir. Bu hiicreler elektriksel uyarilarin iletimini

arttiran miyelin kilifi olusturarak, aksonu ¢evresinden izole ederler.

Oligodendrositler merkezi sinir sisteminde, Schwann hiicreleri ise periferik sinir
sisteminde bulunan aksonlarin ¢evresinde miyelin kilif olustururlar. Schwann hiicresi bir
akson ¢evresinde miyelin olustururken, oligodendrositler birden fazla akson etrafinda kilif

olusturacak sekilde dallar vermektedir.

Oligodentrositlerin sitoplazmalar1 astrositlere gore daha yogundur, cekirdekleri
daha koyudur. Karbonik anhidraz enzimi kullanarak, MSS’de ekstraselliiler pH kontroliinii

saglar ve boylece asit-baz dengelenmesinde de kritik rol oynar (Ovalle ve Nahirney 2009).
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Sekil 1. 5. Oligodendrositin {i¢ boyutlu goriiniimii (Ross ve Pawlina 2014).



Mikrogliyalar

Diger gliya hiicreleri ektoderm kokenli iken bu hiicreler mezoderm kokenli olup,
mezogliya hiicreleri adin1 da alirlar. Kisa uzantilara sahip, en kii¢iik nérogliya hiicreleridir.
Fizyolojik ve embriyolojik olarak sinir sisteminin diger hiicreleri ile iligkili degildir.
Mikrogliyalar kiiciik, ig bicimli olup, koyu boyanan uzun g¢ekirdeklere sahiptir. Merkezi
sinir sisteminin enflamasyonu ya da hasar1 durumunda, hasarli bolgeye giderek fagositoz

yaparlar (Yiincii 2014).

M ¢
/ - "
.
"
v
d : , . b

Sekil 1. 6. Beyin gri cevherindeki mikrogliyal hiicre. a. Mikrogliya hiicresinin sekil ve
karakteristigi. b. Mikrogliya hiicrelerinin karakteristik uzun niikleuslar1 (6rn. diffiiz
mikrogliozisi olan bir birey, X420) (Ross ve Pawlina 2014).

Ependim Hiicreleri

Epandim, beyin ventrikiilleri ve medulla spinalis merkezi kanalin1 doseyen tek katl
kiibik veya prizmatik bir epiteldir. Ependimal hiicrelerin liiminal yiizleri direk olarak zayif
protein igerikli modifiye bir plazma 6rnegi olan ve ventrikiilleri dolduran, beyni darbelere

kars1 tamponlayan BOS ile temastadir (Ovalle ve Nahirney 2009).



Sekil 1. 7. Spinal kanalin ependimal dosemesi. a. Toluidin mavisi ile boyanmis spinal
kanal merkezi bolgesi (Ok: santral kanal, X20). b. Santral kanali doseyen ependimal
hiicrelerin tek katli prizmatik hiicreleri (X340) (Ross ve Pawlina 2014).

Ependim Hiicrelerinin Embriyonik Gelisimi

Sinir sisteminin gelismesi noral kok hiicre farklilagmasinin temelini olusturur,
clinkii gastrillasyondan sonra ilk gelisen doku taslaklarindan birisi sinir sistemidir.
Ektoderm, temelde iki farkli islevsel yone dogru farklilasir; birincisi ndral yol ikincisiyse
epidermis yoludur. Noral farklilasma silirecinde, ektodermden koken alan hiicrelerin
olusturdugu noral plakanin gelismesi, altindaki notokorddan kaynaklanan ‘uyarici-

diizenleyici’ sinyaller tarafindan baglatilir.

Noral plaka olustuktan sonra hiicreler bir dizi bigimsel ve molekiiler degisiklik
gecirirler; bunun sonucunda 6nce noral katlantilar olusur, ardindan noéral tiip sekillenir ve

son olarak da noral tiipiin iki ucunun kapanmasi gerceklesir.

Noral katlantilarin biiylimesi tek sirali noroepitel hiicrelerinin simetrik olarak
boliinerek ¢ogalmasi sayesinde olur. Cogalan noroepitel hiicreleri ventrikiil ile pia yilizeyi
arasinda yalanci ¢ok katli prizmatik epitel bigiminde uzanirlar. Kisa siire sonra bu hiicreler
0zgiin sekilli bir bagka hiicre haline doniismeye baslar. Bu hiicrelere uzantilarindan dolay1
radiyal gliya (RG) hiicresi denir. RG hiicresinin bir uzantis1 marjinal zon adi verilen beyin
dokusuna, digeri ise ventrikiile uzanir. Hiicre govdesi ise ventrikiillere komsu doku bolgesi

olan ventrikiiler zonda (VZ) bulunur (Can 2014).



Ependimal hiicreler ise bahsedilen bu RG hiicrelerinden koken alan postmitotik
hiicrelerdir (Spassky ve ark 2005). Bu hiicreler genis apikal yiizeyleri, 9+2 mikrotiibiiliis
yapisinda uzun siliyumlar1 ve S100B proteini barindirmalariyla tanimlanirlar. Yapilan
calismalar ependim hiicrelerinin NKH gibi davrandigi (Johansson ve ark 1999); ancak in
vitro ortamda NKH gibi norokiire (neurosphere) olusturma o6zelliginin olmadig

belirlenmistir (Capela ve Temple 2002).

Son c¢alismalar, ependimal hiicrelerin kok hiicrelere diferansiyasyonunu
desteklemektedir. CD133 eksprese eden ependimal hiicreler, memeli 6n beynindeki kok
hiicre popiilasyonunu temsil eder (Pfenninger ve ark 2007). Kemirgenlerde spinal kordun
siirl bazi bolgelerindeki ependimal hiicreler kok hiicre olarak hareket etmektedir (Del
Bigio 2010). Serebral iskemi gelisen ratlarda, ependimal hiicreler, radiyal glia fenotipine
geri doniligir ve daha sonra noroblastlarin olusumunu saglar (Carlen ve ark 2009).
Epidermal biiylime faktorii (EGF) reseptorleri, yetiskin fare 6n beyninde yer alan
ependimal hiicrelerin diferansiyasyonu ile radiyal bir morfoloji kazanmasini saglar (Gregg
ve Weiss 2003). Daha zayif kanitlar, sigan Gi¢iincii ventrikiil ependimasinda nérojenik bir
nis oldugunu ileri stirer. Agike¢asi, ependimal hiicrelerin nérogenez lizerindeki iglevi heniiz

net olarak anlasilamamustir (Del Bigio 2010).

Ependimal hiicrelerin ventrikiiler ddsemesi, gebeligin 26-28. haftalarinda
tamamlanir. Fetal doneme ait ependimal hiicrelerin sekretuar islevleri, eriskin doneme gore

daha belirgindir (Del Bigio 2010).

Sekil 1. 8. 32 haftalik bir fetiiste iigiincii ventrikiil duvarin1 déseyen ependimal hiicreler ve
bu hiicrelerden ventrikiiler liimene dogru uzanan silyumlar (VandenBerg 2010).



Ependim Hiicrelerinin Genel Ozellikleri

Ependimal hiicreler yiizey alani artirmak i¢in apikal mikrovilluslar tasirken, bir
cogu ventrikiiler limene uzanan hareketli silyumlar bulundurur. Silyumlar yabanci
partikiilleri sliplirmek i¢in diizenli bir sekilde BOS sivisinin akis yoniine salinim hareketi
yaparlar. Sillerin koordine siiplirme hareketlerini yapmasi, oluklu baglantilar (ing. gap
junction) veya sinir innervasyonu araciligiyla saglanir. Sillerin BOS iizerindeki rolii agik
degildir, ancak molekiillerin BOS igerisindeki diflizyonunu kolaylastirdigi kabul
edilmektedir (Del Bigio 2010). Siliyer hareket beyin ve medulla spinalisde ekstraseliiler

alanla BOS arasinda metabolitlerin tasinimina da hizmet eder (Ovalle ve Nahirney 2009).

Ependimal silyalarda atrofi veya proteinlerin mutasyonu gibi bir takim bozukluklar
gelistiginde, akuaduktus serebrinin kollabe olmasi veya tikanmasina bagli olarak
hidrosefali gelismektedir. Hatta bazi mutasyonlarda herhangi bir akuaduktus serebri
anormalligi gelismeden de hidrosefali goriilebilmektedir. Dolayisiyla ependimal sillerin
normal fonksiyonunu yerine getirmesi hidrosefali gibi bozukluklara kars1 koruyucudur

(Del Bigio 2010).

Ependimal hiicreler epitelden farkli olarak eksternal lamina ile sinirlanmamaiglardir.
Bu hiicrelerin ¢ekirdek yapist olduk¢a yuvarlak olup, ¢ekirdekgigi belirgin degildir (Del
Bigio 2010). Tipik sivi ve iyon transportu yapan hiicrelerin morfolojik ve fizyolojik
karakteristiklerine sahiptir. TEM seviyesinde bazal hiicre ylizeyi ¢ok sayida bazal girinti

sergiler. Bu girintiler komsu astrositlerle interdigitasyonlar yapar (Ross ve Pawlina 2014).
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Sekil 1. 9. Ependim hiicreler ile astrositler arasindaki interdigitasyo}llar (2011).
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Ependimanin baslica islevi BOS ile beyin arasinda segici bir engel olusturarak
beyni potansiyel norotoksik maddelere karsi korumaktir (Ovalle ve Nahirney 2009).
Ependimal tabakayi asan pek ¢ok madde, beynin ekstraseliiler boslugu ile BOS arasinda
hareket edebilmektedir (Berne ve ark 2008).

Ependimanin 6nemli 6zelligi hiicreler arasi lateral sinirlardaki apikal baglantilarin
varligidir. Baglantilarin diger tipleri tutundurucu (adherens), siki ve oluklu baglantilardir
(Ovalle ve Nahirney 2009). Ependimal hiicrelerde bulunan laminin, utrofin, alfa-
distrobrevin ve beta-dikroglikan kompleksi, ependimal hiicreleri ventrikiil duvarina baglar
(Adorjan ve Kalman 2009). Subkomisural organin salgilarinin, bilinmeyen bir mekanizma

ile ependimal hiicrelerin biitiinliigiinii destekledigi diisiiniilmektedir (Vio ve ark 2000).

Ependima, beynin koroid pleksus olarak bilinen bolgesinde oldukga biiyiik
degiskenlik gosterir. Burada hiicreler salgilama hizmeti vererek BOS’un bilesenlerini

salgilarlar. Giinde yaklasik 500 ml BOS firetilir (Ovalle ve Nahirney 2009).

Ependimal hiicreler, BOS igindeki bircok maddenin detoksifikasyon yoluyla
temizlenmesi igin gerekli olan enzimatik ve yapisal 6zelliklere sahiptir. Boylece beyin ile
BOS arasinda bir metabolik engel olusturur. Bu islevin gergeklestirilmesinde hiicrenin
apikal yiiziinde yer alan mikrovilluslar ve siller onemli gorev alir. Bunlarin yaninda oluklu
baglantilarin varligi da hiicre fonksiyonlarinin koordinasyonunda 6nemli rol oynar (Del

Bigio 1995).

Ependimal hiicreler, biiylime faktorleri salgilayarak, trofik fonksiyona katkida
bulunurlar. Fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) beyin gelisiminde en 6nemli bilyiime
faktorleri arasindadir. FGF2, kemirgenlerin ependimal hiicrelerinde gosterilmistir. Iskemi
sonrasi ependimal hiicrelerde goriilen FGF2 artis1, bu hiicrelerin trofik destek sagladigini
diistindiirmektedir (Hayamizu ve ark 2001). Ependimal hiicrelerin fizyolojik ve patolojik
kosullarda FGF1 (asidik FGF) iirettigi de bildirilmistir (Ye ve Carp 2002).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), insanlarda 22. ve 40. gebelik
haftalar1 arasinda, ependim hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir. Bu faktor otokrin ve
parakrin fonksiyonlara sahiptir. Farelerde goriillen VEGF inhibisyonu, mikrovilluslarin
kaybina yol agar. Bu durum VEGF’ nin ependimal stabilitede rol aldigin1 desteklemektedir
(Maharaj ve ark 2008). Endotelyal biiyiime ile iligskilendirilen Ang-1, Tie-2 ve Flt-1
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proteinleri, rat ependimal hiicrelerinde bulunur. Bazi arastirmacilar, bu proteinlerin otokrin

fonksiyona sahip oldugunu diisiinmektedir (Tonchev ve ark 2007).

Ependimal hiicrelerde bir¢ok biiyiime faktorii bildirilmistir ancak kesin islevleri
tam olarak bilinmemektedir. Bunlar arasinda hepatosit biiylime faktorii (HGF), bag doku
bliylime faktérii (CTGF), insiilin benzeri biliylime faktérii baglayici protein (IGFBP),
Noggin ve S100p sayilabilir. SVZ'ye biiyiime faktorii tasinmasinin, ependimal hiicreler
tarafindan kolaylastirildigi tam olarak ispatlanamamustir (Del Bigio 2010).

Ependimal hiicrelerin, komsu SVZ popiilasyonlarii trofik faktorler araciligiyla
destekleme potansiyeline ek olarak, metabolik regiilasyonda da gorev aldig1
diistiniilmektedir. Ependimal hiicrelerin GLUT 1-4 gibi glikoz tasiyicilar1 araciligiyla,
BOS’dan glikoz alimini gergeklestirmesi bu duruma 6rnektir. Glikoz daha sonra glikojene

dontiserek, ependimal hiicreler igin enerji deposu gorevi goriir (Verleysdonk ve ark 2005).

Yapilan calismalar ependimal hiicrelerin, viriislere maruziyetini (varicella zoster,
sitomegalovirus (CMYV), herpes simpleks virlis (HSV), influenza A viriis...) ve onlarla
enfekte olabildigini gostermistir. Ependimal hiicreler bu duruma interferon o ve
salgilayarak cevap verirler. Bunun yaninda ependimal silyalarin varlhigi, viral
enfeksiyonlarin beyinde yayilmasina karst engelleyici bir rol iistlenebilir. Dolayisiyla
ependimal hiicrelerin beyindeki enfeksiyonlar karsisinda, savunma yapan ve enfektif

ajanlar1 karsilayan ilk hiicreler oldugu disiiniilmektedir (Del Bigio 2010).

Ependim Hiicrelerinde Kanal Proteinleri

Ependimal membranlar birgok molekiiler kanal igerirler. Oluklu baglantilar1 (gap
junction) olusturan proteinler, komsu hiicreler arasinda interselliiler iletisim, iyon
homeostazi ve hacim kontroliiniin saglanmasina yardimci olur (Prochnow ve Dermietzel
2008). Konneksin olarak bilinen bu proteinler, hiicreler arasinda pore benzeri baglanti
olustururlar. Ependimal hiicreler birbirleriyle ve astrositlerle oluklu baglantilar (gap

junction) araciligiyla baghdirlar (Zahs 1998).

Aquaporinler beyindeki su hareketini diizenleyen molekiiler kanallardir. Aquaporin
4, ependimal hiicrelerin bazolateral membranlar ile astrositlerin son ayaklarinda eksprese
olur (Tait ve ark 2008). AQP4 iin devre dis1 (knockout) birakildig: farelerde, akuaduktus

serebrideki tikanikliga sekonder olarak hidrosefalinin gelistigi goriilmistiir (Feng ve ark
12



2009). Bu durum AQP4 delesyonuna sekonder olarak, Cx43 ekspresyonundaki azalmanin
yanisira, ependimal hiicreler arasinda yer alan lateral baglantilarin bozulmasindan
kaynaklanmistir. Bu durum AQP4 kanallarinin bir su kanali islevi olmasinin yaninda,

yapisal fonksiyonlar1 da oldugunu diisiindiirmektedir (Li ve ark 2009).

B s ! ' C

Sekil 1. 10. A. Beyin ventrikiillerini ¢evreleyen ependimadaki AQP4 kanal
ekspresyonunun immiinohistokimyasal boyamas1 (dortgen iginde). B ve C. Astrositlerin
uzantilarinda yer alan ve perivaskiiler yerlesim gosteren AQP4 kanallarinin (oklar),
immiinohistokimyasal boyamasi1 (Skjolding ve ark 2010).

Ependim hiicreleri igerisinde immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmis baska
AQP’ler de bulunmustur. Ornegin AQP9 kanal ekspresyonu tanisitlerde (Lehmann ve ark
2004) ve kemirgen ependimal hiicrelerde (Elkjaer ve ark 2000) gosterilmistir. AQP3 ve
AQP7 ise fare lateral ve liglincii ventrikiil ependimasinda eksprese oldugu gosterilmistir
(Shin ve ark 2006). Yapilan baska bir ¢alismada AQP1 ve AQPS8’lerin kemirgen spinal
kord ependimasinda oldugu gosterilmistir (Nesic ve ark 2008). AQP1, AQP2 ve AQP4 ise

insan ependimal hiicrelerinde eksprese oldugu gosterilmistir (Mobasheri ve ark 2007).

Ependim hiicreleri, glikoz tasiyicilar1 (GLUT1 ve GLUT2, NAY/K'/CI
kotransporter (NKCCI), monokarboksilat tasiyict (MCT1) eksprese ederler (Del Bigio
2010). Mrp5, Oct3 ve Oatp2bl’i igeren diger organik iyon tasiyicilari da ependimal

hiicrelerin bazal yiizeyinde bulunur (Roberts ve ark 2008).
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Tanisitler

Tanisitler beyin ventrikiillerinde bulunan 6zellesmis ependimal hiicrelerdir. Bir ucu
beyin parankimindeki noronlar ve kapiller damarlar ile iligkili, diger ucu da beyin
ventrikiillerindeki BOS ile iliskili olan bipolar hiicrelerdir. Tanisitlerin muhtemel
fonksiyonlarindan birisi BOS ile beyin parankimindeki olusumlar arasindaki iletisimi

diizenlemektir (Rodriguez ve ark 2005).

Tanisitler ile ependimal hiicrelerin histolojik yapis1 birbirinden farklidir. Ependimal
hiicreler kabaca kiibik, bir¢ok silyaya sahip ve uzantilar1 kisadir. Buna karsin tanisitler ise,
sillerden, mikrovilluslardan ya da diger 6zellesmis apikal hiicre uzantilarindan yoksundur.
Fakat tanisitlerde beyin parankimasina uzanan, uzun c¢ikintilara sahiptir. Tanisitlerin
uzantilar1 birka¢ yliz mikron uzunlugunda olabilir. Tanisitlerin bu uzun periferal uzantilari,
ependimal duvarmi; beyin parenkimasina, kan damarlarina ve sinir lifleri araciligiyla

hipotalamustaki ¢ekirdeklere baglar (Bolborea ve Dale 2013).
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Sekil 1. 11. Ependim ile tanisit hiicresi arasindaki morfolojik farki gosteren sematik ¢izim
(2010).
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1.1.3. Kan Beyin Bariyeri

Yiizyildan daha uzun siire 6nce kan dolasimina verilen vital boyalarin biitiin
organlara gecerek onlar1 boyadigi, ancak beyine gecmedigi gozleminden yola c¢ikilarak
kan-beyin bariyerinin ilk tarifi yapilmistir. Kan-beyin bariyeri, MSS’yi kan damarlarinda
dolasan elektrolitlerin, hormonlarin ve doku metabolitlerinin dalgalanan seviyelerinden
korumaktadir. Daha yakin zamanda mikroskopide ve molekiiler biyolojik tekniklerdeki
ilerlemeler bu 6zel bariyerin kesin lokalizasyonunu ve endotel hiicrelerinin beyin dokusu

icin gerekli olan maddelerin tasinmasindaki roliinii ortaya koymustur.

Kan-beyin bariyeri embriyoda erken donemde gliyal astrositlerle kapiller endotel
hiicreleri arasindaki karsilikli etkilesim ile gelisir. Bariyer biiylik oranda kesintisiz (siirekli)
tip kapillerlerdeki endotel hiicreleri arasinda bulunan girift siki baglantilar tarafindan
olusturulmaktadir. Elektron opak isaretleyici maddeler kullanilarak yapilan TEM
calismalar1 endotel hiicreleri arasinda kompleks siki baglantilar bulundugunu gdstermistir.
Bu baglantilar morfolojik olarak diger endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilardan cok,
epitelyal siki baglantilara benzemektedirler. Ayrica, TEM c¢aligmalar1 astrositlerin ve
onlarin son ayaklarinin endotelyal bazal lamina ile yakin bir iliskide bulunduklarini
gostermektedir. Siki baglantilar endotel hiicreleri arasinda agiklik kalmasii engelleyerek
¢Ozlinmiis maddelerin ve sivinin noral dokuya basit difiizyonunu engeller (Ross ve Pawlina

2014).
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Sekil 1. 12. Kan-beyin bariyerinin sematik cizimi. Endotel hiicreleri ve bazal laminasi
ile astrosit son ayak uzantilarindan olusan kan-beyin bariyeri (Ross ve Pawlina 2014).
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Bulgulara gore, kan-beyin bariyerindeki siki baglantilarin biitiinligli, bunlarla
iligkili olan astrositlerin normal fonksiyon gormelerine baghdir. Siddetli beyin
hastaliklarinda kan-beyin bariyeri etkinligini kaybeder. Bu durumlarda beyin dokusunun
TEM ile incelenmesinde siki baglantilarin kayboldugu ve astrosit morfolojilerinde
degisiklikler oldugu izlenir. Bagka deneysel kanitlara gore de astrositler bariyerin 6zelligini

ve siki baglantidaki protein igerigini arttiran ¢oziinebilir maddeler salgilamaktadir.

Beyindeki endotel hiicrelerinin az sayida kiiciik vezikiiller icermeleri, pinositozun
siddetle sinirlandirildigint géstermektedir. 500 daltondan biiyiik molekiil agirliklt maddeler
genel olarak kan-beyin bariyerini ge¢cemezler. Noronal biitiinliik i¢in gerekli olan ¢ogu
molekiil kan kapillerlerine endotel hiicreleri araciligi ile girerler ve ¢ikarlar. Oz ve COz ile
yagda eriyen belirli molekiiller (6rn. etanol ve steroid hormonlar) endotel hiicrelerini
kolaylikla penetre edebilirler ve kan ile MSS’nin ekstraseliiler sivisi arasinda serbestce
gecis yapabilirler. Membranin yiiksek K* gegirgenligine bagli olarak noronlar, dzellikle
ekstraseliiler K* konsantrasyonundaki degisimlere hassastirlar. Beyin ekstraseliiler
stvisinda K* konsantrasyonunun tamponlanmasindan astrositler sorumludur. Kan-beyin
bariyerindeki endotel hiicreleri de, K" ’un MSS ekstraseliiler sivisina gegmesini etkin olarak

sinirlandirarak astrositlere yardimer olurlar.

Maddeler kapiller duvarindan spesifik reseptor-aracili endositoz ile aktif olarak
taginirlar. Ornegin glukoz, amino asitler, niikleozitler ve vitaminler spesifik transmembran
tasiyici proteinler tarafindan aktif transport ile taginirlar. Kan-beyin bariyerinin bu
makromolekiillere gecirgenligi, endotel hiicre ylizeyindeki spesifik tasiyic1 proteinlerin

ekspresyon diizeylerine baglidir.

Endotel hiicrelerinin plazma membraninda bulunan diger bazi proteinler, ilaglar ve
yabanci proteinler gibi bazi molekiilleri metabolize ederek bariyeri gegmelerine engel olup
beyni korurlar. Ornegin L-dopa (levodopa) kan-beyin bariyerini kolaylikla gecerken, L-
dopanin dekarboksilasyonu ile olusan dopamin bu bariyeri gegemez ve MSS’ye giremez.
Bu kisitlama, klinikte dopamin eksikligi tedavisinde (6rn. Parkinson hastaligl) dopamin

yerine L-dopa uygulanmasinin sebebini agiklamaktadir.

Ozetle kan-beyin bariyeri, belirli iyonlarm ve maddelerin kan akimindan MSS

dokularina gegisini sinirlandirmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).
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1.1.4. Beyin Omurilik Sivis1

Beyin ve omuriligi cevreleyen boslugun toplam hacmi 1650 ml kadardir. Bu
hacmin yaklasik 150 ml’si BOS ile doludur, kalan hacim ise beyin ve omurilik dokusu
tarafindan doldurulur. Bu sivi beyin ventrikiilleri, sisternalar ve subaraknoid aralikta
bulunur. Bu alanlar birbirine baglidir ve BOS basinci sabit bir diizeyde tutulur (Guyton ve
Hall 2011). BOS, beyin dokusuna bir yandan yastik gorevi yaparken, bir yandan da

noronlarin ekstraseliiler ortamini diizenler (Berne ve ark 2008).

BOS’un 6nemli bir boliimii 6zellesmis ependimal hiicreler tarafindan kaplanmis
koroid pleksus tarafindan yapilir. Koroid pleksus, beyin ventrikiilii duvarlarindaki kan
damarlarinin olusturdugu ve BOS’un salgilandig1 bolgedir (‘pleksus’ sinir lifleri, venler
veya lenf damarlariin belli bir yerde ag seklinde toplanmasi ile meydana gelen olusum)

(Akay 2011).

Koroid pleksus lateral, ti¢lincli ve dordiincii ventrikiilde lokalize olmustur. Lateral
ventrikiil iki serebral hemisfer arasinda bulunmaktadir. Bu yap1 foramen interventrikiilaris
(Monro’nun) araciligiyla iiciincii ventrikiile baglanir. Ugiincii ventrikiil iki taraftaki
diensephalonun tam ortasinda yerlesmistir. Akuaduktus serebri (Slyvius) orta beyinden
gecerek ticlincii ventrikiil ile dordiincii ventrikiilii birbirine baglar. Dordiincii ventrikiil altta
pons ve medulla, iistte ise serebellumun ortasina yerlesmistir. Eriskinlerde genellikle agik
olmamakla beraber, dordiincii ventrikiil santral kanal aracilifiyla omuriligin kaudal

kismina baglanir.

BOS, ventrikiiler sistemden dordiincii ventrikiiliin tavaninda bulunan ti¢ agiklik ile
(Magendi’nin medial aperturu ve Luschka’nin 2 adet lateral aperturu) subaraknoid bosluga
gecer. BOS, ventrikiiler bosluktan ¢iktiktan sonra, beyin ve omuriligi cevreleyen

subaraknoid boslukta dolasir (Berne ve ark 2008).

Koroid pleksuslar, iiclinci ve dordiincii ventrikiillerin tavani ile iki lateral
ventrikiiliin duvarlarinin  bir kisminda olusmasina karsin; BOS en c¢ok Ilateral
ventrikiillerden saglanir. Buradan yavas yavas tigiincii ve dordiincii beyin ventrikiillerine
dolasan BOS, daha sonra omuriligin merkezi kanalina geger. Beyincik yakinindaki
dordiincii ventrikiiliin duvarlart yoluyla meninkslerin subaraknoid alanina da girer. Boylece

beyin ve omurilik, icten ve distan tamamiyla BOS ile gevrelenir (Akay 2011).
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Koroid pleksuslar, BOS’un salgilanma isinde islevsel olup, geri emme yapmaz.
BOS’un o6nemli bir bolimii araknoid villiler tzerindeki kapak yapis1 araciligiyla
kafatasinin dural vendz siniislerine bosaltilarak uzaklastirilir. Araknoid villuslar, BOS un
vendz siniislere gecgisine izin veren, ama kandan BOS’a gecisine izin vermeyen tek yonli

bir kapak islevi yapar (Guyton ve Hall 2011).

Serebral ventrikiillerdeki BOS’un hacmi yaklasik 35 ml iken, subaraknoid
bosluktaki hacim 100 ml’dir. Dakikada yaklasik 0,35 ml BOS yapilir. Bu hiz BOS un her
giin yaklasik olarak dort kez degistirilmesi anlamina gelir (Berne ve ark 2008).

Ependim hiicrelerinin ventrikiil duvarlarmi désemesi, BOS kompartmanlarinin
acikligmmi korumak i¢in Onemlidir. Buna ragmen ventrikiiler sistemin dar kisimlari
tikaniklik agisindan risk altindadir. Bu kisimlara 6rnek olarak akuaduktus serebri ve spinal
kordun kanalis santralisi verilebilir. Eriskin insanlarda santral kanal tikanmalar1 sik gériilen
bir durumdur. Bu durum genellikle olumsuzluga yol agmaz. Ayni durum akuaduktus
serebri i¢in gecerli degildir. Akuaduktal stenoz kismi ya da tam bir tikanma seklinde
olabilir. Buna gore BOS akist bozulur ve neticede hidrosefali gelisir (Milhorat ve ark
1994).

SSS’nin hiicre dist s1visi ile BOS birbirlerini dogrudan etkiler. Bunun anlam1 BOS
igeriginin, beyin ve omurilikteki néronlarin hiicre dis1 ortamindaki degisiklikleri etkiliyor

olmasidir.

BOS’da K", glikoz ve protein konsantrasyonu kan ile karsilastirildiginda daha
diisiik iken, Na* ve CI" derigimi daha yiiksektir. Ayrica BOS’da pratik olarak hi¢ kan
hiicresi bulunmaz. BOS’un tonusitesi i¢inde fazla Na® ve CI" konsantrasyonuna Karsin,

protein igeriginin diisiik olmasi nedeniyle izotoniktir (Berne ve ark 2008).

BOS’un bilesimi bedenin her hangi bir bolgesindeki ekstraseliiler sivinin bilesimine
tam benzemez. Ayrica biiyiik molekiilli maddelerin ¢ogu kandan BOS’a ya da beynin
ekstraseliiler sivisina gegemez. Kan-BOS ve kan-beyin bariyeri olarak isimlendirilen
engeller madde gecisini kisitlar. Bu bariyerler CO2, O, su, alkol ve anestezik maddeler
gibi yagda eriyebilen molekiillere c¢ok gecirgendir. Na, Cl, K gibi elektrolitlere az
gecirgendir. Plazma proteinleri ve lipidde ¢Ozlinmeyen biiyiik organik molekiillere ise
tamamen gecirimsizdir.
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Bu engellerin gegirgenliginin az olmasinin nedeni kapiller endotel hiicrelerinin
birbirlerine viicudun diger bolgelerindeki gibi c¢ok sayida delikten (por) olusan
baglantilarla degil, ¢ok siki (tight junction) baglantilarla baglanmis olmalaridir. Bu
bariyerler genellikle protein yapidaki antikorlarin ya da yagda erimeyen bilesik tiirtindeki
ilaglarin da beyin parankimine ve BOS’a etkili derisimlerde gegisini engeller (Guyton ve
Hall 2011).

BOS dolagiminin obstriiksiyonu, BOS basincini arttirir ve kafatasi icinde anormal
stvi birikmesi ile karakterize olan hidrosefaliye neden olur. Hidrosefalide ventrikiiller
distande olurken, basincin artmaya devam etmesi durumunda beyin dokusu da kaybolur
(Berne ve ark 2008).

1.1.5. Beyin Interstisyel Sivis

SSS noéronlarinin biiyiik bir kisminin yerel ortami kontrol edilmekte ve bu sayede
noronlar kendilerini ¢evreleyen hiicre disi sivinin igerigindeki 6nemli degisikliklere karsi
normal kosullarda korunmaktadir. Bu kontrol, SSS dolasiminin diizenlenmesi, kan-beyin
bariyerinin varligi, nérogliyalarin tamponlayici etkisi ve BOS ile SSS’nin hiicre dig1 sivisi

arasindaki madde degisimi ile saglanir.

Kafatas1 boslugunda beyin, kan ve BOS bulunur. Insan beyni yaklasik 1350 gr
agirh@indadir; yaklagik olarak %15°1 ya da 200 ml’si ekstraselliiller sividir. Kafatas:
icindeki kan hacmi yaklasik 100 ml’dir ve bu deger kafatasi icindeki BOS hacmine esittir.
Yani kafatasi boslugundaki ekstraseliiler sivi hacminin tamami yaklagik 400 m1’dir (Berne

ve ark 2008).

Beyinde perivaskiiler bosluk, lenfatik islevi yapar. Beyin dokusunu besleyen
damarlar, beyin igine dogru girdikge bir tabaka pia materle birlikte ilerler. Pia mater,
damarla gevsek bicimde baglantilidir ve damarla arasinda perivaskiiler aralik denen bir
bosluk olusur. Perivaskiiler aralik beyinde arter, ven, veniil ve arteriyollerde bulunur ancak
kapiller diizeyde goriilmez. Beynin interstisyel doku bdlgesine sizan proteinler
perivaskiiler aralik yoluyla subaraknoid bosluga gecerler. Subaraknoid bolgeye ulasan
proteinler BOS’a katilir, araknoid villuslarla beyin toplardamarlari i¢ine emilirler (Guyton
ve Hall 2011).
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1.2. Aquaporin Kanallan

Aquaporin (AQP) su kanal proteinleri ilk kez Agre ve arkadaslar1 tarafindan,
eritrositlerde Rh faktorii {izerinde yapilan ¢alismalar sirasinda tanimlanmistir (Preston ve
ark 1992). Xenopus laevis oositlerinde yapilan deneyler sonucunda her bir kanalin ¢ok
yiiksek su gecirgenligine sahip oldugu goriilmiistiir. 1997°de Human Genome Organization
tarafindan bu kanallara aquaporin adi verilmistir (Bhattacharjee ve ark 2004). AQP’ler
suyun segici olarak gecirilmesinden sorumludurlar. AQP1’in kesfinden sonra en az 10 tane
memeli aquaporini tanimlanmistir. Bitkilerde, mikroskobik canlilarda, omurgasizlarda ve
omurgalilarda 200’den fazla AQP tanimlanmis olmasina ragmen pek cogunun islevi hala

tam olarak anlagilamamistir (Chae ve ark 2008).

Bir¢ok canli tiiriinde eksprese edilen ve islevleri heniiz tam anlagilamayan AQP’ler
su disinda farkli molekiillere de segici gegirgenlik gosterir. Her ne kadar aquaporinlerin
ekspresyonu ile islev bozukluklari gesitli patolojik siireglerde rol oynasa da, segiCi
gecirgenlik Ozellikleri bir¢ok hastalik i¢in tedavi olanagi sunabilir (Akyiiz ve ark 2011).
AQP genleri her hiicrede ifadelenmemektedir. Ornegin noronlarda aquaporinlerin hicbir
tipi tanimlanmamustir. Cogu kez ifadelenme kaliplar1 fizyolojik veya patolojik rollerine
isaret eder. Aquaporinlerin gelisimsel ifadelenmeleri de ¢ogu zaman komplekstir. Ornegin
sicanlardaki renal tiibiillerde bulunan AQP’ler sadece dogumdan sonra ifadelenir. Buna
karsihk AQP3 ve AQP7 sadece olgunlagmamis dendritik hiicrelerde bulunurken,
olgunlagmislarda bulunmaz. Cogu kez hiicreler birden fazla tip AQP igerir. Ornegin tiikriik
bezlerinde suyun interstisyumdan alindig1 bazolateral membranda AQP3 varken, tiikriik

saliniminin yapildig1 apikal zarda AQPS5 vardir (Agre ve Kozono 2003).

Aquaporin ailesinden 0, 1, 2, 5, 6 ve 8 sadece su kanali olarak iglev goriirler. Her ne
kadar aminoasit dizilimi olarak digerlerine benzese de AQP6 anyon, AQPS ise iire kanali
olarak ig gormektedir. AQP 3, 4, 7, 9 ise aquagliseroporindir (hem su, hem gliserole secici
gegirgen). Son zamanlarda tanimlanan AQP11 ve AQPI12 ise superaquaporinlerdir (Chae
ve ark 2008).

Difiizyonda su gegisi ¢ift tarafli olmasina ragmen, AQP’ler ozmotik gradient veya
hidrolojik gradient tarafindan kontrol edilen tek tarafli gegise izin verirler (Preston ve ark
1992).
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1.2.1. insanlarda Bulunan Aquaporinler

AQPO: Sadece goz lensinde bulunur. Diger AQP’ler gibi civa tarafindan inhibe
olmamaktadir, bu nedenle de AQPO olarak adlandirilmistir (Chae ve ark 2008).

AQP1: Bobreklerde vasa rektanin inen kolunda, tubuler liimenden interstisyuma
biliyiik madde gecis yollarinda ve damar bosluklarinda tanimlanmistir. Ayrica AQPI,
damar aglarinda 6nemli salgi rolleri olan (beyin omurilik sivisi) koroid pleksusda, goziin
boliimlerinde pigment icermeyen epitellerde ve akcigerdeki bronslar dahil birgok organin
kilcal damar epitellerinde gosterilmistir. Ancak, Ozellikle ¢oklu su protein kanallarina
ihtiya¢c duyan bdbrek toplayici kanallar1 ve tiikiiriik bez epitelleri AQP1 igermezler
(Bhattacharjee ve ark 2004).

AQP2: Bobrek toplama kanallarinda yer alir. Vazopressin ile iliskili olup,

vazopressin miktar1 artinca AQP2’nin su gegirgenligi azalmaktadir.

AQP3: Su ve gliserol gecisinin yapildig1 bobrek, hava kanallari, deri ve gozde

bulunan aquaporindir (Bhattacharjee ve ark 2004).

AQP4: Glial hiicrelerde, bez epitelinde, akcigerlerde, retinada, ¢izgili kas
sarkolemmasinda, midede, subaraknoid astroglial hiicrelerin iginde, kapiller ve venoz
damarlarin duvarlarinda ve vasopressin salgilayan noronlarin etrafindaki glial lamelae’nin
icinde bulunur. Beyindeki gliyal hiicrelerde bulunmasimna ragmen, ndronlarda
bulunmamaktadir. Suyun AQP4 sayesinde kan beyin bariyerini astig1 diisiiniilmektedir
(Agre ve Kozono 2003).

Su kanali

Hiicre membrani Hiicre membrani

Sekil 2. 1. Birgok hiicrenin membraninda yer alan AQP kanal proteini (2012).
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AQPS5: Lakrimal ve mukozal bezlerin apikal zarinda eksprese edildigi gibi,
alveollerde de yaygin olarak bulunur (Bhattacharjee ve ark 2004).

AQP6: Xenopus laevis oositlerinde gozlendigi iizere primer yapisi AQP2 ve
AQP5’e benzemesine ragmen, fonksiyonel farkliliklar igeren AQP6’lar minimum diizeyde

su gegirgenligi gosterir (Agre ve Kozono 2003).

AQP7: Proksimal tubulde bulunmustur. Bu bolgede yag metabolizmasina etki ettigi

distiniilmektedir.

AQPS8: Sindirim sistemi boyunca gesitli yerlerde, testislerde ve kalpte bulunur
(Agre ve Kozono 2003).

AQP9: Karaciger, testis, beyin ve beyaz kan hiicrelerinde bulunan, gliserol ve suya

gecirgen kanallardir.

AQP10: Ince bagirsakta bulunan AQP10, tiim kiiciik, suda ¢dziinen maddelere ve

suya gegirgendir.

AQP11: Bobrekte ve karacigerde eksprese edildigi bilinmektedir ama tam olarak

gorevleri anlagilamamistir.

AQP12: Pankreasta eksprese edilen AQP12’nin hangi yap1 ve maddelere gecirgen
oldugu bilinmemektedir (Agre ve ark 2002).

1.2.2. Aquaporinlerin Yar1 Omrii

Aquaporinlerin yar1 omrii ubikuitinler (Ub) araciligi ile diizenlenir. Ub bagh
yolaklarin, hiicre farklilasmasi, DNA tamiri, transmembran ve vezikiiler tasinim, stres
cevab1 ve apoptozis gibi cesitli biyolojik sistemlerde major rol aldigi gosterilmistir. Hedef
proteinler 6nce ubikuitinlenir ve daha sonra proteozom tarafindan yikilir. Aquaporinlerin
de ubikuitinlendigi ve proteozomlar tarafindan parcalandigi gosterilmistir. Stres durumu
altinda bulunan hiicrelerde protein sentezi azalirken, ubikuitin sentezi artmaya egilimlidir

(Jessica Chen ve ark 2008).
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1.2.3. Aquaporinlerin Beyindeki Rolleri

Beyinde su dengesinin regiilasyonu Onemlidir. Membran su kanali olan
aquaporinlerin kesfiyle, beyindeki su homeostazisinin fizyoloji ve patolojisinin daha iyi
anlasilmasi saglanmistir. AQP’ler, astrosit migrasyonunu hizlandirir, néronal aktiviteyi
degistirir ve apoptoziste rol oynar. Aquaporin tiirlerinden AQP1, AQP4 ve AQP9 normal
beyin ve beyin patolojilerinin kemirgen modellerinde gosterilmistir (Oztiitk ve Delibas

2011).

AQP1, koroid pleksus epitelinin apikal membraninda eksprese edilir. Serebral

ventrikiillere BOS sekresyonu buradan gergeklesir.

AQP4, beyin parankimi ile BOS kompartmanlari arasindaki su transportunda
onemli rol alan serebral ventrikiil ependimal hiicrelerin bazolateral membraninda eksprese
edilmektedir. Bunun disinda serebral kan damarlari ile direkt temas eden astrosit son

ayaklarinda da eksprese edilir (Zador ve ark 2007).

Sekil 2. 2. Ependimal hiicrelerin bazolateral membranlarinda AQP4 kanal ekspresyonu
(solda, oklar, yesil renk). Kapiller damarlara uzanan ve astrosit son ayak uzantilarinda
eksprese olan AQP4 kanallar1 (sagda, oklar, yesil renk). Kirmizi ile boyanan yapilar GFAP
(glial fibriler asidik protein) (Gleiser ve ark 2016).
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AQP9’un beyin enerji homeostazisinde énemli rolii oldugu (Badaut ve ark 2007) ve

astrositlerde eksprese edildigi gosterilmistir (Badaut ve Regli 2004).

Aquaporinlerin Beyin Odemindeki Rolii

Normal olarak su transportu, beyin dokusu ve BOS arasindaki dengenin
stirdiiriilmesi ile diizenlenir. Bu dengenin bozulmasi beyin su igeriginin artmasina neden
olur. Kafatasinin intrakranial hacim degisikliklerini tolere etme kapasitesi smirlidir.
Dolayisiyla beyin 6deminin gelisimi, intrakranial basincin artisina neden olarak, beyin

hasar1 ve 6liimle sonuglanabilir (Zador ve ark 2007).

Beyin 6demi, kan beyin bariyeri bozuklugu sonucunda olustugu zaman vazojenik,
kan beyin bariyerinde riiptiir olmaksizin patolojik durumlardan kaynaklandiginda ise
sitotoksik 6dem olarak iki grupta siniflandirilir (Klatzo 1994). AQP4 aktivatorleri 6demin
vazojenik komponentinin temizlenmesinde rol oynarken, AQP4 inhibitorleri sitotoksik
odemde beyni koruyucu etkiye sahiptir (Donkin ve Vink 2010). Ozetle aquaporinler,
serebral 6demin olugsmasinda veya rezoliisyonunda nemli bir role sahiptir (Manley ve ark

2000, Papadopoulos ve Verkman 2008).

Norodejeneratif Hastaliklar ve Aquaporin

Norodejeneratif hastaliklarin olusum siireclerinde su kanal proteinlerinin olasi
rollerini gdsteren cesitli calismalar yapilmigtir. Oliim sonrasi yapilan mikroskobik
incelemeler Alzheimer hastaliginda (AH), B amiloid (A) iceren senil plaklar ile fosforile
tau iceren norofibriler yumaklarin beyinde biriktigini ortaya koymustur (Demarin ve ark
2011). Yapilan klinik c¢alismalarda Alzheimer hastaliginda beyin iyon ve su
homeostazisinin 6nemli 6lgiide bozuldugu tespit edilmistir (House ve ark 2006). Baska bir
calismada ise Alzheimer hastaliginda, beyinde AQP4 kanallarinin gen ekspresyonunun

onemli derecede azaldigi bulunmustur (Foglio ve Rodella 2010).

Parkinson Hastaligi, dopaminerjik ndronlarin progresif kaybi ile karakterizedir.
Yapilan bir c¢alisgmada dopaminin kiiltirde striatal astrositlerin proliferasyonunu
diizenledigi ve proliferasyonda dopaminerjik etkininde AQP4 araciligr ile siirdirildigi
gosterilmistir (Kuppers ve ark 2008).

Noromiyelitis  optika, optik sinir ve spinal kordu tutan inflamatuar

demiyelinizasyonla karakterize, gérme kaybi ve paraliziye neden olan bir sendromdur.
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Yapilan ¢aligmalar bu hastalarda, AQP4 oto antikorlarinin varligini ve ayrica lezyon
bolgelerinde immunohistokimyasal olarak AQP4’{in yoklugunu gostermistir (Foglio ve
Rodella 2010).

Aquaporin 4’iin Beyindeki Fizyolojik Rolleri

Ik olarak civa-duyarsiz su kanali (MIWC) olarak adlandirilan ve daha sonra ismi
AQP4 olarak degistirilen bu aquaporin, beyinde ependimositler ile astrositlere
immiinlokalizedir (Hasegawa ve ark 1994, Frigeri ve ark 1995). AQP4 bir¢ok
fizyopatolojik siirecin pargasi olmasina ragmen, AQP4’lin beyin fizyolojisindeki roliiniin
tarifi hala zordur. Son yapilan c¢alismalarla AQP4’lin ekstraselliller sivi hacminin
diizenlenmesi, potasyum (K) tamponlanmasi, serebro-spinal sivi dongiisii, interstisyel sivi
emilimi, atiklarin uzaklastirilmasi, néroinflamasyon, ozmotik duyarlilik, hiicre gogii ve
Ca*? haberlesmesi gibi birgok farkli alanda gorev aldigini ortaya koymustur (Nagelhus ve
Ottersen 2013).

AQP4, suya secici gegirgen olan aquaporin alt grubuna aittir (King ve ark 2004).
AQP4’in yapisinda yer alan porlar, yiiksek etkinlikte ve segicilikte su gecgisine imkan
saglarken; sudan daha biiyiik molekiilleri disarida tutar (Walz ve ark 2009). AQP4, suya ek
olarak gliserol (aquagliseroporin) ve diger bazi maddelerin (iyon, gaz ya da sinyal
molekiilleri) de gecisine izin verir (Tani ve ark 2009). Iyon, gaz ya da sinyal
molekiillerinin porlar boyunca tasinmasi, lokal kan akimini ve kan-beyin arasindaki

substrat degisimini direkt veya dolayl olarak etkiler (Nagelhus ve Ottersen 2013).

Beyin fonksiyonlari, kacinilmaz bir sekilde ekstraselliiler hacmin etkin kontroliine
baghidir. AQP4 kanallarinin beyin parankiminde yogun olarak bulunmasi, bu bolgedeki
ekstraselliiler sivimin  emilimi  ve beyin interstisyumundan makromolekiillerin
uzaklastirilmas1 gibi iki onemli fonksiyonun gergeklestirilmesi agisindan son derece
onemlidir (Haj-Yasein ve ark 2011). Ozellikle Alzheimer ve epilepsi gibi nérolojik
hastaliklarda, astrosit son ayak membranlarinda AQP4 ekspresyonu azalmistir. Bu da bazi
norolojik hastaliklarin fizyopatolojisinde bu kanallarin iglevi oldugunu diisiindiirmektedir

(Yang ve ark 2011, Lee ve ark 2012).
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Beyindeki AQP4 fonksiyonlarini anlama konusunda yapilan sinirli ¢alismalar,
parankimal BOS emilim yolunun, AQP4’e oldukca yiiksek bir sekilde bagli oldugunu
gostermektedir (Tourdias ve ark 2009).

Yapilan ¢alismalardan birinde, beyinde paravaskiiler yol boyunca anlamli oranda
serebrospinal sivi geri doniisiimii oldugu bulunmustur. Subaraknoid alana enjekte edilmis
isaretleyiciler, penetran arterlerin ¢evreleri boyunca beyin dokusuna girmektedir.
Isaretleyicilerin beyin parankimine hizlica dagilmalar1 ve sonunda kapiller ve venlerin
etrafinda hizlica birikmeleri, paravendz drenaj yolunun olabilecegini diisiindiirmektedir.
AQP4"  farelerde beyinde isaretleyicilerin akimi azalmistir ve enjekte edilmis
intraparankimal isaretleyicilerin (6rn. isaretli [ amiloid) uzaklastirilmasi gecikmistir.
Boylece perivaskiiler yol boyunca seyreden AQP4 aracili su akimimnin, sadece beyin
interstisyel sivisinin uzaklastirilmasinda degil, interstisyel atiklar ile ¢oziinebilen
proteinlerin de uzaklastirnlmasinda rol oynadigi bulunmustur. Dolayisiyla AQP4
disfonksiyonunun, norodejeneratif hastaliklarda protein birikmesine yol agacagi

diistiniilmektedir (I1iff ve ark 2012).

Kan dolagimina verilen vital boyalarin biitiin organlara gegerek onlar1 boyadigi,
ancak beyne geg¢medigi gozleminden yola c¢ikilarak kan-beyin bariyerinin ilk tarifi
yapilmustir. Kan-beyin bariyeri astrositlerle, kapiller endotel hiicreleri arasindaki karsilikli
etkilesimle gelisir. Kan-beyin bariyerindeki siki baglantilarin biitiinliigii, bunlarla iligkili
olan astrositlerin normal fonksiyonunu gormesine bagldir (Ross ve Pawlina 2014).
AQP4’iin kan beyin bariyerindeki astrosit son ayaklarinda ¢ok yogun bulunmasi, AQP4
havuzunun kan ve beyin arasindaki su akisini kontrol ettigi hipotezini desteklemistir
(Nagelhus ve Ottersen 2013).

Ozetle AQP4 beyinde en ¢ok bulunan ve merkezi porlara sahip, hiicresel
transmembran protein kanallaridir. Beyinde bulundugu yerler ependimal hiicrelerin
bazolateral membranlari (Gunnarson ve ark 2004) ile astrosit son ayak membranlaridir
(Venero ve ark 2001). AQP4’iin bulundugu yerler dikkate alindiginda (kan beyin bariyeri
ile BOS ve beyin parankimini ayiran ventrikiil duvari), kompartmanlar arasindaki ozmotik
gradient farkina bagli olarak, su ve diger bazi1 molekiillerin transportuna aracilik ettigi

diistiniilmektedir (McAllister ve Miller 2006).
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1.3. Melatonin ve Genel Ozellikleri

Canli organizmalarda biyolojik, fizyolojik, hormonal, davranigsal ve psikolojik
yonii olan pek cok olay, belirli bir ritme sahiptir. insanda uyku uyaniklik, viicut sicakligs,
hormon diizeyleri ve bir takim biligsel islevler de giinliik (sirkadiyen) ritim ile degisim
gostermektedir. Sirkadiyen ritimde ilerleme, gecikme veya bozulmalar ¢esitli hastaliklar ve
duygu durum bozukluklari ile yakin iligkilidir. Bu iliskide melatonin hormonu 6nemli bir

yer tutar (Ozdemir ve ark 2014).

Melatonin (5-metoksi-N-asetiltriptamin) hormonu, pineal bez ve retina basta olmak
lizere cesitli periferik organ ve dokularda sentezlenir. Melatonin sekresyonunun endojen
ritmi suprakiazmatik nukleus tarafindan diizenlenir ve karanlik aydinlik siklusu ile
strdiiriiliir. Melatonin diger hormonlarin regiilasyonunu ve organizmanin sirkadiyen
ritmini diizenler. Amfofilik yapis1 ve kiiciik molekiillii olmasi nedeniyle organizmada
yaygin dagilim gosterir, hiicresel kompartmanlara kolayca girer. Gliglii antioksidan 6zelligi

olan bu dogal bilesik in vitro ve in vivo gii¢lii bir sitostatik ajandir (Sener 2010).

CH; _ CH,__NH _CO__CH,

Sekil 3. 1. Melatoninin kimyasal yapis1 (Macchi ve Bruce 2004).

Melatoninin diizenleyici etkisi okiiler hastaliklarda, diyabette, romatoid artritte,
fibromyaljide, kronik yorgunluk sendromunda, enfeksiyon hastaliklarinda, norolojik

hastaliklarda, uyku bozukluklarinda, yaslanmada ve depresyonda gosterilmistir (Sener
2010).

1.3.1. Pineal Bez ve Melatonin liskisi

Pineal bez, giinlilk viicut ritmini diizenleyen endokrin ya da noéroendokrin bir
bezdir. Diensefalon tavaninin posteriyor parcasinin noroektoderminden gelisir ve kisa bir
sapla beyne bagl olarak kalir. Insanlarda beynin orta hattinda iigiincii ventrikiiliin

posteriyor duvarinda yer alir. Pineal bez, yassi, cam kozalagi seklinde bir yapidir ve bu
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nedenle bu sekilde adlandirilmistir. 5-8 mm yiiksekliginde, 3-5 mm ¢apinda ve 100-200

mg agirhi@gindadir. iki tip hiicre igerir: pinealositler ve interstisyel (gliyal) hiicreler.

Pinealositler, pineal bezin sef hiicreleri olup melatonin hormonunu sentezler. Bu
hiicreler, bezin yiizeyini kaplayan pia materden bezin i¢ine uzanan bag dokusu yapisindaki
septumlar tarafindan olusturulan lobiiller i¢inde kiime ve kordonlar halinde
diizenlenmiglerdir. Bu hiicrelerin biiylik niikleuslari, bir ya da daha fazla belirgin
niikleoluslart bulunmaktadir ve sitoplazmalarinda lipid damlaciklart icermektedirler.
Uzantilarinin  genislemis sonlanmalart kan kapillerleri ile iligkilidirler. Bu o6zellik,

noroendokrin aktiviteyi giiclii bir sekilde ispatlamaktadir.

Interstisyel (gliyal) hiicreler, bezdeki hiicrelerin yaklasik %35’ini olusturmaktadir.
Astrositlerin boyanma ve ultrastriiktlirel 6zelliklerine yakin ozelliklere sahiptirler ve

pittiisitleri andirirlar.

Iki hiicre tipine ek olarak insan pineal bezi, corpora arenasea ya da beyin kumu adi
verilen kalsifiye yapilar ile karakterizedir. Bu yapilar, pineal sekresyonlarin ekzositozu
sirasinda  sitoplazmaya saliverilen tasiyict proteinlerin tizerine kalsiyum fosfat ve

karbonatlarin ¢okmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Radyolojik ¢alismalarda, pineal bez hacminin yasamin ikinci yilinda doguma gore
iki kat arttign (Sumida ve ark 1996), 7 yasmma kadar biliylimeye devam ettigi,
kalsifikasyonun c¢ocukluk doneminde basladigi ve yirmili yaslardan sonra degismedigi

bildirilmistir (Altun ve ark 2001).

Pineal bez, 151k siddeti ile endokrin aktivite siiresini iliskilendirir. Pineal bez
fotosensitif bir organdir; dnemli bir zaman tutucu ve giindiiz/gece dongiisiiniin (sirkadiyan
ritim) diizenleyicisidir. Isik ve karanlik dongiileri ile ilgili bilgiyi, suprakiazmatik
niikleusu, pineal beze giden sempatik noral traktuslara baglayan retinohipotalamik traktus,
araciligiyla retinadan alir. Giindiiz esnasinda 1s1k impulslar1 pineal bezin ana hormonu olan
melatoninin tiretimini inhibe eder. Bu nedenle plazma melatonin seviyesi degisiklikleri ile
olgiilen pineal aktivite karanlikta artar ve 1sikta azalir. Insanlarda melatonin
sekresyonundaki bu sirkadiyan degisiklikler giinlik viicut ritminin diizenlenmesinde

onemli rol oynar (Ross ve Pawlina 2014).
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Sekil 3. 2. Melatonin sentez yolag1 (Ozdemir ve ark 2014).

Melatonin  karanlikta saliverilir ve memelilerde gonadlarin steroidogenez
aktivitesini inhibe ederek iireme fonksiyonunu diizenler. Gonadal steroidlerin {iretimi,
melatoninin hipotalamusta GnRH iireten norosekretuar noéronlar tizerindeki inhibitor
aktivitesi tarafindan azaltilir. GnRH 1n inhibisyonu, pitiiiter bezin anteriyor lobundan FSH
ve LH saliverilmesinde azalmaya neden olur. Bir¢ok hayvanin pineal bez ekstraktlari
melatonine ek olarak serotonin, norepinefrin, dopamin ve histamin gibi ¢ok sayida
norotransmitter ve somatostatin ile TRH gibi hipotalamik diizenleyici hormonlar
icermektedir. Pineal bezi tahrip eden tiimorler klinik olarak prekoks (erken baslayan)

puberteye neden olur.

Hayvan c¢aligmalari, gilin 15181 siiresinin uzunlugu ile ilgili bilginin retinadaki
fotoreseptorlerden pineal beze ulastigini gdstermektedir. Boylece pineal bez mevsimsel
cinsel aktiviteyi etkiler. Insanlar iizerindeki giincel ¢alismalar pineal bezin, jet lag yasayan
yolcularin deneyimi gibi, giin uzunlugundaki ani degisimlere uyum saglamada rolii
oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak, pineal bez iliman iklimli ve yar1 arktik
bolgelerde mevsimsel affektif bozukluk olarak bilinen ve kisin giin uzunlugunun
azalmasina karsi verilen duygusal yanitlar1 degistirmede rol oynayabilir (Ross ve Pawlina
2014).
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1.3.2. Melatonin Yapisi, Sentezi ve Metabolizmasi

Sirkadiyen ritim denildiginde akla ilk gelen hormonlardan biri olan melatoninin,
pineal bezden ilk olarak kesfi 1958 yilinda gergeklestirilmistir. Melatoninin bu dénemde
tanim1 “melanophorecontracting hormon” olarak yapilmis ve gerek kurbaga derisindeki
melanoforlarin beyaz goriiniisiine neden oldugu i¢in ve gerekse serotoninden tiiredigi i¢in

bu isim verilmistir (Hardeland ve ark 2006).

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) sentezinde birinci basamak triptofanin
pinealositler i¢ine alinmasi ve orada pineal bir enzim olan N-asetiltransferaz (NAT)
tarafindan N-asetil serotonine doOniistiirilmesidir. N-asetil serotoninin melatonine
doniistimii diger bir pineal enzim olan hidroksiindol-0-metiltransferaz (HIOMT) aracilig1
ile olur. Sentezin diizenlenmesi primer olarak geceye, diger bir deyisle karanliga baghdir.
Sentezlenen melatonin pineal bezin endokrin hiicreleri olan pinealositlerden hizla

salgilanmaktadir. Salgilanma hiz1 29 mg/giin’diir (Reiter ve ark 1997).

Dolasimdan hucre icine alinan
Triptofan
l triptofan S-hidroksilaz

5-hidroksitriptofan
l aromatik L-aminoasit dopa dekarboksilaz

5-hidroksitriptamine (5-HT, serotonin)
l arilalkilamin N-asetiltransferaz (AANAT)

N-asetilserotonin (NAS)
l hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT)

MELATONIN
(5-metoksi-N-asetiltriptamin)

Sekil 3. 3. Melatonin sentez basamaklari (Ozdemir ve ark 2014).

Sentezden sorumlu N-asetiltransferaz’in aktivitesi dolayisiyla melatonin sentezi
spesifik c-AMP-bagimli transkripsiyon faktorleri ve fotoperiyodik sartlar tarafindan
diizenlenir. Isik altinda, retinadan baslayan noéronal impulslar, hipotalamusta
suprakiazmatik nukleus (SCN) ve diger hipotalamik yapilara aktarilir. Uyar1 SCN ve
periventrikiiler nukleus (PVN) aracilig1 ile superior servikal gangliyona geger. Insanda
karanligin baslamasi ile postganglionik sempatik liflerden saliverilen noradrenalin esas
olarak P1 reseptorlere baglanarak, depolardaki serotonin ve NAT’in intraselliiler

saliverilmesine neden olur. Noronlarda ve pineal bezdeki biyokimyasal sinyallerin bu
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dongiisii insanda melatonin anabolizmasini hizlandirir ve ayn1 zamanda melatoninin giin

i¢i ritme bagl olarak sentez ve saliverilmesini olusturur (Reiter 1991).

Gece 20.00-23.00 aras1 yiikselen melatonin diizeyi 01.00-05.00 arast doruk
degerlere ulasir ve giindiiz diiser. Saglikli kisilerde plazma melatonin diizeyi giindiiz 0-20
pg/ml, gece 20-200 pg/ml (ortalama 60-70 pg/ml) dir. Bir giinde yaklasik 30 mg (%80 i

gece) melatonin tretilir (Sener 2010).

[Ik calismalar sadece parlak 1518 (giin 15181) melatonin diizeyini baskiladigini
bildirirken, son bulgular yapay 15181n (karanlik periyottaki aydinlatma sistemi) da benzer
etkiyi gosterdigini ortaya koymustur. Gece olusturulan yapay aydinlik melatonin sentez ve
salgilanmasini akut olarak baskilarken, aksam karanligin baslamasiyla birlikte uygulanan
151k gece 02.00-04.00 aras1 goriilen plazma melatonin konsantrasyon pikinde kaymaya,
buna karsilik sabah heniiz hava agarmadan 151k uygulama ise bu konsantrasyon pikinin

erken belirmesine neden olur (Claustrat ve ark 1998).

Suda kismen ve lipidlerde yiiksek oranda ¢o6ziinen melatonin dolasima
saliverildiginde dokulara ve hiicrelere kolaylikla girebilmektedir. Melatonin esas olarak
karacigerde hidroksilasyonla metabolize edilir ve idrarla atilir (Sener 2010). Bunun

yaninda melatonin bdbreklerde de metabolize olur (Ozdemir ve ark 2014).

1.3.3. Melatonin Reseptorleri ve Etki Mekanizmasi

Melatonin suya gore lipid ¢oziintirliiglinliin yiiksek olmasi nedeniyle hiicrelere
rahatga girebilmektedir. Bu nedenle etkileri sadece membrana yonelik degildir. Sulu
ortamda kismen ¢oziinmesi de intraselliiler etkilerinin olusmasina katkida bulunur. Son
calismalar melatoninin nukleusta yiiksek konsantrasyonda bulundugunu ve melatonin i¢in
spesifik baglanma noktalarinin oldugunu gostermistir. Bu bulgulara gore melatoninin
etkilerinin tiroid ve steroid hormonlara benzer sekilde, nukleustaki molekiiler olaylarla

iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Penev ve Zee 1997).

Melatoninin, ML1 (Melatonin—1 reseptorii) ve ML2 (Melatonin-2 reseptorii) olarak
bilinen farkli farmakolojik familyalara ait membran bagimli iki tip reseptori
tanimlanmistir. Yapilan calismalarda ML1 reseptorlerinin yiliksek afiniteli (Kd~75pM)
reseptorler oldugu, buna karsilik ML2 reseptorlerinin ayn1 melatonin agonistlerine diigiik
afinite gosterdigi belirlenmistir (Jahovic ve ark 2003).
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ML reseptorlerinin 3 alt tipi vardir: Mella, Mellb ve Mellc (Dubocovich ve ark
1997). ML1 reseptorleri serebellum, hipokampus dahil olmak iizere néronal yerlesim
gostermektedir. Ayrica SCN, hipotalamus, talamus, preoptik alan, retinanin pleksiform
tabakas1 ve serebral korteksin pek ¢ok bolgesinde ML1 reseptorlerinin varligl gosterilmistir
(Reppert ve ark 1996). MLI1 reseptorleri renal fonksiyon, uyku, sirkadiyen ritm, {ireme ve
serebral arter kontraktilitesinden sorumludur (Song ve ark 1997).

ML2 reseptorlerinin memeli hiicrelerinde spesifik dagilimi ve fizyolojik 6nemi

heniiz tam olarak agiklanamamistir (Beyer ve ark 1998).

1.3.4. Melatoninin Fizyolojik ve Genel Etkileri

Melatonin fotoperiyod ile ilgili bilgiyi viicudun fizyolojisine aktararak sirkadiyen
ritmin  ve organizmanin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar. Melatonin
sekresyonunun aydinlik/karanlik sikliisii ile iligkisi bu hormonu endojen bir senkronizor

olarak diistindiirmektedir (Arendt ve Skene 2005, Schulz ve Steimer 2009).

Insanda birgok biyokimyasal, fizyolojik ve davranigsal degiskenlerde oldugu gibi
plazmadaki melatonin diizeyleri de 24 saatlik periyod i¢inde diizenli inis ¢ikislar gdsterir.
Bu sirkadiyen ritm hipotalamusda SCN’deki santral pacemaker’lar tarafindan kontrol edilir
ve ritmin baglica ayarlayicisi dis ortamdaki aydinlik/karanlik siklusudur. Gece 1518a maruz

kalindiginda pineal fonksiyonlar akut olarak baskilanir (Liebmann ve ark 1997).

Immanite
——pr Kam Basinc
Kemik
Metabollzmas:
Hicre Cobalrmas

SIRKADYEN RiTM

Sekil 3. 4. Melatoninin biyoritim diizenleyici rolii (Sener 2010).
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Melatoninin immiinolojik roliine ait ilk g¢aligmalar 1987 yilinda yapilmistir.
Farelerin devamli 1518a maruz kalmasi veya gece [B-adrenerjik reseptor blokorlerinin
uygulanmasi gibi melatonin olusumunun inhibe edildigi sartlarda immun fonksiyonlarin
baskilandig1r goriilmiistiir. Sonraki ¢aligmalardan alinan sonuglar melatoninin humoral ve
hiicresel immun yanit1 artirdigini desteklemistir. Melatoninin bu etkisi normal sartlarda
belirgin degildir. Yaslanma, viral hastaliklar, kortikosteroid kullanimi1 veya akut stres gibi
immun sistemin baskilandigi durumlarda etki belirgin hale gelmektedir (Reiter ve ark
2000).

Melatoninin immunosupresyona karsi olan etkileri ya da immun fonksiyonlar1
artirict etkileri T-helper lenfositlerdeki spesifik reseptdrlere baglanmasi ile iliskilidir.
Melatoninin bu reseptorlere baglanmasi, gamma-interferon, IL-2 veya opioid peptidlerin
salgilanmasimn1 artirmaktadir. Melatonin-indiiklii opioidler melatoninin hematopoetik
etkisine aracilik etmektedirler. Timorlii farelerde melatonin uygulamasi, kan hiicrelerini

kemoterapoétik ilaglarin toksik etkilerinden korumustur (Maestroni 1995).

Organ ve hiicre transplantasyon basarist biiylik Olciide greft reddini Onlemeyi
amaglayan immunosupresif tedaviye baghdir. Ancak immunosiipresan tedavinin
enfeksiyon ve malign etkileri vardir. Melatoninin ise viral ve bakteriyel enfeksiyonlarda
cesitli organlardaki fonksiyon bozukluklarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir. Greft
reddinde serbest radikaller de onemli rol oynarlar. Melatoninin immiin yanit iizerindeki
inhibitor etkisinin molekiiliin antioksidan etkisi ile iligkili olmasi, melatonin uygulamasinin
organ transplantasyonunda yararli olabilecegini diisiindiirir. Ayrica toksisitesinin
olmamasi da bu ajanin transplantasyonda giivenle kullanilacak bir ajan oldugunu destekler

(Reiter ve Maestroni 1999).

GI kanalda melatonin uniform bir dagilim gostermez, farkli boliimler farkl
konsantrasyonlarda melatonin igerir. GI kanal melatonini tamamen serotonin
konsantrasyonu ile iliskilidir ki, bu da GI kanalin pinealden bagimsiz olarak melatonin
drettigini desteklemistir. Nitekim, pinealektomide GI kanal melatonin diizeyleri

etkilenmemistir (Konturek ve ark 2007).

GI kanalda ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan melatonin o6zellikle

enterokromafin hiicrelerde (EC) (enteroendokrin hiicreler, amine prekiirsor uptake ve
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dekarboksilasyon sistemi) lokalizedir. Melatonin sentez enzimi HIOMT ile prekiirsorii
serotonin, intestinal mukozanin EC hiicrelerinde bulunmaktadir. Nitekim bu bulgular

esliginde melatoninin sadece pineal orijinli olmadigi agikga belirlenmistir (Bubenik 2001).

Duodenumda melatoninin bikarbonat (HCO3) sekresyonunu arttirici etkileri de
mukozanin korunmasi a¢isindan Onemlidir. Cilinkii duodenum mukozal hiicrelerinden
saliman HCOs3, mideden duodenal lumene sagilanan HCI (hidrojen kloriir) i¢in koruyucu bir
isleve sahiptir. Melatonin, duodenumda epitel hiicreler iizerindeki reseptorler araciligiyla

HCOs3 sekresyonunu artirmaktadir (Konturek ve ark 2004).

Son yillarda elde edilen bulgular melatoninin kalp-damar sistemine etkilerinin
reseptdor ve non-reseptdr aracilt oldugunu gostermistir. Melatonin serebral arterlerde
vazokonstriiksiyona ve periferdeki damar yataklarinda ise vazodilatasyona neden
olmaktadir. Myokard infarktiis riski ve ani Olim riski olan koroner kalp hastalarinda
melatonin diizeyleri diisiik bulunmustur. Koroner kalp hastalarinda MI ve ani 6liimlerin
insidansinda artis, bu hastalarda melatonin diizeylerinde goriilen diisiis ile

iliskilendirilmistir (Dubocovich ve Markowska 2005).

Melatoninin kardiyovaskiiler sistemde reseptor aracili etkilerine ilave olarak non-
reseptor etkileri de vardir. Yiiksek kan basincinin neden oldugu ozellikle kalp damar
sistemindeki oksidan hasarda serbest radikallerin etkileri bilinmektedir (Campese 2010).
Melatonin ayrica antioksidan enzim aktivitelerini artirarak kalp damar sisteminde
koruyucu bulunmustur (Sener ve ark 2004). LDL kolesterol diizeyleri yiiksek olan
hipertansif hastalarda melatonin diizeyi diisiiktiir ve bu hastalarda melatonin

uygulamasinin kan basmcini diistirdiigii gosterilmistir (Paulis ve Simko 2007).

Yaslanma siirecinde organlarda ortaya ¢ikan anatomik ve islevsel dejenerasyonun
sebepleri arasinda antioksidan kapasitenin azalmasi ile serbest radikallerin olusturdugu
hasardan da bahsedilmekte ve nedeninin yasla birlikte azalan melatonin hormonu oldugu
bildirilmektedir. Onemli bir hidroksil radikal toplayicisi olan melatoninin yaslanmayla
birlikte kaybi, beyin dokusunun oksidatif saldiriya ac¢ik hale gelmesine neden olmaktadir
ki, melatonin tedavisinin bu durumu engelleyebilecegi bildirilmistir. Yaslanma ile
pinealosit membrani iizerinde bulunan [-adrenerjik reseptér sayisindaki azalma,

muhtemelen pineal bezdeki melatonin sentezinin azalmasina neden olmaktadir. Bilindigi
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gibi B-adrenerjik reseptorler geceleri, pineal bez i¢ine sempatik noronlardan norepinefrin
salgilanmasina aracilik ederek melatonin sentezinin artmasina neden olan bir dizi olay1

baslatmaktadir (Mollaoglu ve Ozgiiner 2005).

Melatonin seviyesi

e

| | | | 1 I | | i 1

1 10 20 30 40 S0 SO 70 a0 0
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Sekil 3. 5. Yaslanmayla birlikte melatonin sentezinin azalmas1 (Mollaoglu ve Ozgiiner
2005).

1.3.5. Melatoninin Antioksidan Etkileri

Melatonin hidroksil ve peroksil radikallerinin gliglii siipiiriiclisiidiir. Peroksil
radikalini siipiiriicti etkisinin E vitamininden daha diisiik olmasi dolayisiyla lipoperoksil
radikaline kars1 daha az nétralize edici etkisinin bulundugu bildirilmistir (Reiter ve ark
2000).

Melatonin ayrica inflamasyon reaksiyonlar sirasinda makrofajlarin aktivasyonu ile
olusan ve toksik bir oksijen tiirevi olan hipoklordéz asit (HOCI)’e kars1 da siipiiriicii etki
gostermektedir. Ancak melatoninin hidrojen peroksit (H202) ve O2- radikalleri {izerine
direkt siiptiriicii etkisi zayiftir. Melatoninin H20> ile reaksiyonu sonucu N1-asetil-N2-
formil-5-metoksi kniiramin (AFMK) olustugu, AFMK’nin ise katalazla N1-asetil-5-
metoksi kniliramine doniistiiriildiigli ve antioksidan etkiye sahip bu metabolitlerin

melatoninin siipliriicti etkisini artirdig1 bildirilmistir (Reiter ve ark 2007).

Antioksidan savunma sistemi ile iliskili diger bir enzim sitokrom P450 enzimidir.
Bu enzim ksenobiyotik metabolizmasi1 araciligi ile serbest radikal olusumunu artirir.
Melatoninin sitokrom P450 aktivitesini azaltarak serbest radikal olusumunu ve dolayis1 ile

oksidatif hasar1 azalttig1 gosterilmistir (Reiter ve ark 2009).
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Melatonin fizyolojik konsantrasyonlarda serebellumda nitrik oksit sentaz (NOS)
aktivitesini  baskilayarak noral ve kardiyovaskiiler = fonksiyonlarin fizyolojik
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu islev melatoninin serbest radikal olusumunu
Onleyici etkisiyle saglanmaktadir. Nitrik oksit (NO) tek basina bir serbest radikaldir ve O2-
varliginda peroksinitrit (ONOO-) olusumunu artirir. Melatonin ile NOS aktivitesinin
baskilanmasi, NO olusumunu azaltarak bu yolak iizerinden oksidatif hasar1 azaltmaktadir

(Reiter ve ark 2009).

Melatoninin serbest radikaller iizerindeki siiptiriicii etkisi onun ayn1 zamanda giiglii
bir antiinflamatuar ajan oldugunu da agiklamaktadir. inflamasyonun uyarilmasiyla doku
hasarina giden yolak {izerinde ¢esitli kademelerde melatonin ile blokaj bu ajana
antiinflamatuar ve doku koruyucu etki saglamaktadir. Cesitli inflamasyon modellerinde
(yanik hasari, sepsis, iskemi/reperfiizyon gibi) notrofil aktivasyonunun dokularda neden

oldugu oksidan hasarlari, melatonin anlamli olarak geri ¢cevirmistir (Kacmaz ve ark 2005).

1.3.6. Melatonin ve Uyku Iliskisi

Uyku, insanlar i¢in vazgecilmezdir. Uykunun diizenlenmesinde anahtar
mekanizma, aydinlik-karanlik dongilisii olup, 1s18a maruziyet, retinadan beyindeki
hipotalamik alana kadar uzanan bir sinir yolunun uyarilmasina yol agar. Hipotalamik
alanda bulunan suprakiyazmatik ¢ekirdek, beynin diger alanlarina giden hormonlari, viicut
1s1s1n1, uyku veya uyaniklik hissini kontrol eden sinyalleri baglatarak tiim viicudu etkileyen
aktivitelerin diizenlenmesinden sorumlu “biyolojik saat” gibi ¢alisir (Macchi ve Bruce
2004). Karanlik saatler gelinceye kadar uyku ile iliskili melatonin benzeri hormonlarin
salimimi pineal bezin inaktif olmasi dolayisiyla baskilanir. Giines 1sinlar1 kaybolunca
suprakiyazmatik ¢ekirdek tarafindan olusturulan melatonin salinimini baskilayict sinyaller
ortadan kalktigindan pineal bez uyarilir ve melatonin iiretimi baslar. Melatonin diizeyleri

arttikca daha az uyari algilanmaya baslanir ve uyku hissi artar (Arendt 2000).

Amerikada yaklasik 45 milyon kisi gece uykusuzlugu (uyku mahrumiyeti)
cekmektedir. “Uyku mahrumiyeti” gerek neden oldugu hastaliklar, gerekse yasam
sartlarin1 etkileme yoniiyle maddi ve manevi anlamda olumsuzluklara sebep olmaktadir.
Yapilan pek ¢ok calismada bu durumun en 6nemli nedenlerinden birinin de endojen

melatonin sekresyonunun baskilanmasi oldugu belirtilmistir.
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Ozetle melatoninin uykuyu indiikledigi, uykuya dals siiresini kisalttigi ve uyku

kalitesini arttirdig1 sdylenebilir (Ferguson ve ark 2010).

1.3.7. Melatoninin SSS ile Norodejeneratif Olaylara Etkileri

Yaglanma ile birlikte sinir sistemindeki gerileme fizyolojik yaslanma ve
norodejeneratif hastaliklarla iliskili olup en iyi gosterge hafiza ve kognitif fonksiyonlarda
kayiplardir. Serbest radikallerin yaslanma ile iligkisi giiniimiizin en glincel
konularindandir. Beyin dokusunun oksidatif hasara olduk¢a duyarli olmasi, yaslanma ile
birlikte oksidatif hasar birikimi ve inflamasyon gelisimi, melatonin tedavisinin yasa bagh
SSS fonksiyonlarindaki degisime karst koruyucu olabilecegini diisiindiirmiistiir. Yash
hayvanlarda yapilan bir c¢alismada melatoninin norogenezi artirdigi belirlenmistir

(Tresguerres ve ark 2008).

Norodejeneratif hastaliklar beyinde yaygin bir hasar olugmadan teshis
edilememektedir. Ornegin Parkinson hastalarinda teshis konuldugunda substantia nigradaki
dopaminerjik noronlarin %751 kaybedilmistir. Melatonin sekresyonu yasa bagli olarak
azalma gosterdiginden, yaslanma ile birlikte noronal apoptozda artis muhtemel
goziikmektedir. Tiim bunlar goz Oniline alindiginda orta yaslardan itibaren melatonin

kullaniminin, néronal kayip hizin1 azaltmada olumlu etkisi olacagi diisiiniilmektedir.

Diger taraftan melatoninin lipofilik yapisi sayesinde kan-beyin bariyerini kolayca
gecebilmesi ve ayrica farmakolojik dozlarinin hayvanlarda tiim yasam siiresince ya da
insanlarda uzun periyodlarla uygulanmasinin herhangi bir toksisiteye ya da pro-oksidan

etkiye neden olmadiginin gosterilmis olmasi bu hormonun giivenle kullanilabilirligini

desteklemektedir (Wang 2009).

Yapilan bir calismada melatoninin, subaraknoid kanamaya bagl beyindeki
oksidatif hasari Onledigi, noérolojik skorlarda iyilesme yaptigi ve kan-beyin bariyerini
korudugu gosterilmistir (Ersahin ve ark 2009).

Melatonin reseptorlerinin serebral arterlerde varligimin gosterilmesi, melatonin
uygulamasmin insanda ve deneysel hipertansif sicanlarda kan basincimi diisiirmesi,
melatoninin arter diiz kaslarin1 gevsetmesi, hepsi birlikte melatoninin serebral kan akimini
degistirebilecegini ve boylelikle migren gibi bas agrisiyla seyreden hastaliklarda faydali
olabilecegini diisiindiirmektedir (Bubenik ve ark 1998).
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1.4. Glimfatik Sistem

Lenfatik damar sistemi, ekstraselliiler siviyr kan akimina geri getirir. Insan
viicudunda kan damarlarina ek olarak endotelyumun dosedigi, doku araliklarindan gelen
stviyl toplayarak kan dolagimina ileten ince duvarl kanallardan olusan bir sistem vardir.
Bu siviya lenf sivist denir ve kanin aksine dolasimi tek yonlii olarak kalbe dogrudur.
Merkezi sinir sistemi ve kemik iligi gibi ayricalik tasiyanlar disinda lenfatik sistem hemen

tiim organlarda bulunur (Junqueira ve Carneiro 2009).

Lenfatik damarlar, kan damarlarina paralel olarak, ikinci bir dolasimi temsil ederler
ve interstisyel sivinin protein bilesenleri ile postkapiller veniillere absorbe olmayan diger
¢oziinen maddelerin temizlenmesine aracilik ederler (Aukland ve Reed 1993). Cogu
vaskiilarize dokuda, lenfatik sistem hem hidrostatik hem de homeostatik dengenin
saglanmast acisindan Onemlidir. Buna karsin, beyinde histolojik olarak tanimlanabilen
lenfatik damar bulunmaz. Dolayisiyla diger periferik dokularda oldugu gibi, interstisyel
maddelerin temizlenmesini saglayan lenfatik bir yola sahip degildir (Abbott 2004). Bu
durum oldukga sasirticidir, ¢linkii yiiksek bir metabolik hiza sahip olan beyinde,
ekstraseliiler g¢evredeki degisimlere asiri duyarli olan noronlar ve glialarin varligi,

interstisyel siv1 ile ¢éziinen maddelerin hizli bir sekilde temizlenmesini gerektirmektedir

(Iiff ve ark 2012).

Beyinde bilinen herhangi bir lenfatik dolasim olmadigi i¢in, burada bulunan
ekstraselliiler proteinleri temizleyen alternatif bir mekanizmaya ihtiya¢ vardir. Beyinde yer
alan ekstraseliiler ¢oziinen maddelere yataklik eden beyin omurilik sivisina, ¢dziinen

maddelerin beyin parankimindeki interstisyel araliktan nasil gectigi acik degildir.

Subaraknoid BOS'un oOnemli bir boliimiiniin  beyin parankimine gegtigi
kanitlanmistir. Floresan maddeler kullanilarak yapilan two-foton goriintiileme teknigi ile
BOS’un, beyin parankimine penetran arterleri ¢evreleyen perivaskiiler araliklar boyunca
girdigi ve daha sonra paravendz araliga gectigi goriilmiistiir. Beyin interstisyel sivisindaki
¢ozlinen maddelerin, paravendz araliktaki BOS’a gecmek suretiyle temizlendigi

gosterilmistir.

Astrositlerde bulunan bir su kanali olan AQP4’ten yoksun olan hayvanlarda, BOS

akisinin  yavagladigi  ve interstisyel ¢0zlinen maddelerin beyin parankiminden
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temizlenmesinde %70’lik bir disiis yasandigi gortilmistir. Bu durum beyindeki
ekstraseliiler maddelerin temizlenmesinde, astrositik AQP4 su kanallarinin onemli bir
islevi oldugunu ortaya koymustur. Alzheimer hastaliginda patojen oldugu bilinen § amiloid

proteininin, bu yolla temizlendigi bilinmektedir.

Yapilan bir c¢alismada AQP4 geninin delesyona ugradigi ratlarda, floresan
maddeyle isaretlenen B amiloid’in, beyin parankiminden temizlenmesinde baskilanma
oldugunun goriilmesi, bu bilgiyi desteklemistir. Beyin i¢in toksik veya ihtiyag¢ fazlasi olan
diger ekstraseliiler proteinlerin birikimi de, beyin parankimindeki paravendz yol

araciligiyla onlenmektedir (I1iff ve ark 2012).

1.4.1. Glimfatik Sistemin Tanim ve Etki Mekanizmalar

B-amiloid (Cirrito ve ark 2005), a-siniiklein (Larson ve ark 2012) ve tau (Yamada
ve ark 2011) gibi norodejeneratif hastaliklarla iliskili olan proteinler, beyin hiicrelerini
cevreleyen interstisyel aralikta bulunurlar. Periferik dokuda lenf damarlari, fazlalik olan
interstisyel proteinleri, genel dolasim yoluyla, karacigere parcalamak amaciyla getirir
(Aukland ve Reed 1993). Noronlarin hem yiiksek bir metabolik hiza sahip olmasi, hem de
toksik atik tirlinlere karst duyarli olmasina ragmen, beyinde bu durumu tolere edebilecek
lenfatik sistem bulunmamaktadir. Bunun yerine, beyin parankiminde dolasarak,  amiloid
gibi zaman iginde biriken birtakim interstisyel proteinleri, interstisyel sividan alan beyin
omurilik sivist (BOS) bulunur. BOS ve interstisyel sivi arasindaki madde alis verisi
serebral damarlar etrafinda gerceklesir. Bu iki kompartman arasindaki madde aligverisi,
hem astrositik AQP4 su kanallarinin varligina bagl olarak, hem de periferik lenfatik sistem
yoluyla gergeklesen interstisyel metabolik iiriinlerin atilma islevine benzerlik (homolog)

gosterdigi igin glimfatik sistem olarak adlandirilmistir (Iliff ve ark 2012).

MSS’deki beyin omurilik sivisinin, beyinde yer alan ¢6ziinmiis maddelerin
temizlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Koroid pleksusta olusan BOS, serebral
ventrikiiller ile subaraknoid aralik boyunca akar ve en son araknoid villuslar araciligiyla,
dural venoz siniislerine bosaltilarak, kan dolagimina geri emilir (Koh ve ark 2005).
Interstisyel ¢oziinen maddelerin, beyin interstisyel sivisindan, BOS’a dogru gerceklesen

konvektif madde akisi ile temizlendigi diistiniilmektedir (Sykova ve Nicholson 2008).
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Yapilan in vivo two-foton goriintiileme teknikleriyle, subaraknoid BOS’un, beyin
parankimine olan akisi gosterilmistir. BOS’un, subaraknoid kompartmandan beyin
parankimine gecisini gostermek icin, sisterna magnaya floresan ve radyoaktif olarak
isaretlenmis madde verilmistir. Enjeksiyondan 30 dakika sonra, enjekte edilen maddelerin

beyin parankimindeki perivaskiiler araliklar boyunca yayildig1 gorilmustiir.

BOS’un, ventrikiiler kompartmandan beyin parankimine gegisini gostermek icin,
anestezi altindaki farelerin lateral ventrikiiliine floresan madde verilmistir. 30 dakikalik
infiizyon sonrasi floresan goriintiileme teknigi ile floresan maddelerin ventrikiilii

cevreleyen ependimadan, beyin parankimine olan hareketi gozlenmistir (Iliff ve ark 2012).

Dolayistyla bu konuda yapilan ¢aligsmalar, hem ventrikiiler, hem de subaraknoid
BOS’un, farkli zaman ve miktarlarda da olsa, beyin parankimine ge¢ip, perivaskiiler
araliklar boyunca yayildigini ortaya koymaktadir. Perivaskiiler astrositik son ayaklar ise
sahip oldugu AQP4 kanallar1 araciligiyla, paravendz BOS ile beyin interstisyumu arasinda
secici bir gecirgenlik saglamaktadir. Bu sekilde su ve diisiik agirlikli molekiiller iki
kompartman arasinda gecis yapabilirken; yiiksek agirlikli molekiiller gecis yapamazlar
(Mathiisen ve ark 2010).

Subaraknoid araliktaki BOS’un, beyin parankimine periarteriyel aralik boyunca
girmektedir. Daha sonra interstisyel siviyla karisan BOS’un, konvektif akisi sirasinda,
interstisyel sivida biriken metabolik atik iiriinleri alarak, paravendz araliga gegcmektedir.
Atik iriinlerin, paravendz araliga gecisi astrositik AQP4 kanallarinin kolaylastirdigi bir

yolla gerceklesmektedir (Sekil 4.1.) (Nedergaard 2013).

Para-anerial —
CSF influx —

Neuron ——

Sekil 4. 1. Subaraknoid araliktaki BOS un, beyin parankimindeki ilerleyisi (Nedergaard
2013).
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Subaraknoid BOS’un, beyin parankimine olan akist in vivo goriintileme
teknikleriyle gosterilmistir, ancak bu yontemle beynin derinliklerindeki BOS akisini takip
etmek miimkiin degildir. Bu sorunu asmak icin ex vivo goriintiileme teknikleri
kullanilmistir. Bu teknikte isaretlenmis madde olarak, BOS’a verilen Alexa Fluor ile
baglanmis ovalbumin araciligiyla, beyin parankimindeki perivaskiiler araliklarda BOS
akis1 ve klirens izlenmistir. Isaretlenmis maddenin intrasisternal enjeksiyonu sonrasi, bu
madde periarteriyel araliklarda erken evrelerde (10 dakikadan kisa) gozlenirken, paravendz
araliklarda daha ileri evrelerde (1 saatten fazla) gdzlenmistir. BOS’da yer alan isaretlenmis
madde, beyin parankimini iki temel yol araciligiyla terk eder. Bunlar: internal serebral
venler ile caudal rhinal venler. Yapilan biitiin bu ¢alismalar, beyin parankimindeki BOS ile
interstisyel sivi arasindaki madde aligverisi ve temizlenmenin, ayni paravendz drenaj

yollar1 boyunca gergeklestigini desteklemektedir (Iliff ve ark 2012).

Astrogliyal AQP4 su kanallarmin lokalizasyonu perivaskiiler son ayaklarda
yogundur. Astrositik AQP4 su kanallarinin, perivaskiiler araliklardaki BOS ile beyin
interstisyumu arasinda diisiik direngli yollar olusturarak, sivi hareketliligini sagladigi
diisiiniilmektedir. Bu sayede beyin parankiminde biriken interstisyel ¢cdziinen maddelerde

ortamdan uzaklastirilmaktadir (Abbott 2004).

Yapilan bir c¢alismada radyoaktif olarak isaretlenmis mannitoliin beyin
interstisyumundan klirensi, AQP4 geni delesyona ugramis farelerde, ugramamis olanlara
gore %70 daha diisiikk bulunmustur. Hatta isaretli dekstran (mannitolden 55 kat daha biiyiik
hacme sahip) ile yapilan benzer ¢alismada da ayni sonuglarin alinmasi, interstisyel sivinin
klirensinde, astrositik AQP4 su kanallarinin, difiizyona gore daha 6nemli bir rol oynadigini

gostermistir (Sykova ve Nicholson 2008).

Ozetle BOS, beyin parankimine 6nce periarteriyel araliklar boyunca girer ve daha
sonra beyin parankimindeki interstisyel siviyla karistiktan sonra, paravendz araliga gelir.
Interstisyel siviyla karisan BOS, interstisyel sividan ekstraselliiler proteinleri alarak,
beynin ihtiya¢ fazlasi olan maddelerden temizlenmesine aracilik eder. BOS araciligiyla
temizlenen bu ekstraselliiler proteinler, astrositik AQP4 kanallarinin kolaylastirdigi bir

yolla paravendz araliga gec¢is yapar. Paravendz aralia gecen BOS’daki ekstraselliiler
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proteinler; kan dolasimi, subaraknoid aralik veya drene olan ven duvarlarini takip ederek

servikal lenfatiklere ulagsmak suretiyle ortamdan uzaklastirilir (Sekil 4.2.).

GLIMFATIK YOLUN iSLEYISi
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Sekil 4. 2. Glimfatik sistemin isleyisi (Illif ve ark 2012’den modifiye edilerek ¢izilmistir).

1.4.2. Uyku-uyanikhik Déngiisii ve Beyin Klirensine Olan Etkisi

Tiim hayvan tiirleri arasinda uykunun varligi, uykunun hayati bir islevi oldugunu
diistindiiriir. Uyku, metabolik homeostazin saglanmasinda kritik bir goreve sahiptir. Uzun
yillardir ¢alisilmasina ragmen, biyolojide en biiyiik gizemlerden biri, uyku beyinde onarici
etki gosterirken; uykusuzlugun beyin fonksiyonlarin1 bozucu etki gostermesidir (Hobson
2005, Saper ve ark 2010). Uyku yoksunlugu Ogrenmeyi azaltir, biligsel testlerde
performansi diislirlir, reaksiyon siiresini uzatir ve ndbetlerin yaygin bir nedenidir
(Stickgold 2006). Kesintisiz uyku yoksunlugu, giinler ila haftalar arasinda, kemirgenlerde
ve sineklerde 6liime yol agmaktadir (Shaw ve ark 2002). insanlarda, fatal (6liimciil) ailesel
veya sporadik uykusuzluk giderek kétiilesen bir durum olup, aylar ya da yillar iginde

demans ve 6liimle sonuglanmaktadir (Montagna ve ark 2003).

Canli farelerde tetrametilamonyum difiizyonunun gercek zamanli degerlendirmeleri
ile two-foton goriintiileme teknigi kullanilarak yapilan c¢alismalarda, dogal uyku veya
anestezinin, interstisyel aralikta %60 artis ile baglantili oldugu ve bu durumun interstisyel
stvi ile beyin omurilik sivisi arasindaki madde aligverisinde artisa neden oldugu

goriilmiistiir. Ornegin uyku sirasinda, interstisyel sivida yer alan B amiloid’in klirens orani
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artmistir. Dolayisiyla uyku, uyanik zamanlarda santral sinir sisteminde biriken potansiyel

olarak norotoksik atik iiriinlerin uzaklastirilmasini artirmaktadir (Xie ve ark 2013).

B amiloid'in interstisyel konsantrasyonu, uyanik olan kemirgenler ve insanlarda,
uyuyanlara gore daha yliksektir. Dolayisiyla uyanikligin, yiiksek B amiloid seviyesi ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir (Kang ve ark 2009).

B amiloid klirensinin uyku esnasinda artis1 ve uyku-uyaniklik dongiistiniin glimfatik
klirens tizerinde olan diizenleyici etkisi iizerine caligmalar yapilmistir. Fareler iizerinde
yapilan bir ¢alismada, beyin igerisindeki BOS akisinin, uyku, uyaniklik ve anestezi gibi
farkli parametrelerde nasil oldugu karsilagtirilmistir. Bunun i¢in in vivo two fotonlu
goriintiileme teknigi kullanilmistir. Floresan madde kullanilarak yapilan ¢alismanin
neticesinde, hem dogal yolla uyuyan farelerde, hem de anestezi altindaki farelerde,
glimfatik BOS akisinin, uyanik farelere gore ¢ok daha fazla oldugu goriilmistir (liff ve
ark 2012).

BOS akisi, arteriyel nabiz dalgalar (pulsasyon) aracilifiyla, periarteriyel araliklar
boyunca gerceklesir. Arteryel pulsasyondaki diiirnal dalgalanmalarin, uyaniklik sirasindaki
konvansiyonel BOS akisinin bastirilmasindan sorumlu olmasi muhtemel degildir. Ciinkii
arteryel kan basinci fiziksel aktivite esnasinda daha yiiksektir. Alternatif bir olasilik uyanik
beyinde goriilen, interstisyel alan hacmindeki azalma bilgisiyle iliskilendirilebilir. Cilinkii
interstisyel alan hacmindeki daralma, konvektif sivi hareketine olan direnci arttirir.
Boylece bu alandaki BOS akis1 da yavaglamis olur. Bu olasilik uyuyan bireylerdeki BOS
akiginin, uyanik bireylere gore neden daha hizli oldugunu agiklar (Xie ve ark 2013).

Yapilan bir ¢aligmada beyin parankimindeki B amiloid’in %65 kadarinin glimfatik
sistem araciligiyla temizlendigini gostermistir. Bu temizlenmenin uyku sirasinda, uyaniklik
durumuna gore iki kat daha fazla oldugu gozlenmistir. Aneztezi altindaki farelerde de, ayni
uyku halindeki farelerde oldugu gibi glimfatik akim daha etkin bulunmustur. Bu durum
interstisyel aralik hacmindeki degisikligin, sirkadiyen ritme bagli olmadigini gosterir.
Bunun yerine uyku-uyaniklik halinin bizzat kendisi interstisyel aralik hacminin derecesini
belirler. Uyku ve uyamiklik zamanlarinda goriilen adrenerjik sinyalizasyon farki, hiicre
hacmiyle birlikte interstisyel aralik hacmindeki degisimin nedenini agiklar. Dolayisiyla

adrenerjik sinyalizasyon sadece kortikal noral aktivitede gorev almaz, ayni zamanda
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interstisyel aralik hacminin ayarlanmasinda da rol oynar. Uyanik farelere verilen adrenerjik
antagonistler sonrasi, glimfatik sistemdeki etkinligin, uyuyan farelerdekine benzer ¢ikmasi
bu bilgiyi destekler. Interstisyel aralik hacmindeki bu degiskenlige baglh olarak da,

maddelerin glimfatik yolla temizlenme miktar1 degisir (Xie ve ark 2013).

Noronlarin  bulundugu c¢evreye olan yliksek hassasiyetinden dolayi, atik
molekiillerin beyin interstisyel araligindan hizli ve etkin bir sekilde uzaklastirilmast
onemlidir. Ornegin P amiloid gibi atik iiriinlerin beyin parankiminden yeterince
temizlenememesi irreversibl ndronal hasara yol acar. Beyinde gerceklesen biyolojik
aktivitelerin neticesinde, metabolik yikim iirlinlerinin olusumu kag¢inilmazdir. Bu toksik
yikim iriinlerinin atilmasinda, uyku 6nemlidir. Ciinkii yapilan ¢alismalar, uyku sirasinda
kortikal interstisyel aralik miktarinin %60 kadar arttigini gostermistir. Bu artisa bagh
olarak da, interstisyel araliktan temizlenen toksik madde miktar1 artar (Xie ve ark 2013).
Dolayistyla biitiin bu bilgilere dayanarak, uyanik dénemlerde daha fazla biriken metabolik

atik iirlinlerin, uyku sirasinda daha etkin bir sekilde temizlendigi sdylenebilir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Deney Gruplarinin Belirlenmesi

Bu calisma Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden
temin edilen, Wistar Albino cinsi eriskin disi siganlar iizerinde aymi merkezde

gerceklestirilmistir. Toplam 21 adet sigan kullanilan aragtirmada gruplar tice ayrilmistir.

Grup 1, Kisa Fotoperiyod (KF) Grubu: 4 hafta siireyle, 8 saat aydinlik, 16 saat
karanlik ortamda tutuldu (n:7).

Grup 2, Uzun Fotoperiyod (UF) Grubu: 4 hafta siireyle, 16 saat aydinlik, 8 saat
karanlik ortamda tutuldu (n:7).

Grup 3, Uzun Fotoperiyod (UF) + Melatonin (Mel) Grubu: 4 hafta siireyle, 16 saat

aydinlik, 8 saat karanlik ortamda tutuldu ve 4 mg/kg/giin deri alt1 melatonin uygulandi

(n:7).

2.2. Deneysel Uygulamalar
2.2.1. Fotoperiyod Uygulamasi

Kisa fotoperiyoda maruz kalan sicanlar 8 saat aydinlik, 16 saat karanlik ortamda
tutuldu. Uzun fotoperiyoda maruz kalan siganlar ise 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik
ortamda tutuldu. Fotoperiyod uygulamasi 4 hafta siireyle ayni saat araliklarinda

gergeklestirildi.

2.2.2. Melatonin Uygulamasi

Ticari olarak temin edilen melatoninin (Sigma M-5250) 40 mg’1 3 ml saf etanolde
¢oziildiikten sonra bu silispansiyon (stok soliisyonu) karanlikta ve agzi1 kapali olarak
kullanma zamanina kadar buzlukta bekletildi. Stok soliisyonundan 0.1 ml alinip, iizerine
0.9 ml serum fizyolojik konularak (4 mg/kg/giin) sabah saat 10.00°da ratlara deri alt1
olarak enjekte edildi. Melatonin uygulamasi 4 hafta siireyle her giin ayni saatlerde

gergeklestirildi.

2.2.3. Cerrahi Islemlerin Yapilmasi
Hayvanlar yeterli genislikteki kafeslerde, farkli fotoperiyod dongiisii i¢inde, 22+
1°C sicaklik ve %50-60 nem olan standart laboratuvar kosullarinda, standart sican diyeti ve
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siirsiz su ulagimi saglanarak barindirildi. 4. hafta sonunda her deney grubuna ait
sicanlarin genel anestezi (ketaminetksilazin; sirasiyla, 50 mg/kg ve 5 mg/kg, i.p.) altinda
servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Beyin dokusu ¢ikarilip, beyin ventrikiillerini igine
alacak sekilde dilimlendi. Almman doku parcalart rutin H&E boyama ve
immunohistokimyasal incelemeler i¢in bekletilmeden %4’liikk paraformaldehit igerisine

alindi.

Sekil 2. 1. Calismada kullanilan cerrahi donanim.

2.3. Degerlendirme Yontemleri

Sicanlardan alinan beyin dokularina ait ornekler tespit (fiksasyon) i¢in, cerrahi
islemi takiben PBS tamponunda taze hazirlanmis %4’liik paraformaldehit igerisine (+4°C)
alindi. En az 24 saatlik tespit islemi sonrast dokular %30’luk siikroz soliisyonuna alindi.
Dokularin yeterli siikroz doygunluguna ulastig1 (dibe ¢okerek) kontrol edildikten sonra
kriyostat cihazi yardimiyla 5 um kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lamlar tizerine alindi.
Her bir preparattan birer Ornek genel histolojik degerlendirme igin rutin
Hematoksilen&Eosin (H&E) ile boyandi. Diger preparatlar ise immunohistokimyasal

yontemlerle boyandi.

Tiim ince preparatlar Olympus BX 151k mikroskobu ile incelendi. Incelenen

ornekler Olympus DP 72 ile dijital olarak goriintiilendi. Her 6rnek i¢in miimkiin oldugunca
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ayni alanlarda inceleme ve fotograflama iglemi uygulandi. HE ile boyanmis 6rnekler genel

histopatolojik degerlendirmeye tabi tutuldu.

Immiinohistokimyasal olarak isaretlenmis preparatalara ait goriintii yazilimi ile
degerlendirilen resimlerde immun isaretlenme yogunlugu semikantitatif olarak (0, +3 arasi)

skorlanip, hesaplamalar1 yapildi.
Rutin H&E boyama ile immiinohistokimyasal prosediirler 6zetle su sekilde yapildi.

2.3.1. Rutin Hematoksilen&Eosin (H&E) ile Boyama Yontemi

Boyama yontemi sirasiyla su sekildedir:

I- Deney gruplarindan alinan kriyostat kesitleri -20 derecedeki metanolde 10
dakika bekletildi (kesitler lama sabitlendi).

[1- 1 dakika suda yikandiktan sonra, Harris hematoksilen’de 2 dakika boyandi

(hiicre niikleusu) ve 2x1 dakika suda yikandilar.

[11- %1 Amonyak-su karisimina batirilip (niikkleusun mavi rengi parlaklastirildi),
tekrar 1 dakika suda yikandi.

IV- Lamlar 3 dakika eozinde bekletilip (sitoplazmalari boyandi) artan dereceli

alkol serilerinden gegirildi (%50, %70, %80, %96, %100).
V- Her bir kesit, 2x1 dakika ksilole alinarak, hiicreler seffaflandirildi.
VI- Kesitler entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.
VI1I- Kurumasi beklenerek mikroskopta incelendi.

2.3.2. Frozen Kesitte Immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

Calismada kriyostat cihazi (Shandon Scientific Cryotome SME) ile 5 mikron
kalinliginda aldigimiz kesitlere tiim gruplar i¢in vimentin (SantaCruz sc-5565), ML1
reseptor (SantaCruz sc-30017) ve aquaporin 4 (SantaCruz sc-9888) antikorlar1 kullanilarak,

asagida verilen islem basamaklari ile, immunohistokimyasal yontemlerle boyandi.

I- Deney gruplarindan alinan kriyostat kesitleri -20 derecedeki Metanolde 10 dakika
bekletildi (kesitler lama sabitlendi).
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[1- 1 dakika suda yikandiktan sonra antijen maskesini kaldirmak i¢in 1/10 Dilue

Citrat Buffer ( AP-9003-999 Thermo Scientific) mikrodalga ile uygulandi.

[1l- Distile su ile yilkama asamasindan sonra 10 dakika %3’liik hidrojen peroksit
(TA-125-HP ThermoScientific) ile etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi
bloke edildi.

IV- PBS ile yikanan kesitlerde 20 dakika protein bloke (TA-125-PBQ
ThermoScientific) edildi.

V- 60 dakika nemli ortamda primer antikorlar ile inkiibe edildi.

VI- Amplifier Quanto (TL-125-QPB ThermoScientific) ile 20 dakika bekletildi

(sinyal artirilarak sekonder antikora baglanma kuvvetlendirildi).

VII- HRP Polymer Quanto (TL-125-QPH ThermoScientific) ile 30 dakika

bekletildi (antijen-antikor baglanmasi, kromojene baglandi).

VII- Her asamada PBS ile dikkatle yikama yapildi ve pozitif hiicreleri
belirleyebilmek i¢in DAB ile boyama yapildi.

VII- Zemin boyamasi i¢in 1 dakika siireyle hematoksilen uygulandi.

VIII- Boyanan kesitlar artan alkol serilerinden gecirilerek suyu alindiktan sonra, 5
dakika seffaflagtirmak icin ksilolde bekletildi ve entellan ile kapatilarak mikroskopta

incelendi.

2.3.3. Histomorfolojik analiz

Immiinohistokimyasal ~yontemlerle boyanan preparatalara ait goriintiilerin
bilgisayar ortaminda fotograf ¢ekimleri yapildi. 40X ik objektif biiyiitmesi ile elde edilen
dijital resimlerin monitor {izerindeki immun isaretlenme yogunlugu semikantitatif olarak

skorlanip (0, +3 aras1), hesaplandi. Cikan sonuclarin istatistiksel analizleri yapildi.

2.3.4. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analiz icin; olusturulan gruplar arasindaki immunohistokimyasal
boyanma dereceleri Ki-kare Testi kullanilarak yapilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul

edilmistir.
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GEREC VE YONTEMIN SEMATIK OZETi

1. GRUP (4 Hafta) 2. GRUP (4 Hafta) 3. GRUP (4 Hafta)
KF (8 sa A/ 16 sa K) UF (16 sa A/ 8 saK) UF + Melatonin
(4 mg/kg/giin)
/

8 s Aydnllk

Beyin dokusundan alinan kesitler, immunohistokimyasal olarak boyanip mikroskopta incelendi ve
immun igaretlenme yogunlugu semikantitatif olarak (0, +3 aras1) skorlanip, hesaplamalari yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Genel Degerlendirme Bulgulari

Dort haftalik takip stiresi sonunda herhangi bir sigan 6liimii goriilmedi ve ¢aligma 3

grupta 21 hayvan iizerinden tamamlandi. Yapilan ¢alismada sadece deri alti1 melatonin

verilen grupta, melatonin verilen deri bolgesinde skar dokusu olustugu gézlemlendi. Diger

gruptaki hayvanlarda ise herhangi bir morfolojik anormallik gézlenmedi.

3. 2. Genel Histomorfolojik Degerlendirme Bulgulari

H&E boyama ile yapilan genel degerlendirmede; beyin ventrikiilleri ve onlari

doseyen ependim hiicreleri, genel olarak tiim ratlarda korunmus olarak izlendi (Sekil 4. 1.).

1. Grup (KF)

2. Grup (UF)

3. Grup (UF+Mel)

Sekil 4. 1. Rutin H&E boyama yoOntemiyle farkli gruplardaki ratlarin farkh
biiyiitmelerdeki goriintiileri (X10, X20, X40).
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3.3. Immunohistokimyasal Degerlendirme Bulgulari
Beyin dokular1  Vimentin, AQP4 ve MLI1 reseptér antikorlar1 ile
immunohistokimyasal yontemlerle boyandi.

3.3.1. Vimentin ile Inmunohistokimyasal Boyanma

Vimentin antikorlarmin  biitlin ~ gruplardaki ratlarda immunohistokimyasal
yontemlerle boyamalar1 yapildi. Netice de 3. ventrikiilde yer alan ependim hiicrelerin
sitoplazmalarinda vimentin antikorlarinin yogun olarak boyandigi gorildii (Sekil 4.2.).
Gruplar karsilastirildiginda, vimentin antikorlar1 ile boyanma acisindan gruplar arasinda

anlaml1 diizeyde herhangi bir fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 4.1.).

1. Grup (KF) 2. Grup (UF) 3. Grup (UF+Mel)

Sekil 4. 2. Immunohistokimyasal yontemlerle vimentin antikorlar1 ile boyanan farkli
gruplardaki ratlarin farkl bliytitmelerdeki gortintiileri (X10, X20, X40).
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3.3.2. Aquaporin 4 ile Immiinohistokimyasal Boyanma

AQP4 antikorlarinin biitlin gruplardaki ratlarda immunohistokimyasal yontemlerle
boyamalar1 yapildi. Netice de 3. ventrikiilde yer alan ependimal hiicrelerin bazolateral
membranlarinda AQP4 antikorlarinin farkli derecelerde boyandigi goriildii (Sekil 4.3).
Gruplar karsilastirildiginda, 1. ve 3. gruptaki AQP4 antikorlarmin immunohistokimyasal
boyanma derecesinin, 2. gruba gore anlamli diizeyde daha yogun oldugu gortildii (p<0,05)
(Tablo 4.2).

1. Grup (KF) 2. Grup (UF) 3. Grup (UF+Mel)

Sekil 4. 3. Immunohistokimyasal yontemlerle AQP4 antikorlar1 ile boyanan farkli
gruplardaki ratlarin farkl bliytitmelerdeki gortintiileri (X10, X20, X40).
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3.3.3. MLL1 reseptor ile Immiinohistokimyasal Boyanma

ML1 (Melatonin—1) reseptdor antikorlarmin biitin  gruplardaki ratlarda
immunohistokimyasal yontemlerle boyamalar1 yapildi. Netice de 3. ventrikiilii doseyen
ependimal hiicrelerde ML1 reseptor antikorlarinin farkli derecelerde boyandigi goriildii
(Sekil 4.4.). Gruplar karsilastirildiginda, 1. ve 3. gruptaki ML1 reseptor antikorlarinin
immunohistokimyasal boyanma derecesinin, 2. gruba gore anlamli diizeyde daha yogun
oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 4.3.).

1. Grup (KF) 2. Grup (UF) 3. Grup (UF+Mel)

Sekil 4. 4. Immunohistokimyasal ydntemlerle ML1 reseptdr antikoru ile boyanan farkli
gruplardaki ratlarin farkl bliylitmelerdeki goriintiileri (X10, X20, X40).
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VIMENTIN 1. Grup (KF) 2. Grup (UF) 3. Grup (UF+Mel)
1. Rat 2 2 2
2. Rat 3 2 1
3. Rat 3 2 3
4. Rat 3 3 2
5. Rat 2 3 3
6. Rat 2 1 2
7. Rat 2 2 3

Tablo 4.1. Vimentin antikorlariyla boyanan herbir gruptaki ratin histomorfolojik analizine
bagli skorlama degerleri (0-3).

AQUAPORIN 4 1. Grup (KF) 2. Grup (UF) 3. Grup (UF+Mel)
1. Rat 2 2 2
2. Rat 3 1 2
3. Rat 3 2 2
4. Rat 2 2 3
5. Rat 3 1 3
6. Rat 2 1 2
7. Rat 3 2 3

Tablo 4.2. Aquaporin 4 antikorlariyla boyanan herbir gruptaki ratin histomorfolojik
analizine bagl skorlama degerleri (0-3).

ML1 Reseptor 1. Grup (KF) 2. Grup (UF) 3. Grup (UF+Mel)
1. Rat 3 1 2
2. Rat 2 1 3
3. Rat 2 2 3
4. Rat 3 2 3
5. Rat 2 1 2
6. Rat 2 1 2
7. Rat 3 2 3

Tablo 4.3. MLI1 reseptor antikorlariyla boyanan herbir gruptaki ratin histomorfolojik
analizine bagl skorlama degerleri (0-3).
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4. TARTISMA

Sinir sisteminin homeostatik dengesinin nasil saglandigi uzun yillardan beri bilim
adamlarinin tizerinde durdugu bir konudur. Ciinkii SS’nde goriilen beyin 6demi, epilepsi
ve norodejeneratif bozukluklar gibi beyinle ilgili bir¢ok hastaligin ¢ikis noktas1 hep bu
homeostatik dengenin bozulmasindan kaynaklanmistir. Dolayisiyla hastaliklar1 ortaya
ciktiktan sonra degil, daha belirtileri ortaya ¢ikmadan Once Oniine gecebilmek icin bu

dengenin ¢ok iyi anlasilmasi1 gerekmektedir.

Yeni goriintiileme tekniklerinin ve deneysel yaklasimlarin kesfedilmesiyle 6zellikle
son yillarda bu konuda ciddi ilerlemeler yasanmistir. Fakat bu noktada basarinin yolu sinir
sisteminin bir biitliin olarak ele alinip, degerlendirilmesinden ge¢cmektedir. Bunun iginde
sinir sistemini olusturan hiicreler (ndéronlar, nérogliyalar) ve onlarin islevini kontrol eden

molekiiler yap1 ¢ok iyi incelenip, birlikte degerlendirilmelidir.

Calismamizda sinir sisteminde Onemli bir yeri olan ependim hiicreleri ile bu
hiicrelerin bazolateral membranlarinda yer alan AQP4 kanallarmin immiinohistokimyasal

dagilimini, farkli deney gruplarinda nasil degistigini gostermeye calistik.

Ependimal hiicrelerin apikal yilizeyinde silya ve mikrovilluslar bulunurken, bazal
yiizeyinde AQP4 kanallar1 bulunur. Mikrovilluslar BOS emiliminde gorevli iken, siller
BOS’u harekete geciren yapilardir (Ross ve Pawlina 2014). AQP4 kanallarinin ise

ependimal hiicreler tizerindeki islevleri heniiz tam anlamiyla bilinmemektedir.

Daha onceki yillarda yapilan g¢aligmalar ependimal hiicrelerin, BOS ile beyin
parankimi arasinda kiigiik molekiillerin tasinmasinda gorev aldigini ortaya koymaktadir
(Sarnat 1992). Ependim hiicreleri, BOS ile beyin ekstraseliiler sivisi arasinda bir bariyer
olusturmaz ve BOS’taki biitiin degisimler kolaylikla ndéronlarin fonksiyonlarinm
etkileyebilir (Oztas 1992). Ancak bunun nasil oldugu konusunda kapsamli bilgiler mevcut
degildir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarla hem suyun, hem de kiigiik baz1 molekiillerin
gecisine aracilik eden AQP4 kanallarinin ependimal hiicrelerde gosterilmesi bu noktanin

aydinlatilmasinda oldukga dikkat ¢ekicidir.

Yaptigimiz ¢alismada ependimal hiicrelerin bazal ve lateral membranlarinda yogun

AQP4 ekspresyonu oldugunu tespit ettik. Dolayisiyla ependimal hiicreler, apikal
yiizeyindeki mikrovilluslar araciligiyla bir kistm BOS igerigini absorbe edebilir. Bu sayede
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ependimal hiicrelerin apikalinden emilen BOS igerigi, bu hiicrelerin bazalinde yer alan
AQP4 kanallar1 aracilifiyla beyin parankimine gecebilir. Boylece beyin parankiminde
homeostazi saglamak i¢in gerekli olan bir kisim maddeler, ependimal AQP4 kanallar

araciligiyla, BOS’dan alinmis olur.

BOS ile beyin parankimi arasinda gerceklesen madde alis verisi sadece tek yonlii
degil, iki yonlii diistiniilmesi gereken bir konudur. Ciinkii yiiksek aktiviteye sahip beyinde
zaman i¢inde biriken atik (veya toksik) molekiillerin beyin parankiminden hizli bir sekilde
uzaklastirilmasi dnemlidir. Dolayisiyla ependimal AQP4 kanallari, beyinde biriken bu atik
molekiillerin, BOS’a ge¢isine aracilik edebilir. BOS’a gegen bu atik molekiiller daha sonra

araknoid villuslar araciligiyla genel dolasima verilerek, ortamdan uzaklastirilabilir.

Daha onceki yapilan c¢aligmalar ependimal hiicrelerin mikrovilluslar araciligiyla
BOS’dan aldig1 bir takim maddeleri, yapisal ve enzimatik karekteristigi sayesinde
detoksifiye ettigini ortaya koymustur (Del Bigio 1995). Benzer bir mantikla bu hiicreler,
bazaldeki AQP4 kanallar1 araciligi ile beyin parankiminde biriken bazi toksik molekiilleri
alabilir ve bu molekiilleri kendi i¢inde yikip detoksifiye edebilir. Boylece toksik

molekiillerin beyin igerisinde birikimi engellenmis olur.

Yapilan son ¢aligmalar astrosit son ayaklarinin, beyindeki su homeostazinin
stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir. Suyun, kan-beyin bariyerini gectigi
astrosit son ayaklarinda, AQP4 kanallar1 bulunmaktadir. Bu kanallar, beyin 6demi gibi
patolojik durumlarda, beyindeki ozmotik dengeyi yeniden saglamada anahtar rol

oynamaktadir (Papadopoulos ve Verkman 2008).

MSS’nin bazi bolgeleri kan dolagimindaki maddelerden izole edilmemistir. Beynin
ticiincii ve dordiincii ventrikiiller boyunca bulunan bolgelerinde bariyer bulunmamaktadir.
Bu bolgelere beraberce sirkumventrikiiler organlar denmektedir. Sirkumventrikiiler
organlar arasinda pineal bez, mediyan eminens, subfornikal organ, area postrema,
subkommissural organ, lamina terminalisin organum vaskiilozumu ve pitiiter bezin
posteriyor lobu bulunmaktadir. Bariyer icermeyen bu bdlgeler muhtemelen kanda dolasan,
ancak normalde kan-beyin bariyeri tarafindan gegirilmeyen maddeleri 6rnekleyerek bu
maddelerle ilgili bilgiyi MSS’ye aktarmakla gorevlidirler. Sirkumventrikiiler organlar

vicut s1visi homeostazinin diizenlenmesinde ve sinir sisteminin norosekretuar aktivitesinin
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kontroliinde dnemlidirler. Bazi arastirmacilar bu organlar1 merkezi ndrohumoral sistemde

‘beyin pencereleri’ olarak tanimlamaktadirlar (Ross ve Pawlina 2014).

Sirkumventrikiiler organlarin, kan beyin bariyeri igermemesi disinda dikkati ¢eken
baska bir 6zelligi de liclincii ve dordiincii ventrikiilii ¢evreliyor olmasidir. Ciinkii beyin
ventrikiilleri, BOS igeren ve duvart ependimal hiicrelerle doseli yapilardir. Yaptigimiz
calismada ependimal hiicrelerin bazolateral membranlarinda yogun AQP4 kanallar
icerdigini gordiik. Dolayisiyla ependimal hiicreler, ventrikiillerden mikrovilluslar
araciligtyla aldignt BOS igerigini, sahip oldugu AQP4 kanallar1 araciligiyla
sirkumventrikiiler organlara aktarabilir. Sonug¢ olarak sirkumventrikiiler organlarin sadece
kan yoluyla gelen madde igerigi ile degil de, ayn1 zamanda BOS yoluyla gelen maddeler

araciligi ile de sinir sistemindeki birgok aktivitesini gergeklestirdigi soylenebilir.

Birgok canli tiiriinde ifade edilen ve islevlerinin tamami heniiz anlasilamayan
AQP’ler su disinda farkli molekiillere de secgici gecirgenlik gosterir. Bunlardan AQP4
kanallarinin kesfinden bugiline kadar gecen siirede, beyinde hacim, iyon ve sivi
homeostazinin anlasilmasina dair ¢ok dnemli gelismeler yasanmistir. Birgok fizyolojik
islevi olan AQP4’tn, en 1iyi anlasilan gorevi ise MSS’den interstisyel siviy1

uzaklastirmasidir (Nagelhus ve Ottersen 2013).

Gliyal hiicrelerde AQP4 geninin etkisizlestirilmesi postnatal donemde ekstraseliiler
stvinin rezorbsiyonunu geciktirir ve erigskin beyninin normalden daha fazla sivi icerigine
sahip olmasina yol agar (Haj-Yasein ve ark 2011). Bu giincel veriler AQP47 hayvanlarda
goriilen kafa i¢i basincindaki artisin nedenini izah eder (Papadopoulos ve ark 2004).
Perivaskiiler gliyal yapraklardan gegen sivi, periferal lenfatiklere benzer sekilde bir
perikapiller drenaj sistemi olusturarak interstisyel siviy1 uzaklastirir. AQP4” hayvanlarda
intraserebral olarak uygulanan amiloid, peptid ve mannitoliin uzaklastirilmasindaki

gecikme, bu bilgiyi desteklemektedir (Iliff ve ark 2012).

Suyun kan-beyin diizleminde nasil tasindigini anlamak acisindan, AQP4
aracihigiyla gergeklesen tasmnmanin iki yonlii oldugunu bilmek &nemlidir. Intraperitoneal
su enjeksiyonu, suyun beyne dogru gogiinii zorlayan bir ozmotik kuvvet meydana getirir.
Bu kuvvetin etkisiyle suyun ilk 6nce prekapiller astrositlerde biriktigi goriilmiistiir. Bu

hiicreler intraperitoneal distile su enjeksiyonu sonrasinda asikar bigimde sigmislerdir. Elde

57



edilen sonug¢ suyun hiicre icine giriginin perikapiller son ayak yiiziinde yer alan genis
AQP4 havuzu sayesinde gerceklestigi fikrini desteklemektedir (Nase ve ark 2008). Bu
durum beyindeki sivi dengesinin saglanmasinda, perivaskiiler yol boyunca uzanan ve

astrosit son ayaklarinda yer alan AQP4 kanallarinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Beyindeki sivi homeostazinin saglanmasinda AQP4 ile astrosit iliskisi géz ardi
edilemez. Ancak cevaplanmasi gereken bir diger husus diger gliyal hiicreler ile AQP4
kanallar1 arasinda bir iligki olup olmadigidir. Yapilan calismalar AQP4 kanallarinin
astrositler disinda ependimal hiicreler (Gleiser ve ark 2016) ile tanisitlerde (Konuk ve ark
2011) de bulundugunu gostermektedir. Bu durumda BOS ve beyin parankimi arasinda
adeta bir koprii gibi olan ependim hiicreleri ile tanisitlerde AQP4 kanallarinin varligi, bu
hiicrelerin beyindeki sivi dengesinin saglanmasinda ve ihtiya¢ fazlasi molekiillerin

uzaklagtirilmasinda gorev aldigini diisiindiirmektedir.

BOS’un esas islevi etrafinda dolastig1 organlar1 korumak olup; MSS’de degismez
bir iyon derigimi saglamaktir. BOS’un bu gdrevinin yaninda, atik maddeler icin kana bir
gecis yolu olusturdugu da bilinmektedir. BOS ile temas eden ependimal hiicreler,
yiizeylerindeki siliyer hareket sayesinde, beyindeki ekstraseliiler alanla BOS arasinda
metabolitlerin tasginimina da hizmet eder (Ovalle ve Nahirney 2009). Dolayisiyla
ependimal hiicrelerde bulunan AQP4 kanallar1 atik maddelerin hiicre icerisine alinmasina,

siliyer hareketler ise bu maddelerin BOS’a dogru tasinmasina aracilik edebilir.

Yakin zamanda astrositler ile AQP4 iligkisini inceleyen bir¢ok ¢alisma yapilmustir.
Biz de caligmamizda ependimal hiicrelerdeki AQP4 kanallarinin, farkli fotoperiyodik
kosullarda ve disardan melatonin alindiginda nasil degiskenlik  gdsterdigini
immunohistokimyasal olarak inceledik. Bunun i¢in gruplari; KF (kisa fotoperiyod), UF

(uzun fotoperiyod) ve UF + melatonin (4 mg/kg/giin) olmak {izere 3’¢ ayirdik.

Suda kismen ve lipidlerde yiiksek oranda ¢6ziinen melatonin dolagima verildiginde,
hiicrelere kolayca girmektedir. Bu hormonun ML1 ve ML2 olmak {izere 2 reseptorii vardir
ve bunlardan MLI1 reseptorii agirlikli olarak ndronal yerlesim gosterir. Yaptigimiz
calismada KF’a maruz kalan grup ile UF + melatonin verilen grubun ependimal
hiicrelerinde daha yogun bir ML1 reseptor ekspresyonu oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni

gruplardan birinin KF’a yani karanlik ortama daha ¢ok maruz kalmasi olabilir. Ciinkii
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melatonin esas olarak karanlikta salgilanan bir hormondur. Diger grupta ise UF’a (daha
cok 151kl ortam) ragmen, disardan verilen melatonin hormonu bu durumu agiklayabilir.
Sadece UF’a maruz kalan grupta ise muhtemelen 1s18in melatonin salimimimi daha uzun

siire baskilayici etkisinden dolayi, ML1 reseptor ekspresyonu daha zayif bulunmustur.

Uyku, sirkadyen ritim ve norolojik birgok diizenleyici islevi olan MLI1
reseptorlerinin bu iki grupta (KF, UF + melatonin) yogun eksprese olmasi dikkat ¢ekicidir.
Cinkii yaptigimiz c¢aligmada ayni durum AQP4 ekspresyonu igin de gecerlidir.
Calismamizda ayn1 ML1 reseptor antikorlarinda oldugu gibi, AQP4 ekspresyonunun da bu
iki grupta (KF, UF + melatonin) daha yogun eksprese oldugunu gézlemledik.

Dolayisiyla hem ML1 reseptor ekspresyonunun, hem de AQP4 kanal
ekspresyonunun iki grupta (KF, UF + melatonin) daha yogun eksprese olmasi, melatonin
hormonunun AQP4 kanal ekspresyonu iizerinde olumlu etkileri olabilecegini
diisindirmektedir. Eger bu iliski gelecekte tam olarak ortaya konabilirse, bu hipotezden
bilim diinyasina ¢ok onemli mesajlar ¢ikartilabilir. Clinkii AQP4 kanallarinin bilinen en
onemli etkilerinden biri, beyin interstisyel sivisinda biriken atik molekiillerin
temizlenmesine aracilik etmesidir. Bu etki norodejeneratif hastaliklarin (6rn. Alzheimer
hastaligl) oniline gecilebilmesi agisindan ¢ok degerlidir. Melatonin hormonunun, AQP4
kanal ekspresyonunu arttirict etkisi ispatlanirsa, bu durum nérodejeneratif bozukluklarin

onlenebilmesi adina umut 15181 olabilir.

Gece vardiyasinda calisan isgiler ile yogun bakim sartlarinda stirekli aydinlik
ortamda tutulan hastalara bakildiginda, bu insanlarin karanligin melatonin salgilayici
etkisinden yeteri kadar faydalanamadigi sdylenebilir. Dolayisiyla melatonin yetersizliginin
AQP4 kanallar {izerindeki olumsuz etkilerine bagl olarak birtakim nérolojik hastaliklar

ortaya cikabilir.

Ozellikle ileri yaslar, norodejeneratif hastaliklar i¢in risk grubudur. Yapilan
calismalar ileri yaslarda melatonin saliniminin azaldigini gostermistir (Mollaoglu ve
Ozgiiner 2005). Dolayisiyla risk grubu olan ileri yas hastalara disardan melatonin vermek,
bu hastaligin ilerleyisini durdurabilir. Bunun i¢cinde melatonin hormonu ile AQP4 kanal

iliskisini inceleyen daha kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi gereklidir.
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Yaslanmayla birlikte organizmada goriilen en Onemli sorunlardan bazilari,
viicuttaki antioksidan kapasitenin azalmasi ve biriken serbest radikallerin olusturdugu
hasarlardir. Melatonin hormonu, SS basta olmak {izere viicudun antioksidan kapasitesini
artirarak ve serbest radikalleri bulundugu ortamdan stipiirerek bu durumu yavaslatmaktadir

(Reiter ve ark 2008).

Yaptigimiz c¢alismada ozellikle iki grupta (KF, UF + melatonin), melatonin
seviyesini daha yiiksek tutmayr amagcladik. Netice de bu iki grupta MLI1 reseptor
ekspresyonunun daha yogun oldugunu gézlemledik. Melatonin seviyesi daha yiiksek olan
gruplar, AQP4 kanallarinin islevselligini artirict bir rol dstlenebilir. Bunun nedeni
melatonin sayesinde serbest radikallerin ortamdan daha iyi temizlenmesi ve bdylece
temizlenen serbest radikallerin AQP4 kanallar1 tizerindeki olas1 zararli etkilerinin

Onlenmesi olabilir.

Melatoninin 6nemli bir islevi de 6zellikle SS’deki hiicrelerde antiapoptotik etkisidir
(Sener 2010). Bu durum ileri yaslarda belli lokalizasyonlarda (6rn. lateral ventrikiil) sayica
azalan ependimal hiicrelerin (Del Bigio 2010) varligin1 devam ettirmesi agisindan anlaml
olabilir. Bu sayede ependimal AQP4 kanallar1 da islevini daha uzun siire ve genis

lokalizasyonlarda siirdiirebilir.

Melatoninin diger bir 6nemli etkisi de kan beyin bariyerini korumasidir. Bdylece
kandan, beyne gecebilecek zararli molekiiller daha siki sekilde kontrol edilmis olur. Bu
durum, kan beyin bariyerindeki kontrollii gegiste dnemli bir yeri olan AQP4 kanallarinin
isini kolaylagtirir. Biitiin bu bilgileri toparlarsak, melatoninin direk veya dolayli olarak

AQP4’iin isleyisine katkida bulunan 6nemli bir diizenleyici hormon oldugu séylenebilir.

Pineal bez, noronal kokenli oldugundan yenilenme kabiliyeti diisiiktiir. Pineal
hiicrelerin sayis1 genetik olarak dnceden belirlenmistir ve pinealositler haraplandigi zaman
postnatal donemde genellikle yenilenemezler. Bu nedenle organizma yas¢a ilerledikce
pineal hiicreler kaybolarak sonunda pineal yetmezlik durumu olusur. Ayrica yaslanma
siirecinde pineal bezde diizenli dejeneratif olmayan kalsifikasyon goriilmektedir. Geng
sicanlarin pineal bezleri daha yaslh hayvanlara nakledilince yaslanma siireci bastirilmis ve
yasam siiresi uzatilmistir. Siganlarda melatonin agonisti olan siproheptadin alimin takiben

hayatta kalma siiresi artirtlmistir. Ayrica siganlara melatonin sentezini uyaran epitalamin
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verildiginde de hayat siiresi artirilmistir (Mollaoglu ve Ozgiiner 2005). Biitiin bu bilgiler

birgok norolojik hastaligin tedavisinde, melatonin kullanimini1 6nemli hale getirebilir.

Melatonin, farmakolojik dozlarda hayvanlarda tim yasam siiresince, insanlarda ise
uzun periyodlarla kullaniminin toksik bir etki yapmadigi bilinmektedir (Wang 2009). Bu

durum hormonun canlilarda giivenle kullanilabilecegini desteklemektedir.

Giliniimlizde serbest radikallerin kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve
norodejeneratif bozukluklar basta olmak iizere ¢esitli patolojiler ile yaslanmadaki rollerinin
gosterilmesi, antioksidan kullanimini giindeme getirmis ve bu konuda yapilan ¢aligmalar
giderek ivme kazanmistir. Melatonin diger bir¢cok antioksidan ile kiyaslandiginda, gerek
gliclii serbest radikal stipiiriicti etkisi, gerek antioksidan enzim aktivitelerini artirict 6zelligi
ile gilincelligini korumaktadir. Ancak melatoninin klinikte kullanima girmesi i¢in yeni

caligsmalara ihtiya¢ vardir.

AQP4 segici bir su tasiyicisidir ve su kotransportunda gorev alan membran
molekiillerinin basinda gelir. AQP4’iin baskin rolii ile beyindeki diger aquaporinlerden
(AQP1, AQP9 ve AQP11) ayrilmasi, bu aquaporinin MSS’deki hacim konroliinii tek
basina sagladigi fikrini dogurmamalidir. Dolayisiyla beyin hacminin homeostazinda, su
tasinmasi1 gorevinde rol oynayan biitiin molekiilleri ve kompartmanlart hesaba katan bir
matematiksel modelin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Bu durumun gerceklesmesi kolay
degildir. Yeni nesil in vivo lazer tarama mikroskobunun kullanilmasiyla bir kismi
coziilebilecek olmasina karsin ¢okca metodolojik sorun bulunmaktadir. Giiniimiizde beyin
O0demi (sitotoksik) gibi norolojik hastaliklarda, gliyal hiicrelerde (ependim ve astrosit)
bulunan AQP4 kanallarmin su transportu islevini engelleyecek ilaglarin gelistirilmesi
noktasinda ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Matematiksel modellerin miimkiin kilinmasi,

gelecekte kullanilacak bu tiir ilaglarin giivenilirligi agisindan bir gereklilik olacaktir.

Subaraknoid BOS, oncelikle beyin parankimindeki periarteriyel aralia geger.
Arteryel pulsasyon dalgalariin olusturdugu kuvvetle, BOS beyin interstisyumuna gecer ve
burada interstisyel siv1 ile karisir. BOS, beyin parankimindeki interstisyel sivida yer alan
ekstraseliiler proteinleri alarak, paravendz araliga gecis yapar. Bu gecise serebral damarlari
cevreleyen ve astrosit son ayaklarinda eksprese olan AQP4 kanallar1 aracilik eder. Bu yolla

interstisyel sivida ¢oziinen bircok madde beyin parankiminden uzaklastirilmis olur.
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Boylece beyin parankimi temizlenir. AQP4 geni hasarlanmig farelerde ekstraseliiler
araligin  genislemis olmasi bu bilgiyi destekler. Ciinkii beyin parankiminden
temizlenemeyen ekstraseliiler proteinlerin zamanla birikerek, ekstraselliiler aralik hacmini

genislettigi sdylenebilir (Yao ve ark 2008).

AQP4 icermeyen farelerde yapilan c¢alismalarda, beyin interstisyel sivisindaki
¢oziinen maddelerin temizlenememesine bagli olarak, nérotoksik molekiillerin biriktigi ve
norodejeneratif hastaliklara yol actig1 goriilmiistiir. Buna 6rnek olarak  amiloid klirensinin
paravendz olarak gergeklesmemesine bagli olarak, interstisyumda birikmesi ve Alzheimer
hastaligina progresyonu verilebilir (Weller ve ark 2008). Boyle durumlarda astrositlerle
beraber, ependim hiicrelerinde de AQP4 ekspresyonunun diizenlenmesi, 3 amiloid basta
olmak tizere norotoksik maddelerin birikmesinin oniine gegebilir. Bu sayede B amiloid ile
birlikte diger ndrotoksik maddelerin sistemik dolasima katilimiyla, Alzheimer hastalig

basta olmak iizere, pek ¢cok nérodejeneratif hastaligin gelisimi dnlenebilir.

Basit difilizyon yoluyla beyin parankiminden, en yakindaki BOS kompartmanina
molekiillerin gegisi yeterli degildir. Ozellikle molekiillerin boyutu arttikga, bu gegisin
siiresi de uzamaktadir (Groothuis ve ark 2007). Ornegin iirenin difiizyon yoluyla beyin
icinde 1 cm yayilmasi i¢in 5,4 saat gerekirken; albiiminin 1 cm yayilmasi i¢in 109 saat
gereklidir (Cserr 1971). Bu verilere bakilarak, beyindeki klirens agisindan difiizyonun
efektif olmadigi soylenebilir. Dolayisiyla beyin fonksiyonlarinin korunmas: ve
homeostazin saglanmasinda, AQP4 kanal araciligiyla gerceklesen parankimal klirensin,

difiizyona gore ¢cok daha dnemli oldugu sdylenebilir.

Calismamizda ependimal hiicrelerin membranlarinda AQP4 ekspresyonu, 6zellikle
KF ile UF + melatonin gruplarinda, daha yogun olarak goriilmiistiir. Bu durum difiizyona
ihtiya¢ birakmadan beyin parankimindeki ekstraseliiler proteinlerin, BOS’a olan gegisini

hizlandirabilir. Boylece ndrotoksik maddelerin beyindeki birikimi dnlenebilir.

Yapilan caligmalar, beyin parankimine gecen BOS’un, paravaskiiler alanlar
arasinda, beyin interstisyel sivisi ile madde aligverisi yapan "lenfatik" bir islevi oldugunu
ortaya koymustur. Ratlarda yapilan bir ¢alisma, beyin interstisyumuna enjekte edilen
isaretlenmis maddeden %70 kadarinin paravendz BOS'a gectigini gostermistir. Paravenz

yollardan Ozellikle, internal serebral venler ile kaudal serebral venleri ¢evreleyen yollar,
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isaretlenmis maddenin klirensini saglayan temel yolaklar1 olusturur. Dolayistyla farkli iki
kompartman arasinda gerceklesen klirens, periarteriyal araliklardan ziyade, paravendz

araliklarda etkin bir sekilde gergeklesmektedir (Carare ve ark 2008).

Bu noktada cevaplanmasi gereken onemli bir soru su olmalidir: Eger beyin
parankiminde biriken ekstraselliiler proteinlerin yaklasik %70 kadar1 bu yolla
temizleniyorsa, geriye kalan proteinlerin de temizlenmesi agisindan ekstra yolaklar olabilir
mi? Ya da beyin parankiminde gerg¢eklesen bu temizlenmede tek aktor bahsedildigi gibi

astrositik AQP4 kanallar1 ile mi sinirlidir?

Yaptigimiz calismada BOS ile beyin parankimi arasinda adeta bir koprii gibi olan
ependimal hiicrelerde de (6zellikle KF ile UF + melatonin gruplar1) AQP4 kanallarina
yogun olarak rastlandi. Bu durum ependimal hiicrelerin de, AQP4 kanallar1 aracilifiyla,
ozellikle ventrikiillere yakin olan parankimal bolgelerden, ekstraselliiler proteinlerin

klirensini artirarak beyinden temizlenmesine yardimci oldugunu diisiindiirmektedir.

Beyinde zaman iginde biriken atik molekiilleri temizleyen herhangi bir lenfatik
damar sistemi bulunmaz. Bunun yerine astrositler ile AQP4 kanallarinin gorev aldigi ve
glimfatik sistem adi verilen bir yolla ekstraseliiler molekiiller beyin parankiminden
temizlenir. Yapilan caligmalarda uyku sirasindaki glimfatik sistem etkinliginin, uyanik
olunan zaman dilimine gore ¢ok daha iyi oldugu bulunmustur. Uyku sirasinda beyin
parankimine gecen BOS ile beyin interstisyel sivisinin daha efektif karismasi ve bu sayede

interstisyel sividaki maddelerin BOS’a daha kolay ge¢isi bu durumun nedenini agiklar.

Yapilan ¢aligmalarda melatonin hormonunun kalp damar sistemi iizerindeki etkileri
ortaya cikarilmistir. Bu etkilerden biri de melatoninin serebral arterler {iizerinde
vazokonstriksiyona neden olmasidir (Sewerynek 2002). Melatoninin serebral damarlar
tizerindeki bu etkisi, dolayli olarak perivaskiiler araligin genislemesine yol acgabilir.
Perivaskiiler araligin genislemesiyle, interstisyel sivi ile karisan BOS daha yogun bir
sekilde bu aralia alinabilir. Bu durum interstisyel sivida yer alan atik molekiillerin beyin
parankiminden daha ¢ok uzaklastirilmasi anlamina gelir. Dolayisiyla melatonin hormonu,
daha ¢ok interstisyel molekiiliin paravendz aralifa gecisini saglayarak, glimfatik sistem

isleyisine katkida bulunabilir.
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Yaptigimiz calismada KF’a maruz kalan grup ile UF+Melatonin verilen grupta,
MLI1 reseptor ekspresyonu, UF’a maruz kalan gruba gore daha yiiksektir. Sonucta
melatonin karanlikta salgilanan ve uyku kalitesini arttiran en 6énemli hormondur. Uyku ise
diizenli ve kaliteli olmasi nisbetinde beyinde onarici bir etki gosterir (Saper ve ark 2010).
Uykunun, beyin iizerinde onarici ve glimfatik sistem etkinligini artiric1 olmasini saglayan
mekanizmalardan biri de, AQP4 kanallarinin ekspresyonunu indiiklemesinden
kaynaklanabilir. Benzer bir mantikla uyku bozuklugu da AQP4 kanal ekspresyonu
iizerinde inhibe edici bir stres faktdrii olabilir. Ornegin uyku bozuklugu yasayan hastalarda
norodejeneratif hastaliklar daha sik goriiliir. Bu hastaliklarda (6rn. Alzheimer hastaligl) ise
AQP4 kanal ekspresyonunda ciddi azalmalar goriilmistiir (Iliff ve ark 2012). Dolayisiyla
melatonin ve uyku iliskisi bir biitiin olarak, AQP4 kanal ekspresyonu lizerinden, glimfatik
sistem etkinligini veya norodejeneratif hastaliklarin prognozunu etkileyebilir. Yaptigimiz
calismada KF ve UF + melatonin grubunda AQP4 kanal ekspresyonu yiiksek iken; UF
grubunda AQP4 kanal ekspresyonunun zayif olmasi bu bilgiyi destekler.

Yapilan calismalar ubikuitinlerin (Ub), AQP yar1 Omriinii diizenledigini
gostermistir. Hedef proteinler ubikuitinlenerek, proteozomlarca yikilir. AQP’lerin de
ubikuitinlendigi ve proteozomlarca yikildigi gosterilmistir. Stres faktorleri ise ubikuitin
sentezini arttiran 6nemli bir etkendir (Jessica Chen ve ark 2008). Yaptigimiz ¢alismada
UF’a maruz kalan grupta, diger gruplara gore daha zayif AQP4 ekspresyonu oldugunu
gozlemledik. Dolayisiyla dort hafta boyunca uzun siire 1518a maruz kalinmasi, ratlar
tizerinde stres faktorii olusturabilir. Buna bagli olarak da artan ubikuitin sentezi, AQP4

kanal ekspresyonu iizerinde inhibe edici bir rol iistlenebilir.

Serebral ventrikiilleri doseyen ependimal hiicrelerin, progenitor hiicreler oldugu
diisiiniilmektedir. Lateral ventrikiilleri doseyen ependimal hiicreler iizerinde yapilan bir
caligmada, bu hiicrelerin vimentin eksprese ettigi gosterilmistir (Kirik ve Korzhevskii
2013). Bizde ¢alismamizda yer alan her ti¢ deney grubundaki ratlarin 3. ventrikiillerinde,
vimentin antikorlarin1 immunohistokimyasal yontemlerle boyadik. Sonucta 6nceki yapilan
calismalar1 destekler sekilde, burada yer alan ependimal hiicrelerin yogun bir vimentin
ekspresyonu gosterdigini gozlemledik. Ayrica gruplar arasinda vimentin ekspresyonu

acisindan herhangi bir anlamli farklilik bulunmamaktadir.
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Hem calismamizda, hem de yapilan benzer ¢alismalarda, ventrikiillere yakin bazi
bolgelerde vimentin pozitif bir takim hiicreler goriilmiistiir. Bu hiicreler hem sekil
itibariyle, hem de vimentin igermesi yoOniiyle ependim hiicrelerine benzedigi igin, bu

hiicrelerin ektopik ependimositler oldugu diisiiniilmektedir (Danilov ve ark 2012).

Vimentin ve nestin, proteinlerin ara filaman (ing. intermediate filament) ailesinin
bir iiyesi olup, noral kdk ve progenitor hiicrelerinde (NSPC), hiicre iskeletinin bilesenlerini
olusturur (Korzhevskii ve ark 2007, Danilov ve ark 2012). Vimentin, astrositlerin
prekiirsorii oldugu diisiiniilen radiyal gliya hiicreleri ile diferansiyasyon asamasindaki bir
takim sinir hiicrelerinde tespit edilmistir (Sukhikh ve Malaitsev 2001). Gegmis dénemde
yapilan caligmalar noérogenezin belli bolgelerde tiim yasam boyunca devam ettigini
gostermektedir. Bu bolgelerdeki olasi progenitor hiicrelerin, SVZ’daki bazi hiicre tipleri
(Alvarez-Buylla ve ark 2008) ile ependimal hiicrelerden (Carlen ve ark 2009)
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. NSPC hiicrelerinin en 6nemli bilesenlerinden biri olan
vimentinin, ayni1 zamanda ependim hiicrelerinde de yogun bir sekilde bulunmasi bu bilgiyi
destekler. Bu bilginin yaninda ependim hiicreleriyle ilgili elde edilen son veriler, bu
hiicrelerin SVZ’de yer alan kok hiicreler igin, 6zel bir mikroortam sagladigini da

diistindiirmektedir (Kirik ve Korzhevskii 2013).

Yaptigimiz ¢aligmada bazi ependimal hiicrelerin bazal yiiziinden beyin
parankimine dogru wuzanan uzantilara sahip oldugunu ve bu hiicrelerin bazal
membranlarinin AQP4 kanallarin1 eksprese ettigini gozlemledik. Daha Onceki yapilan
caligmalarda baz1 ependim hiicrelerinin, tanisitlerle benzer sekilde, kan damarlarina dogru
uzanan uzantilara sahip oldugu goriilmiistiir (Bolborea ve ark 2011, Kirik ve Korzhevskii
2013). Bu uzantilarin bazilar1 ayni zamanda perivaskiiler gliyal membranlarin yapisini
olusturmaktadir (Kirik ve Korzhevskii 2013). Perivaskiiler astrosit son ayaklarinda yer alan
AQP4 kanallariin, glimfatik sistemin isleyisindeki rolii bilinmektedir. Dolayisiyla bazi
ependimal hiicrelerin, uzantilariyla perivaskiiler membran yapisina katilmas: ve AQP4
kanallarina sahip olmasi, bu hiicrelerinde astrositlerle birlikte glimfatik sistemde rol

aldigim diistindiirmektedir.

Ependimal hiicreler arasinda yer alan ve uzantilariyla beyin parankiminin
derinliklerine kadar uzanan tanisit hiicreleri de vardir. Ozellesmis ependimal hiicreler
oldugu diisiiniilen tanisit hiicrelerinin de, AQP4 kanallarin1 eksprese ettigi yapilan
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caligmalarla gosterilmistir (Konuk ve ark 2011). Yaptigimiz ¢alismada ependimal hiicreler
vimentin ile boyandi ve bazi ependimal hiicrelerin bazal yiizeyinden, beyin parankimine
dogru uzanan uzantilar gorildii. Bu uzantilarin varlig tanisit hiicrelerini animsatmakla
birlikte kesin tan1 koymak dogru degildir. Ciinkii tanisitlerin kesin tesbitini yapabilmek i¢in
sadece vimentin degil, bagka ara filamanlarinda isin i¢ine dahil edildigi daha kapsamli ve

karsilagtirilmali immiinohistokimyasal analizlere ihtiyag vardir (Gilyarov ve ark 2009).

Ozetle, beyin parankiminde biriken ekstraselliiler proteinlerin, sadece astrositik
AQP4 kanallarinin kolaylastirdig1 bir yolla degil de, ayn1 zamanda ependim hiicreleri ile
tanisitlerin de katki sagladigi daha kompleks bir yolla beyinden temizlendigi s6ylenebilir.

Biitiin bu verilen bilgiler ile yaptigimiz ¢alismadan elde ettigimiz bulgular 1s18inda,
ependimal hiicrelerin sinir sistemi iizerindeki isleyisi ve glimfatik sisteme olan katkisi
sOyle ozetlenebilir: BOS’da yer alan bir kistm maddeler (kirmizi simge) mikrovilluslar
araciligiyla ependim hiicrelerinin igerisine alindiktan sonra, AQP4 kanali yoluyla beyin
parankimine aktarilir. Bu sayede beyin dokusu ihtiyact olan maddeleri, BOS’dan almis
olur. Beyin parankiminde zaman i¢inde biriken ihtiya¢ fazlasi interstisyel maddeler
(turuncu simge), AQP4 kanallar1 araciligiyla BOS’a gecerek, beyinden uzaklastirilir.
Ependimal AQP4 kanallar1 bu 6zelligiyle glimfatik sistemin isleyisine katki saglayabilir
(Sekil 4.1.). Calismamizdandan elde edilen bulgular, KF ile UF + melatonine maruz kalan
gruplarda ependimal AQP4 etkinliginin, UF’a maruz kalan gruba goére daha etkin

olabilecegini desteklemektedir.

Ependimal AQP4 Kanallarinin islevyisi

Ependim

Beyin parankimi AQP4
) - / hacresi
/

_ AA
Kapll{‘er A Simgeler
A BOS’daki
maddeler
Tanisit " AQPS
= - (3. Ventrikiil) interstisyel
== - <=
p— == maddeler

sonlanmasu

Sekil 4. 1. Ependimal AQP4 kanallarinin isleyisi.
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5.SONUC VE ONERILER

Sinir sisteminde lenfatik sistem bulunmaz. Buna karsin beyinde zaman iginde
biriken atik molekiillerin yaklasik %70 kadar1 astrositik AQP4 kanallarinin gérev aldigi
glimfatik sistem aracilifiyla temizlenir. Bizde calismamizda geriye kalan %30’luk
kisimda, ependimal AQP4 kanallar1 ile melatonin hormonunun bir roliiniin olup

olmadigini, farkli fotoperiyod sartlarinda ve melatonin aliminda gostermeyi amagladik.

Yaptigimiz ¢aligmada AQP4 kanali ile ML1 reseptor ekspresyonunun, KF ve UF +
melatonin grubunda daha yiiksek iken; UF grubunda diger iki gruba gore daha diisiik
oldugunu gordik. Bu wveriler bize, sinir sisteminde diizenleyici bir hormon olan
melatoninin, AQP4 ekspresyonu ve isleyisi iizerinde direk veya indirek yollarla olumlu

etkileri oldugunu diisiindiirmektedir.

Ortaya ¢ikan sonuglarin ne gibi etkileri oldugunu tam olarak ispatlayabilmek i¢in,
sadece immunohistokimyasal degil, ayn1 zamanda goriintiileme teknikleri ve biyokimyasal
verilerin de oldugu daha kapsamli calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Yapilacak
multidisipliner ¢alismalar ile, AQP4 ve melatonin arasindaki pozitif iliski agiga cikarilirsa,
bu durum noérodejeneratif bozukluklarin 6nlenebilmesi adina bilim diinyasina ¢ok biiyiik

katkilar saglayacaktir.
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