T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ISKEMi VE REPERFUZYON SONRASI ERKEN
DONEMDE KAN BEYIN BARIYERININ
ZEDELENMESINDE NIiTRATIF VE OKSIDATIF
MEKANIZMALARIN FAREDE KRANIAL PENCERE VE
ZOLE RETINA MODELLERINDE INCELENMESI

Dr. Atay VURAL

Temel Norolojik Bilimler (Neuroscience) Programi
DOKTORA TEZi

ANKARA
2010



T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ISKEMI VE REPERFUZYON SONRASI ERKEN
DONEMDE KAN BEYIN BARIYERININ
ZEDELENMESINDE NITRATIF VE OKSIDATIF
MEKANIZMALARIN FAREDE KRANIAL PENCERE VE
[ZOLE RETINA MODELLERINDE INCELENMESI

Dr. Atay VURAL

Temel Norolojik Bilimler (Neuroscience) Programi
DOKTORA TEZI

TEZ DANISMANI

Dog. Dr. Yasemin GURSOY OZDEMIR

ANKARA
2010



iii
Saglik Bilimleri Enstitist Mudurligi’ne:

Bu ¢aligma jurimiz tarafindan Temel Nérolojik Bilimler (Neuroscience)

Programinda Doktora Tezi olarak kabul edilmigstir.

Juri Baskani: Prof. Dr. Turgay Dalkara

Hacettepe Universitesi

Danigman: Dog. Dr. Yasemin Giirsoy-Ozdemir

Hacettepe Universitesi

Uye: Prof. Dr. Emin Riisti Onur
Hacettepe Universitesi

Uye: Prof. Dr. Alp Can

Ankara Universitesi

Uye: Dog. Dr. Esen Saka Topguoglu

Hacettepe Universitesi

ONAY:
Bu tez, Saglik Bilimleri Enstitist Y&netim Kurulu'nca belirlenen yukaridaki juri

tyeleri tarafindan uygun gérilmus ve Enstitd Yénetim Kurulu karariyla kabul

{eadouster

Prof. Dr. Hakan Orer

Enstiti Mudari

edilmistir.



TESEKKUR

Tez danigmani olmanin Otesinde oOgrencisi olan bizlere noérobilim
sevgisini bulastiran ve zengin bir bilimsel dusince ve uygulama alani
hazirlamis olan ayrica Tip-Bilim Doktoru Batunlesik Programinin (MD-PhD)
kurulmasinda buylk emek sarf eden kisilerden birisi olarak geng¢ yasta
bilimsel egitim almamizi olanakl kilan ve de bu tezin her agsamasinda yol
gostericilik yapan sayin Prof. Dr. Turgay Dalkara’ya,

ilk doktora o6grencisi olmaktan blyik gurur duydugum ve tez
danigsmanim oldugu igin kendimi ¢ok sansli saydigim, gerek bilimsel gerekse
kisisel kimligiyle ornek aldigim, tez ¢calismamin her agsamasinda bana ¢ok
sey ogreten ve her zaman buyuk bir 6zveriyle yardimci olan sayin Dog. Dr.
Yasemin Giirsoy Ozdemir'e,

MD-PhD programinin Hacettepe Universitesinde baslatiimasinda ve
sure¢ icinde karsilagtigimiz butun sikintilarin  giderilmesinde buyuk bir
samimiyetle, Ozveriyle ve sevkle calisarak bize geng¢ yasta bilim egitimi
alabilmenin yolunu acan butliin hocalarima, 6zellikle de hi¢bir zaman yakin
ilgilerini eksik etmeyen sayin Prof. Dr. iskender Sayek’e, Prof. Dr. Hakan
Sedat Orer’e ve Dog. Dr. Alev Ozon’e,

Bu tezin onemli bir kismini olusturan goruntuleme teknikleri
konusundaki egitimime buylk katkisi olan sayin Prof. Dr. Alp Can’a,

Bilgi ve birikimini ndrobilim programina girdigim ilk gunlerden itibaren
benimle paylasan sayin Yrd. Dog. Dr. Miige Yemisci Ozkan’a, laboratuvarini
her ihtiyacim oldugunda acarak candan ilgisini esirgemeyen Dr. Ebru
Bodur’a,

Birlikte calismaktan hep blyuk keyif duydugum, kendilerinden ¢ok sey
ogrendigim ve yardimlarina sik sik basvurdugum arkadaglarim Dr. Hilya
Karatas Kursun, Uzm. Sevda Lule, Dr. Emine Eren Kogak’a ve teknisyen
Mesut Firat'a, peroksinitrit galismalarinda yardim eden Dr. $Sahin Khaniyev'e
ve her ihtiyagc duydugumda yardimci olan Farmakoloji boélimuindeki batin
hocalarima ve arkadaslarima,

Son olarak bana her zaman sinirsiz destek veren sevgili aileme, en
icten tesekkurlerimi sunarim.

Bu c¢alismanin yapilabilmesinde verdikleri proje destedi nedeniyle
Hacettepe Universitesi Arastirma Fonu Baskanligi'na ve Beyin Aragtirmalari
Dernegi'ne, ayrica yurt ici doktora burs programiyla destegini sunan
TUBITAK’a tesekkiir ederim.



OZET

Vural, A. iskemi ve reperfiizyon sonrasi erken dénemde kan beyin
bariyerinin zedelenmesinde nitratif ve oksidatif mekanizmalarin farede
kranial pencere ve izole retina modellerinde incelenmesi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Temel Norolojik Bilimler
(Neuroscience) Programi Doktora Tezi, Ankara, 2010. iskemi/reperfiizyon
sirasinda, norovaskuler Unitede meydana gelen degisiklikler
mikrosirktlasyonun bozulmasina ve enfarkt alaninin penumbraya dogru
genislemesine sebep olmaktadir. Trombolitik ve ndéroprotektif ajanlar bu
durumu dizeltmekte yetersiz kalmaktadir. Onceki calismalarda ex vivo
histolojik ~ yontemlerle  iskemi/reperfizyon sonrasi  mikrodamarlarda
bogumlanmalar olustugu ve bogumlanmalarin arasinda eritrositlerin
hapsoldugu gdsterilmis, peroksinitritin (oksidatif ve nitratif strese yol acan bir
radikal) bu bodumlanmalarin olusumunda roli oldugu saptanmis ve bu
bogumlanmalarin perisitlerin kasiimasina bagli olabilecegi onerilmisti. Bu tez
calismasinda ilk olarak dnceki bulgularin in situ test edilmesi amaciyla iskemi
sirasinda ve sonrasinda mikrodolasimda meydana gelen degisikliklerin ve ek
olarak bu degisikliklerin peroksinitritle olan iligkisinin intravital gérintileme
yontemleriyle incelenmesi hedeflendi. Daha sonra perisitlerin  bu
degisikliklerde oynadiklari rolin direkt gbzlenmesi amaciyla retina
mikrodamarlari izole edilerek, OGD ve peroksinitrit uygulanmasina cevaplari
mikroskop altinda incelendi. Son olarak, peroksinitritin kan beyin bariyeri
hasarinda roli olan MMP-2 ve 9 uzerindeki etkisi zimografi yontemiyle
calisildi. intravital gériintileme igin kraniyal pencere agildiktan sonra farelere
FITC-Dekstran verildi ve orta serebral arter tikanmasi gergeklestirildi.
Fluoresan gortintilerde 2 saat iskemi sonunda mikrodamarlarin %56+3’tnde,
takip eden 2 saat reperfiizyonun sonunda ise %62+3’Unde kesintiler tespit
edildi (n=3). Bu kesintilerin igcinde eritrositlerin hapsoldugu saptandi.
Reperfizyondan oOnce verilen PBN (serbest radikal temizleyicisi)
bogumlanmis damar oranini anlamli derecede azaltarak %30x4’e dusurdu
(n=3). Topikal peroksinitrit uygulanmasi, mikrodamarlarin %54+4’inde (n=3)
segmental darliklara yol acarken ebselen (peroksinitrit temizleyici molekiil)
verilen grupta bu oran %28+3’e (n=3) distii. izole retina mikrodamarlarinda
perisitterin  OGD‘ye cevaben kasilarak komsu damar c¢apini bazalin
%62+4’une indirdikleri gozlendi (n=9). Reoksijenizasyon sivisina gecilmesi ile
bu oran degismezken (%6119, n=3) reoksijenizasyon sivisina PBN eklenen
grupta dizelme (%87+4) saptandi (n=5). Zimografi ¢alismasinin ilk bulgulari
disuk konsantrasyonlardaki peroksinitritin (1-10 uM) MMP-9 aktivasyonuna
yol acabilecegine isaret etmektedir. Bu bulgular iskemi ve reperfizyonun
patofizyolojisinde peroksinitrit aracili perisit disfonksiyonunun ve buna bagh
mikrodolagsim bozuklugunun rolu olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikrodolagim, intravital goéruntileme, peroksinitrit,
perisit, retina mikrodamar izolasyonu, MMP, zimografi

Bu calisma HUAF ve Beyin Arastirmalari Dernegi (BAD) tarafindan
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ABSTRACT

Vural, A. Effects of nitrative/oxidative stress mechanisms on early
blood brain barrier injury after ischemia/reperfusion studied by cranial
window and isolated retina models. Hacettepe University, Institute of
Health Sciences PhD Thesis in Basic Neurological Sciences
(Neuroscience), Ankara, 2010. Ischemia/reperfusion may disrupt
microcirculation and promote progression of the infarct to the penumbra.
Although there are strategies for opening of occluded artery via thrombolytic
agents and protection of cell death with neuroprotective agents, they are yet
inadequate in clinical trials. Previously, microvascular constriction after
ischemia/reperfusion was demonstrated ex vivo in histological sections
through increased peroxynitrite (an oxidative and nitrative radical) production.
Pericytes may actively contract and cause these constrictions. First aim of
this thesis is to test mentioned findings about vascular constriction and the
role of pericytes in these constrictions in situ (live animal model) by
investigating microcirculatory changes during and after 2 hours of
ischemia/reperfusion and after topical application of peroxynitrite with help of
intravital microscopy. Second aim is to directly observe changes in pericytes
after OGD or peroxynitrite application in isolated retinal microvessel
preparation. Third aim is to study the effect of peroxynitrite on MMP-2 and 9
activation which were shown to play an important role in blood brain barrier
damage by gelatin zymography method. For intravital imaging experiments,
first a cranial-window was opened and FITC-Dextran was injected to mice
and MCA occlusion was induced. Fluorescent images revealed
that constrictions were detected on %56+3 of microvessels at the end of 2
hours of ischemia and following 2 hours of reperfusion this ratio was %62+3
(n=3). Entrapped erythrocytes were detected around these constrictions.
PBN, a free radical scavenger, given before reperfusion significantly
decreased the ratio of capillaries displaying constrictions to 30+4% (n=3).
Peroxyitrite caused segmental constrictions on 54+4% of capillaries (n=3)
while peroxynitrite scavenger ebselen significantly reduced peroxynitrite-
induced capillary constrictions to 28+3% (n=3). During OGD of isolated
retinal microvessels, pericyte contraction was observed and neighbouring
vessel diameter was reduced to %62+4 of its baseline value (n=9). After
reperfusion with normoxic and normoglycemic solution, this ratio was
detected %6119 (n=3). After addition of PBN to reperfusion solution, this ratio
increased to %87+4 (n=5). Findings of of the gelatin zymography study were
preliminary. Results imply that lower concentrations of peroxynitrite (1-10
MM) may cause MMP-9 activation. The results of this thesis showed that
microcirculatory constrictions were also present in in-situ
ischemia/reperfusion model and after direct application of peroxynitrite which
were resolved with scavenging agent. During direct retinal pericyte
examinations pericytes constricted after OGD and peroxynitrite applications.

Key Words: Microcirculation, intravital imaging, pericyte, peroxynitrite,
isolation of retinal micovessels, MMP, zymography
This study is supported by HUAF and Brain Research Foundation (BAD).
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GiRiS

inme tedavisinde, trombolitik tedavi kullanimi ile tikali arterin aciimasi
umut vaat edici bir gelisme olmustur. Ancak yeniden kanlanmanin
saglanmasi reperfluzyon hasarini beraberinde getirmig, fonksiyonel diizelme
beklenildigi kadar tatmin edici olmamig ve bazi hastalarda gelisen 6dem ve
kanama ise morbidite ve mortaliteyi artirmistir. Hayvan modellerinde basarih
olan pek ¢ok noéroprotektif tedavinin ise hig birisi klinik ¢galismalarda basariya
ulasmamistir. Bu durumun sebebi tikali damarin agiimasi ile buyuk
damarlarda kan akimi saglanmasina ragmen mikrosirkulasyonun tikali
kalmaya devam etmesi ve doku reperflizyonunun saglanamamasi olabilir.

iskemi ve reperfiizyon sirasinda mikrosirkiilasyonda mikrodolagim
duzeyinde onemli degisiklikler meydana gelmektedir. Tikali arter agilsa bile
kan hucreleri, fibrin ve sismis astrosit son ayaklar tarafindan tikanmig olan
mikrodolagimda kan akiminin saglanamadigi (no-reflow fenomeni) kemirgen
ve primat deneylerinde 6nceki galismalarla goésterilmistir (1-3). Prekapiller
arterioller genelde acgik kalirken, postkapiller venuller adheran lokositler,
fibrin, eritrosit ve trombositlerden olusan agregatlar nedeniyle tikanmaktadir
(4). Endotel hicreleri, bu hicreler arasinda yer alan siki kavsak proteinleri,
astrosit son ayaklari, perisitler, noéronlar, bazal lamina, beyin ekstraseltler
matriks proteinleri ve enzimlerinden olusan noérovaskuler birimin hasar
gérmesi mikrodolasimin bozulmasina neden olabilir. Ornegin, 6nceki
calismalarda sismis astrosit son ayaklarinin ve endotel hicrelerinin kapiller
damarlarda segmental darliklara yol a¢tigi 6ne surtlmastir (5).

Daha once laboratuvarimizda yapilan bir g¢alismada fare serebral
mikrodamarlarinda iskemi ve reperfuzyonu takiben bogumlanmalarin
olustugu ex vivo olarak histolojik yontemlerle gosterilmis ve bunda oksidatif-
nitratif hasarin 6nemli roli oldugu tespit edilmisti. Perisitlerin de bu
bogumlanmalardan sorumlu olabilece@i duisunulmustu (6). Perisitler komsu
astrosit ve noéronlardan gelen kimyasal uyaranlara cevaben Kkasilip
gevseyerek kapiller kan akiminin fizyolojik duzenlenmesinde o6nemli rol

oynayan hucrelerdir (7). Bu hucreler iskemi ve reperfliizyon sirasinda



2

mikrovaskuler yatakta yogun olarak olusan oksijen ve nitrojen radikalleri
nedeniyle hasara ugrayabilirler (8). Bu tezde fare serebral mikrodamarlariyla
ilgili 6nceki ¢calismalarimizdaki ex vivo gézlemlerimizin intravital gortinttileme
yontemleriyle canl farelerde in situ test edilmesi amacglanmaktadir. Bu
yontem sayesinde mikrodamarlarin iskemi ve reperfuzyonun farkli
asamalarindaki durumu ve peroksinitrit uygulanmasina verdikleri cevap es
zamanl olarak incelenebilecektir. Perisitlerin oksijen glukoz deprivasyonuna
(OGD) ve peroksinitrit uygulanmasina verdikleri cevabin direkt olarak
gOzlenebilmesi igin de retina mikrodamarlarinin izole edilerek mikroskop
altinda incelenmesi amaglanmistir.

Reperflzyon hasarinda, nitrik oksit (NO) ve superoksit dizeylerinin
artmasi ve es zamanl olarak meydana gelen bu radikallerin birbirleri ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan peroksinitrit énemli rol oynar. Tekrar
kanlanma ile mikrodolagimda olusan peroksinitritin, reperfuzyon ile tetiklenen
kan beyin bariyeri (KBB) bozuklugundan sorumlu esas etkenlerden biri
olabilecegi gosterilmistir (9, 10). Bu calismalarda peroksinitrit olusumunun
Ozellikle beyinde mikrodamarlar ve bunlari sikica gevreleyen astrosit son
ayaklarinda yogunlastigi bildirilmistir. Bu bulgular mikrodolagimda meydana
gelen hasar ile peroksinitrit arasinda bir baglanti oldugu goérusunu
desteklemektedir. Nitekim reperfiizyon sirasinda endoteldeki NO sentezinin
kismi olarak inhibe edilmesi mikrodamarlarda peroksinitrit olusumunu ve KBB
hasarini ve dolayisiyla enfarkt hacmini azaltmigtir.

Reperfuzyon sonrasi erken donemde KBB hasarinda matriks
metalloproteinazlardan (MMP) MMP2 ve MMPQun o6nemli roli oldugu
bildirilmigtir (11-13). MMP’ler merkezi sinir sisteminde de bulunan ve
ekstraseluler matriks yapilanmasi, hicre gelisimi, akson yon bulmasi,
inflamatuvar yanit olugsumu, KBB gecirgenliginin dizenlenmesi gibi pek ¢ok
onemli gorevi olan enzimlerdir. Dokuya inaktif zimojen formunda salinirlar ve
cesitli mekanizmalarla aktiflesirler. Daha ©6nce iskemi ve reperfliizyon
sirasinda olusan NO’nun MMP aktivasyonunda direkt rol oynadigi one
surtulmigse de (14), bu mekanizmanin iskemi ve reperfizyonun erken

doneminde MMP aktivasyonundaki temel mekanizma oldugu halen
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tartismaldir. NO’nun slperoksitle reaksiyona girmesiyle olusan ve
proteinlerle etkilesebildigi bilinen peroksinitrit, MMP aktivasyonuna neden
olabilecek potansiyel bir molekuldir. Reperfizyonun 0zellikle erken
doneminde meydana gelen KBB acilmasindan bu mekanizma sorumlu
olabilir. Peroksinitrit olusumunu azaltici tedavi yontemleri ile KBB
buatanltgunun korunmasi bu hipotezi desteklemektedir.

Bu tez calismasinda, iskemi ve reperfluzyon sirasinda mikrodolagsimda
meydana gelen dedisikliklerin intravital gorintileme yontemleri ile in vivo
incelenmesi ve izole retina mikrodamarlarinda perisit kasilmasini direkt
olarak goOzlenmesi, ayrica ayni deneysel duzeneklerde peroksinitritin
mikrosirkulasyon ve perisitler Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi ve MMP

aktivasyonu uzerindeki etkisinin incelenmesi hedeflenmektedir.



GENEL BILGILER

2.1. Serebral Mikrosirktilasyonun Anatomisi

Serebral kan dolasimi damar buyukligine gore makrodolagsim ve
mikrodolagim olarak ikiye ayrilir. Makrodolagimin arteriyel safhasi boyun
arterlerinden baglayarak beynin ylzeyindeki pial arterlere kadar uzanir,
vendz safhasi ise toplayici venleri ve sinusleri kapsar. Temel iglevi kanin
mikrosirkulasyona ve boylece hucrelere ulagtiriimasidir. Mikrosirkulasyon ise
tanim olarak ¢iplak gézle gérilemeyen, 100 ym’den kiglk damarlardaki (pial
arterioller, penetran arterioller, terminal arterioller, kalpiller damarlar ve
veniiller) kan dolasimidir. islev agisindan ise doku perfiizyonunun saglandigi
ve duzenlendigi asil dolagim mikrodolagimdir.

Otopsi serilerinde, pial damarlarin ve Kkortikal mikrodamarlarin
anatomisi ayrintih olarak cahsilmistir (15). Bu ¢alismalarda, ytzeyel (pial) ve
kortikal arterler, venler ve kortikal kapiller ag ayri ayri incelenmistir.

Pial arterler: Yaklagik 700 um capindaki iletim arterleri sulkuslar
boyunca veya bazen de giruslari gaprazlayarak hedef lobul ya da girusa
ulasirlar. Buraya ulastiklarinda genellikle girusun ortasina dogru uzanan 260-
280 um capinda bir santral arter dali verirler. Bu arterlerden 150-200 pum
capindaki bircok dagitici arter dali gikar. Her bir dagitici arter yaklasik 2x3,5
mm‘lik bir kortikal yuzey alanina dagilir. Bu arterler birka¢ dallanmadan sonra
cok sayida 20-90 um capinda prekortikal arter dali veririler. Her bir dal 150-
750 um’lik bir yolu kat ettikten sonra, 90° aciyla korteks igine giren 30-40 pm
capindaki kortikal penetran arter dallarini verirler (16) (Sekil 2.1).

Pial arterler arasinda yaygin bir ag olusturacak sekilde ¢ok sayida
leptomeningeal anastomozlar bulunur. iki ¢esit anastomoz vardir: Biiyik pial
arter dallar arasinda ug-uca anastomoz saglayan ¢api buyuk anastomozlar
ve genellikle iki komsu arteri, kortekse penetre olduklari yere yakin yerlerden
birlestiren ¢ok kuguk ¢apli (10 um) anastomozlar (15). Bu anastomozlar ayni
serebral arterin dallari arasinda hem de farkh serebral arterlerin dallar
arasinda bulunurlar. Ornegin, MCA-ACA, MCA-PCA, ve ACA-PCA pial dallari
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Sekil 2.1. Pial arter ve venlerin kortikal ylizeydeki seyirleri (a, b,
c) ve intrakortikal dallarini verigleri (d) gorilmektedir. Kirmizi
arterleri, siyah venleri simgelemektedir (Ref.15 ve 17°den

degistirilerek alinmigtir).
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arasinda leptomeningeal anastomozlar tanimlanmigtir (18). Normal fizyolojik
durum igin gereginden fazla oldugu bilinen bu anastomozlarin tromboembolik
vaskuler olaylar sirasinda kortekse yeterli kan ulastirimasindan sorumlu
olduklari disunutlmektedir.

Pial Venler: Beyin vaskuller anatomisinin diger dokulardan énemli bir
farki arter ve venlerin yan yana seyretmemeleridir (19). Pial venler genellikle
pial arterlerden daha genis caplidirlar. Siklikla girusun ortasinda merkezi bir
blyluk ven (280-380 um) bulunur. Bazen de sulkuslardaki marjinal venlere
dokulen ve birbirine paralel uzanan periferik venler de bulunabilir. Bu biyuk
venler caplart 130 pm civarindaki daha kuguk dallar verirler. Venler de
arterler gibi pial yuzey Uzerinde bir ag olustururlar ve aralarinda
anastomozlar bulunur. Ancak arteriyel anastomozlarin aksine bu
anastomozlarin sayisi girustan girusa farklihk gosterir. Arterlerin ve venlerin
kendi aralarinda anastomozlar yapmalari ancak beyinde arterio-vendz
anastomozlarin bulunmamasi anastomozlarla ilgili 6nemli bir tespittir (18, 19).
Venoz ag ¢cogu yerde arteriyel agin altinda yer alir. Ancak yuzeyel venoz
agin aktigi toplayici venler buyuk serebral venlere katilmadan once arterlerin
Uzerinden gegerler. Intrakortikal venler ise dizenli araliklarla dizilmis, az
sayldaki genis ¢apli venler ile ¢ok sayidaki kiiguk ¢caph venler olarak iki ana
gruba ayrilirlar. Buyuk intrakortikal venler yluzeye hi¢ ¢ikmadan direk olarak
santral venlere katilabilirler, daha kuglk venler ise penetran arterlere benzer
sekilde ylizeye gikararak 90° agi yaparlar.

Yuzeyel damarlarin yogunlugu korteksin farkli bolgeleri arasinda
farkhliklar gésterir (20). Ornegin oksipital lob ylzeyi oldukca yogun iken
hemisferlerin Gzerindeki interhemisferik bolgede bu yogunluk daha azdir.

Kortikal arterler ve dallari: Kortikal penetran arterler ve dallari insan

beyninden alinan otopsi materyallerinde ayrintili olarak calisiimigtir.
Korozyon alg¢i (corrosion cast) teknigi ile genellikle damar igine kalip ¢gikarma
amaciyla plastik 6zellikli bir recine verilmis (al¢l) ve bu recine donduktan
sonra beyin dokusu KOH solusyonu igerisinde eritilmigtir (korozyon). Elde

edilen damar maketi taramali elektron mikroskobu (TEM) ile incelenmistir
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(17, 21). Son yillarda bu calismalara konfokal mikroskop ve mikro BT
calismalari da eklenmistir (22, 23).

Bu calismalarin sonuglarina gore kortikal arterler penetrasyon
derinliklerine goére 3 ana gruba ayrilmaktadir (15) (Sekil 2.2):

1) Kisa kortikal arterler: Ortalama 20 ym c¢apinda, terminal dallarini

350-800 pm derinlikte veren damarlardir. Penetre olduktan kisa bir mesafe
sonra yluzeye paralel uzanan kollateraller verirler. Oblik olarak derine
seyreden veya tekrar ylzeye dogru ¢ikan bazi kollateral dallar da verebilirler.
Az sayidadirlar.

2) Orta kortikal arterler: Ortalama 30 pm c¢apindadirlar, 1,2 mm

derinlige kadar uzanirlar. 2 gesit kollateral verirler. Birinci grup ilk segmentten
cikar, yuzeye paralel veya dik seyredebilirler ve kisa kortikal arterlerin
terminal dallariyla ayni seviyede kapillerize olurlar. Ikinci grup kollateraller ise
daha derinden c¢ikarak oblik olarak derine dogru seyrederler, korteksin orta
bdlgesinde kapillerize olurlar. Bu dallar daha sonra tekrar ylzeye donerek
rekUran bir seyir de izleyebilirler.

3) Uzun kortikal arterler: Ortalama 65 pm c¢apinda, korteksin en alt

tabakasina kadar uzanan damarlardir. 3 gesit kollateral verirler. Birinci grup
yiizeyden 300-500 pym derinlikte cikar, yiizeye paralel seyreder. ikinci grup
korteksin orta bodlgesinden c¢ikar (0,6 — 1 mm derinlikten) ve yukari dogru
donerek yuzeye dogru seyreder. Bu seyir sirasinda birbirine paralel seyreden
bagka dallar da verebilirler. ikincil kollaterallerin bu tipik gorinimi “avize
gérinimi” olarak da tarif edilmistir. Uglincli grup ise en derinde terminal
dallara yakin bir yerden ¢ikar. Bu kollateraller derine dogru seyrederler.
Yukaridakiler disinda korteksi kat ederek beyaz cevhere ulagan iki ¢cesit arter
daha bulunur. ilki 30-75 um c¢apinda, korteks boyunca cesitli kollateraller
verebilen, jukstasubkortikal seviyeye ulastiginda kivrilarak yizeye paralel ve
zigzag cizerek seyreden bir grup arterdir. Bu damarlara transkortikal arter adi
verilmistir. ikincisi ise beyaz cevhere uzanan ve yalniz orada dallanan

arterlerdir. Bu damarlara da meduller arter adi verilmigtir.

Kortikal venler ve dallari: Kortikal venler de arterlere benzer sekilde

kisa, orta ve uzun olarak siniflandirilirlar ancak dallanma bigimi agisindan
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Sekil 2.2. Kortikal arter ve venlerin uzunluklarina goére gesitleri (a) ve
dallanma seviyeleri (b) gorulmektedir (Ref. 15’den degistirilerek

alinmistir).

daha az karakteristik 6zellik gOsterirler, bu sebeple de tarif edilmeleri

daha zordur. Venler arterlerden daha az sayidadirlar. En o6nemli ve
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karakteristik ven tipi beyaz cevhere kadar uzanan ve oldukga genis ve uzun
olan korteksin ana venleri adi verilmis olan venlerdir. Bu ana venler beyaz
cevhere ulastiklari anda bukulerek duz ve paralel bir seyir gosterirler.
Arterlerinkine benzer seviyelerde kollateral dallar verirler ancak belirgin
olarak bu kollaterallerin uzunluklari derine inildikge artar. Bu sebeple bu ana
venlerin damarsal hakimiyet alani konik bir sekle sahiptir ve tabani da beyaz
cevher komsulugunda yer alir. Kisa ve uzun Kkortikal venlerin dallanma
paterni irregulerdir ve ¢ali benzeri bir gorunumleri vardir (Sekil 2.2).

Kortikal kapiller aq: Kortikal arterlerden ¢ikan kapiller damarlarin

korteks boyunca ylzeye paralel uzanan derinlemesine dort tabaka
olusturduklari géze garpar (15, 17) (Sekil 2.3):
1) Subpial tabaka: Yuzeyle 250 ym derinlik arasinda yer alir (kortikal

kalinh@in ilk %10’u). Molekiiler tabakanin (tabaka ) igindedir. Ust bélimiinde
glia limitans yer alir ve hig kapiller bulunmaz. Alt kisimda ise ytizeye paralel
uzanan kapiller bir ag gortlmeye baslar.

2) Yuzeyel kapiller tabaka: 250-1150 um derinlikte bulunur (%10-45

arasi), bu aralik Piramidal tabakanin ylzeysel kismina karsilik gelir (tabaka

llla ve b). Kisa kortikal arterlerden ve orta kortikal arterlerin primer
dallarindan c¢ikan yUzeye paralel uzanan kapiller damarlarin olusturdugu bir
ag seklindedir. S6z konusu arterler arasinda yer yer anastomozlar gorulir.

3) Orta kapiller tabaka: Piramidal tabakanin (tabaka llic) alt kismi, i¢

granuler tabaka (tabaka 1V) ve ganglionik tabaka (Va) boyunca uzanir (1150-
2100 pum derinlik, %45-83 arasi). En genis ve vaskuler dansitenin en yogun
oldugu kisimdir. Molekuler tabakanin en alt kismi (tabaka 3c) vaskuler
yogunlugun zirve yaptigi kisimdir. Bu yogunluk hicre sayinin fazlahgiyla
degil, sinaps sayisinin fazlaligiyla iligkilidir. Bu tabakadaki kapiller damarlar
dalgal seyir gosteririler ve belirli bir ydone uzanmazlar, her yone gidebilirler.
Orta kortikal arterlerin sekonder ve terminal dallariyla uzun kortikal arterlerin
sekonder dallarindan ¢ikan kapiller damarlar tarafindan olusturulmaktadir.

4) Derin kapiller tabaka: Tabaka Vb ve VI' ya denk gelir (2100-2500

pm derinlikte, %83-100 arasi). Uzun kortikal arterlerin Uguncli seviye

kollateralleriyle terminal dallarindan c¢ikan kapiller damarlar tarafindan
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olusturulur. Yogunluk bakimindan bir Ust tabakaya benzer. Damarlar pial

yuzeye paralel uzanir.
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Sekil 2.3. Kortikal kapiller ag tabakalarinin kortikal néronal
tabakalarla iliskisi (a, b) ve yogunluk dagilimi (c) goértlmektedir
(Ref. 15, 17 ve 24’ten degistirilerek alinmistir).

intrakortikal arter ve venlerin yerlesimi: intrakortikal arter ve

venlerin yerlegsimi belirli bir duzen goOsterir. Merkezi bir venin etrafinda
hekzagonal yerlesimli ¢ok sayida intrakortikal arterin varligi siganlarda

gosterilmistir (25). Bu hekzagonlarin genisligi merkezde yer alan venin
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capltyla dogru orantilidir. Benzer bir yerlesim insanlarda da mevcuttur (23).
Merkezde bulunan bir ana kortikal venin veya birden fazla daha kicik venin
etrafinda halka seklinde kortikal arterler dizilir. Merkezdeki ven blyukse
etrafinda birden fazla konsentrik halka bulunabilir. Bazen de iki ana ven yan
yana bulunurlar. Kortikal arterlerin sayisinin venlere oranla dort kat fazla
olmasinin nedeni bu dizilimdir. Merkezdeki ven orta buyuklukte ise
etrafindaki alan 0,75-1 mm’dir, ana ven etrafindaki halka ise 1-4 mm
arasinda degisir (15) (Sekil 2.4).

Kortikal vaskuler ag homojen degildir. Daha 6nce bahsedilen paralel
tabakalar arasi degiskenliklerden bagka farkliliklar da mevcuttur. Ornegin,
korteksin duyusal ve asosiyatif bolgeleri motor bdlgelere oranla daha yogun
bir vaskularizasyon gdsterirler. Ayrica vertikal olarak da heterojeniteden s6z
edilebilir. Butiin kortikal arter ve venlerin etrafinda kapiller damarsiz bir alan
bulunur. Bu alan ilk olarak Pfeifer tarafindan tariflenmistir (15). Bu Pfeifer
boslugunun etrafindaki kapiller aj yodunlasarak kortikal damarin etrafinda
adeta bir tunel olusturur. Bu tunelin ¢gapi merkezdeki arterin gapina baglhdir.
75 um’lik bir damarin etrafinda 225 uym’ye ulasabilirken, 40 um’lik bir damarin
etrafinda 170 ym civarindadir. Bu bosluk ikincil dallarin etrafinda oldukga
azalarak yok olur ve arterlerin etrafinda venlere gére daha belirgindir.

Kortikal damarlar arasindaki anastomozlar: Uzun siire her bir kortikal

arterin diger arterlerden izole bir ug birim oldugu dustnulmagstir. Ancak TEM
calismalarinda arter-arter ve kapiller anastomozlarin varligr gdsterilmigstir.
Diger organlarda var olan ancak beyindeki varligi tartisma konusu olan
arterio-vendz anastomozlara ise bu calismalarda rastlanmamistir (26).

Kapiller ag anastomozlar ile birlikte bitliin korteks bdlgelerine yayilir.
Teorik olarak bir eritrosit oksipital lobdaki bir kapillerden bu ag yoluyla frontal
lobdaki bir kapillere ulasabilir (18). Deneyler, tromboembolik serebrovaskiler
olay esnasinda bu anastomozlarin azalan kan akimini arttirmakta bir
dereceye kadar etkili olduklarini géstermistir (27).

Arteriyel anastomozlar prekapiller metarteriyoller arasinda yer alirlar
ve 12-17 ym capindadirlar (Sekil 2.5a). Ven6z anastomozlara beyinde hig

rastlaniimamigtir (15).
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Sekil 2.4. intrakortikal arterlerin venler etrafindaki hekzagonal yerlesimi (a,
b, c, d). Pfeifer boslugu arterlerin etrafinda segilebilmektedir (d) (Ref. 15’den

degistirilerek alinmigtir).

Blylk arterio-vendz anastomozlar nadiren tariflenmis olsa da bu
tariflerin gergekten anastomoz mu olduklari yoksa bitisik seyreden iki damar
olduklari tartigmalidir. Arterio-ven6z anastomozlarla ilgili literaturdeki asil
tartisma konusu ise kuguk prekapiller arteriolo-venéz santlarin (veya
anastomozlarin) varhdi ve olasi islevleridir. Bu tartismanin kékeni Chambers
ve Zweifach’in diger organlarda yapmis olduklari klasiklesmis calismaya
dayanmaktadir. Bu c¢alismada prekapiller arterioller ve postkapiller vendiller
arasinda gecit kanallarin (thoroughfare veya preferential channels)

bulundugu gosterilmistir (Sekil 2.6). Bu kanallardan ¢ok sayida kapiller ¢ikar
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ve bu kapiller damarlarin orijininde sfinkterler bulunur (28). Metabolik ihtiyag
az oldugunda bu sfinkterler kasilarak kanin arteriyolden dogruca ventle
gecmesini saglarlar. Bu gegcit kanallarinin varligini géstermek zordur. Cunku
bir kapillerin ¢api yaklasik 6 pm iken, bu anastomozlarin ¢api da yaklasik 8
um’dur. Ancak damar duvarinin histolojik incelemesiyle kesin bir ayrim
yapilabilir. Yine de pek ¢ok arastirmaci bu anastomozlarin beyinde var
oldugunu disunmektedir (Sekil 2.5b).

Sekil 2.5. Ust panelde arterden artere anastomoz gorilmektedir. Alt panelde,

bir prekapiller arteriolo-ventz sant gdsterilmektedir, gri renkle gosterilen
damar standart bir kapillerden uzundur ve arterden ¢ikarak dogrudan vene
girmektedir. Sagdaki resimler soldaki orijinal fotograflarin temsili gizimidir

(Ref. 26’dan degistirilerek alinmigtir).
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Sekil 2.6. Gegit kanali (thoroughfare channel) gorilmektedir.
Zweifach’in galismasindan alinmistir (Ref. 29’dan degistirilerek

alinmistir).

2.2. Serebral Mikrosirkilasyonun Histolojisi

Pial damarlar subaraknoid aralikta genelde etraflari beyin omurilik
sivisi (BOS) ile cevrili olarak ya da bazen pia mater ile ve glia limitans ile
temas halinde ve/veya onlar tarafindan bir miktar sarili halde bulunurlar. Pial
damarlardan korteksin derinliklerine uzanan penetran arterioller ¢ikar. Bu
damarlar ilk basta subaraknoid araligin korteks icine uzantilarini tesgkil eden
Virchow-Robin aralijinda seyrederler ancak daha sonra bu aralik
kaybolmaya baslar ve arteriollerin etrafini dnce kismen daha derine inildikce
ise tamamen astrosit son ayaklari sarar. Boylece arteriol intraserebral hale
gelir (30) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Mikrodamar kesitlerinde histolojik yapi gértilmektedir (Ref.
30’dan degistirilerek alinmistir).

Serebral arterlerin diger dokulardaki arterlerden énemli bir farki vasa
vasorumlarinin olmayisidir. Bu damarlar BOS’tan diflizyonla beslenirler,
bdylece sistemik hipotansiyona daha direncli olurlar. ileri yasta biylk
arterlerin etrafinda vasa vasorum goézlendigi bildirilmistir. Bir diger farklilik
serebral arterlerin etrafindaki elastik tabakanin tek bir tabaka halinde
bulunmasidir (19). Serebral kapillerler ise diger kapiller damarlardan daha

irreguler ve kivrimli bir yapiya sahiptir (31).
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2.2.1. Perisitler

Perisitler daha c¢ok kapillerlerin ve postkapiller venullerin, az miktarda
da arteriollerin etrafinda bazal membrana gomulu halde bulunan mezankimal
kokenli hicrelerdir. Ilk kez 19. yizyillda Charles Rouget tarafindan tarif
edilmiglerdir ve uzun sure Rouget hucreleri ve mural hicreler olarak
adlandiriimiglardir. Perisit ismi ise ilk kez 1923 yilinda Zimmerman tarafindan
kullanilmigtir (32). Vucutta butun dokularda degisik oranlarda bulunurlar, en
cok santral sinir sistemi ve retinada bulunurlar. Perisit/endotel hicre orani
retinada 1:3, beyinde 1:5, akcigerde 1:10, iskelet kasinda 1:100 oraninda
bulunur (33). Karacigerde Ito hicresi, bobrekte mezenjial hiicre adi verilen bu
hicrelerin degisik dokularda farkl islevleri vardir.

Perisit hiicre gévdesi, belirgin bir ¢ekirdek ve etrafindaki az miktardaki
sitoplazmadan olugur. Hicre gdvdesinden damara paralel birincil uzantilar
cikar. Bu uzantilar 6zellikle bifurkasyon bdlgelerinde birden fazla kapillere
ulagabilirler (34). Bu uzantilardan damari c¢epegevre saran kuguk ikincil
uzantilar ¢ikar. Perisitler beyindeki kapiller damarlarin ¢evresinin %22-32’sini
kaplarlar (35). Perisitlerle endotel hucreleri arasinda direkt temas noktalar
bulunmaktadir. Bu noktalarda iki hicre arasinda bazal membran bulunmaz.
iki gesit temas sekli vardir. Yapiskan plaklar (adezyon plaklari) fibronektinden
olusur ve iki hicrenin birbirine tutunmasini saglarlar. Civi-soket (peg and
socket) baglantilar ise iki hlcreden birinin 6tekinin i¢cine dogru ¢ivi benzeri
uzantillar gondermesi ile olusur (36). Bu uzantilar igerisinde siki, bogluklu
(gap) veya yapigkan kavsaklar bulunabilir (Sekil 2.8). Bosluklu kavsaklar iki
endotel hicresi arasinda ve endotel ile perisit arasinda bulunurlar ancak
vaskuler diiz kas hicrelerinin aksine iki perisit arasinda bulunmazlar (37).

Perisitlere 6zgu bir isaretleyici hentz bulunamamistir. Ancak perisitleri
diger hucrelerden, oOzellikle de endotellerden ve duz kas hucrelerinden
ayirma da c¢esitli antikorlar kullaniimaktadir. Anti-NG2 (kondroitin stlfat
proteoglikan) ve anti-SMA (anti-diiz kas aktini) en sik kullanilan iki antikordur.

NG2 hucre yuzeyindeki bir proteoglikandir (38). Ayrica dezmin, trombosit-
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kaynakh buylme faktoru reseptort (PDGFR-B) ve aminopeptidaz A ve N de

bu amacla kullaniimaktadir (39).

R L .
Endotel
=

Sekil 2.8. Mikrodamarlarin etrafindaki yumru sekilli perisitler ve
uzantilari (a, b, c); endotel hicreleri ve perisitler arasindaki baglantilar

(d) gorialmektedir (Ref. 7, 36 ve 40’dan degistirilerek alinmistir).

Perisitler morfolojik olarak lizozom miktarinin fazlaligina gére grantler
ve agranuler olarak ikiye ayrilabilir. Serebral perisitler genellikle granulerdir
ve lizozomlarin iginde de bol miktarda asit fosfataz mevcuttur. Kan beyin
bariyeri deneysel olarak bozuldugunda lizozomlarin sayisinin  arttigi
gozlenmigtir (41). Bu bulgular perisitlerin aktif olarak fagositoz yaptigini
destekler niteliktedir. Perisitler ayrica bol miktarda vezikul de bulundururlar.
Bu vezikillerin yalniz %10’u endotel tarafindadir, geri kalani abluminal tarafta
yer alir. intravendz enjeksiyonu takiben bir isaretleyici boya olan yaban turpu
peroksidazini (horse radish peroxidase, HRP) perisitlerin bol miktarda
fagosite ettikleri tespit edilmistir.

Perisitlerin kasilma 06zelligine sahip olup olmadiklari bir donem

tartisma konusu olmussa da in vitro ¢alismalarda bu 6zellige sahip olduklari
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kesin bir bigimde gosterilmigtir (7, 42). Perisitlerin vaskuler duz kas
hicrelerine benzer bir sekilde kontraksiyonda gorevli pek cok proteini
sentezledikleri bilinmektedir (43). Asagidaki tabloda bu proteinler
gosterilmektedir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Beyin ve retinadaki perisit ve duz kas hucrelerindeki kasilma

Ozelligine sahip proteinlerin karsilastiriimasi (Ref. 43’'den alinmistir).

Beyin Retina
Diiz Diiz

i;aretleyiciler: kas Perisit kas Perisit
«-SM aktin + = - +
SM myozin + - - -
f-aktin -+ - - -+
NM myozin  + + + +
Vimentin + + 4 4
Kalponin -+ +
Dezmin + - <+
ISKELET/SM + - + =
myozin

Perisitler Uzerinde kontraksiyona aracilik eden kolinerjik ve a-2
adrenerjik, dilatasyona sebep olan B-2 adrenerjik reseptorler bulunur. Ayrica
endotelin-1 reseptorleri de bu hucrelerin endotelden salinan endoteline
cevaben kasilmalarini saglarlar (44). Perisitlerin hiperoksiyi ve yuksek CO,
seviyelerini algilayarak kasilip gevseyebildikleri de gosterilmigtir. Endotel
hicrelerinin sentezledigi nitrik oksit, vaskuller diiz kas hucreleri gibi perisitlerin
de gevsemesini saglayabilmektedir (45). Ayrica yine endotel kaynakh PGl,
(prostoglandin  12) perisitlerin  gevsemesine sebep olurken PGH;
(prostoglandin  H2) ve tromboksan A;'de kasiimalarini saglar. Kasiima
sinyalinin alinmasini takiben (6érnegin endotelin uygulamasi ile) perisit
sitoplazmasinda daginik halde bulunan aktin mikrofilamanlari reorganize
olarak dizenli bir gérunum alirlar (Sekil 2.9).

KBB olusumunda ve idamesinde endotel hicreleriyle perisitler siki bir
iligki icinde olmalari gereklidir. KBB olusumundan temel olarak astrositlerin

sorumlu oldugu 6ne surlilmusse de, astrositlerin hasarlandi§i deneysel
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Sekil 2.9. Endotelin uygulamasini takiben perisit sitoplazmasinda daginik

halde bulunan (A) aktin mikrofilamanlarinin reorganize olduklari (B)

gorulmektedir (Ref. 37°den alinmigtir).

durumlarda endotel hlcreleri siki kavsak proteinlerini sentezleyebilme gibi
KBB oOzelliklerini devam ettirebilmiglerdir. Perisit kaybinin goéruldugu
trombosit-kaynakli blyume faktéri (PDGF) ifade etmeyen farelerde
mikrodamarlarda ¢ok sayida mikroanevrizma olugsumu goézlenmistir (46).
Endotel hicreleri arasindaki siki kavsaklarin olusumunda Uzerlerinin perisit
uzantilariyla gevrelenmesinin etkili oldugu gosterilmistir (33). Perisit-endotel
baglantilarinin endotel hucrelerinin etkin bir bariyer olusturabilmesinde
onemli roli oldugu dusunUlmektedir. Perisitlerin endotel hlcrelerini agsmayi
basarabilmis molekillere karsi ikinci bir savunma hatti olusturdugu da 6ne
surtlmastar (47). Odem ve protein ekstravazasyonu durumlarinda perisitlerin
aktif olarak pinositoz yaptiklari gdsterilmistir (33). Ayrica bu hucrelerin &-
glutamiltranspeptidaz (48), glutamil aminopeptidaz, aminopeptidaz N (49),
glutamik asit dekarboksilaz ve butirilkolinesteraz eksprese ediyor olmalari da
bu htcrelerin  metabolik kan beyin bariyerinde de rol aldiklarini
gostermektedir.

Perisitler anjiojenezde de etkili rol oynamaktadirlar. Anjiojenik uyaran
varliginda perisitler bazal membrani yikarak mikrodamarin disina cgikarlar.
Endotel hucrelerine kilavuzluk ederek c¢ogalmalarina ve baglantilar
olusturmalarina yardim ederler. Bu iglevlerin  gergeklestirimesine
donustarict buyame faktért B-1 (TGFB-1) ve vaskiler endotelyal buyime
faktori (VEGF) aracilik eder. Perisitlerin ¢ogalmasi da PDGF, fibroblast
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biyume faktort (FGF) ve endotelin-1 ile saglanir. Anjiogenezin bitimiyle
birlikte perisitler yeni olusan damarlarin etrafina yerleserek yeniden bazal
membran sentezlemeye baglarlar.

Perisitlerin ayrica makrofaj gibi fagositik hiicrelere ve diger dokularda

da adiposit, osteoblast gibi hucrelere donigme potansiyeli de vardir (45).

2.3. Mikrovaskuler Reoloji ve Hemodinami

Kan iki fazdan (hucresel elemanlar ve plazma) olusan bir akigkandir
ve makrodolasim ile mikrodolagsimdaki davranislart bazi fizik kurallaryla
aciklanabilir. Reoloji akigkanlarin davraniglarini inceleyen bilim dalidir, diger
adiyla viskozite bilimidir (29).

Sivilarin akmaya kargi gosterdigi i¢ dirence viskozite adi verilir, n veya
M ile simgelenir. Viskozite akigkanhgin tersidir. Viskozite arttikga akiskanlik
azalir. Genellikle herhangi maddenin akisi esnasinda akiskanin tabakalari
farkli hizlarda hareket ederler. Buna laminar akim denir. Akiskanin
viskozitesi, uygulanan kuvvete karsi direng gosteren tabakalar arasindaki
yuzey gerilimlerinden dolayl ortaya c¢ikar. Isaac Newton'un one surdugu
Uzere, laminar ve paralel bir akigta, tabakalar arasindaki kayma gerilimi
(shear stress, 1) bu tabakalara dik yondeki hiz gradyeni (du/dy) ile orantihdir
(Sekil 2.10).

Nz, u

kayma gerilimi, T

"il

sivi gradyen

h

Sekil 2.10. Tabakalar arasi kayma gerilimi (Ref. 50’den degistirilerek

alinmigtir).
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Buradaki gerilim, formilden de anlasilacadi lUzere ylzeye paralel
yondeki basingtir, diger bir deyigle birim alana disen kuvvettir. Buradaki p
sabiti, viskozite sabiti, viskozite veya dinamik viskozite olarak bilinir. Bu
formul kullanilarak sivilarin viskoziteleri viskometre adi verilen bir aygitla
Olgulur. Bu formule gore kayma gerilimi ile hiz gradyeni arasindaki lineer iligki
vardir bir akigkanin viskoziete degeri sabit bir degerdir. Boyle sivilara
Newtonian sivilar denir Ornegin, su, plazma bdyle sivilardir. Ancak bdyle
olmayan sivilar da vardir. Kanin da aralarinda bulundugu bdyle sivilara
Newtonian olmayan sivilar adi verilir. Asagidaki grafikte goruldugu (Sekil
2.11) gibi artan kayma gerilimi viskositenin azalmasina sebep olursa buna
kayma incelmesi (shear thinning) denir. Kan da bdyle bir sividir (51). Bu

durumun sebepleri asagida tartigilacaktir.

Newtonian

Viskozite

Shear stress

iskozite=shear stress/shear rate
Shear rate Shear rate

Non-Newtonian

Shear stress
Viskozite

Shear rate Shear rate

Sekil 2.11. Newtonian ve Newtonian olmayan sivilarda viskozite (Ref. 52’den

degistirilerek alinmigtir).

Laminar, Uniform ve viskoz bir sivinin, sabit kesit alanina sahip
silindirik bir tup igindeki akisi Poiseuille adli Fransiz bilim adaminin 1840
yilinda buldugu bir denklemle tarif edilmektedir (29):

Ay it
- L 128u
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Bu formulde Q akimi (ml/sn), d ¢api, | uzunlugu, AP, basing farkini ve
u’de viskoziteyi gostermektedir. Bu formul sayesinde kapiller bir tip igerisinde
akan bir sivinin akimi ve basing farki Ol¢llerek viskozitesi hesaplanabilir.
Viskozite birimi olarak kullanilan santipoiz (cP, =milipaskal.sn) Poiseulile’'ye
atfen kullaniimaktadir. 20°C’deki suyun viskositesi 1 cP Kabul edilir.
37°C’deki kanin ise 6¢P civarinda kabul edilir. Bu formil hem makro hem de
mikrodamarlardaki kan akiminin hesaplanmasinda énemlidir. Akimin temel
formuli F=P/R (akim=basin¢/direng) Poiseuille formiluyle birlikte
dusunuldugunde iki 6zellik 6n plana gikar:

1) Damar ¢apinin 2 katina gikmasi akimin 16 katina gikmasina sebep
olur.

2) Damar capi haricinde direnci ve sonugta akimi belirleyen ikinci
degdisken viskozitedir. Yani kanin reolojik 6zellikleri dnemlidir.

Fahraeus adli isvegli bilim adaminin 1930’larda insan kanini 40-505
Mm arasindaki kapiller tuplerden gecirerek yaptigi deneyler kanin
viskozitesiyle ilgili dnemli bilgiler saglamistir (53). Buna gdére kanin iginde
aktigi tipun ¢api kuguldukge viskozitesi de kugultr. Bu kigilme 5-7 um capa
kadar devam eder Bu uzunluk kapiller damarlarin ¢apina esittir. Bu noktadan
sonra tekrar dik bir artis meydana gelir (Sekil 2.12). Bu etkiye Fahreeus-
Lindgvist etkisi denir.

Bu azalmanin sebebi kapiller damarlarda eritrositlerin tek sira halinde
akmasi ve endotel ile aralarinda kayma geriliminin normalde en fazla oldugu
yerde kayganlastirici etki yapan plazma tabakasinin bulunmasidir (54). Biraz
daha buyuk damarlarda ise ¢ok sirali akim gorulur. Bu da tabakalar arasi
surtinme kuvveti nedeniyle viskozitenin artmasina neden olur. Bu noktada
mikro ve makrodolasim arasindaki farkla ilgili soyle bir 6rnek verilebilir: 6
pumM’lik bir damarda plazma yerine hematokriti 0,45 olan kanin akmasi %30’luk
viskozite farki yaratirken, ayni fark 1000 ym’luk bir damarda %220 olacaktir
(53).

1960’lardaki galismalarinda Zweifach ve arkadaslari kedi mezenter
yataginda kan basinci ve akim hizi dlgumleri yapmislardir (29). Buna gore

damar yatagi boyunca kan basincinin %80’i mikrovaskuler yatakta duser. En



23

L A NS e e Wy | i k|

Hematokrit=0,45

Viskozite

10 100 1000
Yaricap
Sekil 2.12. Damar ¢api-viskozite iligkisi (Ref. 53’ten

degistirilerek alinmigtir).

hizli digus prekapiller arteriollerde meydana gelir. En dusiuk hiz ise kapiller
yatakta gorulur (Sekil 2.13).

Mikrosirkulasyonun o6nemli bir 0zelligi heterojen olmasidir. Bu
heterojenlik hematokrit basta olmak Uzere akim ve eritrosit hizi, oksijen
parsiyel basinci gibi diger parametreleri de icerir. Dallanma noktalarinda
olusan bu farklihga faz-ayrimi (phase-separation) denir. Bu ayrimi dallarin
her birinin ¢api ve dallanma agisi ve iclerindeki akim miktari belirler. Genel
olarak daha fazla akim alan damarlarin hematokriti de daha ylksek olur.
Hatta kimi dallarda yalnizca plazma bulunabilir (plasma skimming) (Sekil
2.14). Hematokritteki bu heterojenligin varyasyon katsayisi bir ¢alismada
0,60 olarak bulunmustur (54).



ERITROSIT HIZI INTRAVASKOLER BASING
Q
(mmisn) (mmHg)
° 40-4 100

L) L} L} L} Ll L L} L) L} L) .

60 50 40 30 20 8 20 30 40 50 60

ARTERIOLLER KAPILLERLER VENOLLER
YARIGAP (pm)

Sekil 2.13. Kan basinci ve akim hizinin damarsal yatakta

dagilimi (Ref. 29’dan degistirilerek alinmistir).

ERITROSITLER

A 9 B

COK SIRALI
ERITROSIT g

AKIMI \"’d: @Q

‘?

PLAZMA TABAKASI
(hiicresiz tabaka)

%

- TEK SIRA ERITROSIT AKIMI ve
&f*x\&ERlTROS”»DEFORMASYONU

gy

N \ plazma “skimming”
% *

I N
Y

Sekil 2.14. Faz ayrimi ve plazma skimming (Ref. 54’den degistirilerek

alinmistir).
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200-300 um’den kuguk bir arteriolin kesiti boyunca eritrositler en
yogun olarak merkez bdlgede bulunurlar, merkezden uzaklastikga eritrosit
miktar1 azalir. Endotele bitisik ylzeyde plazma ve beyaz kan hucreleri (BKH)
bulunur. Kan akiminin hizi da merkezden cevreye dogru azalmaktadir.
Dallanma noktalarinda kapillerlere gegen kanin hematokritinin azalmasinin
onemli bir sebebi eritrositlerin damar igindeki bu dagilim seklidir. Bu
dagilimda eritrosit elastikiyeti 6nemli rol oynar. Neticede dokudaki hematokrit,
vendz kandaki hematokritten duguktur (55).

Mikrodamarlarda akan kanin viskozitesini belirleyen faktorler (51):

1) Hematokrit: Normal kan hacminin %40-45’ini eritrositler olusturur.
Bu hacmin 1/600 kadarini BKH, 1/800 kadarini trombositler olusturur. Bu
hicreler laminar akimi etkileyerek tabakalar arasi surtunmeyi ciddi oranda
arttirirlar ve de viskozitenin artmasina neden olurlar. Hematokrit ile viskozite
arasina eksponansiyel bir iliski vardir (Sekil 2.15). Orta-blytk boy arterlerde
hematokritteki %1’lik artis viskoziteyi %4 arttirabilir.

20
§1s ]
e
3
~10
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¥ §
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0 25 50 75
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Sekil 2.15. Hematokrit ile viskozite iliskisi (Ref. 52’den degistirilerek

alinmigtir).

2) Eritrosit kiimelenmesi (agregasyonu): Hucresel elemanlarin sayisi
disinda reolojik Ozellikleri de viskoziteye etki eder. FEritrositler rulo
olusturmaya meyilli hiicrelerdir. Bu rulolar birleserek kiimeler de olustururlar.

Ozellikle plazma proteinlerinin artti§i durumlarda kiime olusumu artar. Kan
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akim hizi arttikga (kayma gerilimi de artar) kandaki bu rulolar ve kimeler
dagihr. Kimeler laminar akimi bozarak viskozitenin artmasina sebep olur. Bu
durum hem makro hem de mikrodolagsimda sikintiya sebep olur. Eritrosit
kimelenme hizi ile dlgllir. iskemi-reperflizyon esnasinda gerek akut faz
reaktanlarinin artmasi gerekse eritrosit zar1 Uzerindeki degisiklikler nedeniyle
agregasyona egilim artar.

3) Eritrosit elastikiyeti: Normal bir eritrositin boyutlari Sekil 2.16’da

gorulmektedir. Eritrositler oldukca elastik htcrelerdir. Damar icinde akarken
su damlasi gibi rahat egilip bukulebilirler. Bir eritrositin buyuklugu kapiller
damarlarin bayuklugunden fazla oldugu igin eritrositler bu damarlardan
gecerken deforme olurlar. DusUk pH, hicre ici kalsiyum miktarinin artmasi,
elektrolit dengesinin bozulmasi gibi nedenler eritrosit elastikiyetini bozar.
Iskemi reperfliizyon sonrasi ortamdaki miktari cok artan serbest
oksijen radikalleri olustuklari yere gore eritrositlerin hem elastikiyetini bozar
hem de kimelenmeye egilimini etkiler. Eritrositlerin disinda olusan radikaller
dusuk konsantrasyonlarda kiimelemeyi arttirirken yuksek konsantrasyonlarda
azaltirlar. Hucre icinde olusan radikallerin etkisi ise eritrosit elastikiyetini

bozmak seklindedir.

8 mikron

~— |8 pm

1
S/

m— i
FEEpR 2 mikron

Sekil 2.16. Eritrositin boyutlari (Ref. 29’dan degistirilerek alinmigtir).

e
2um

4) Plazma viskozitesi: Plazma Newtonian bir sividir ve normalde

viskozitesi 1,1-1,35 cP civarindadir. Ancak akut faz reaktanlarinin arttigi

durumlarda veya paraproteinemilerde 5-6’ya kadar ¢ikabilir.
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5) Beyaz kan hicreleri: Eritrositlere oranla ¢ok daha az sayida olan

bu hicrelerin  mikrodolagsima etkisi ihmal edilebilir seviyededir. Ancak
patolojik durumlarda aktive olmus beyaz kan hucreleri mikrodamarlarda
Ozellikle de venullerde endotel hucrelere tutunarak viskoziteyi arttirirlar ve
kan akiminin yavaslamasina sebep olurlar. Bir galigmada 100 pm’lik bir
postkapiller venule tutunmus olan 12 BKH'nin bu damardaki direnci iki katina
cikardidi tespit edilmistir (56). Bu hicreler ayrica salgiladiklari maddelerle

eritrosit agregasyonunu da arttirirlar.
2.4. Endotel-Kan Hucresi Etkilesimleri ve Kapiller Kan Akimi

Canlilar arasinda vicut buyudklikleri ne olursa olsun eritrosit boyutu
¢cok az farklhlik goOsterir ve daima bir eritrositin genisligi bir kapiller damarin
genigliginden buyuktir. Bu nedenle eritrositler kapillerlerden gecerken
deforme olarak asimetrik parasut benzeri bir sekil alirlar.

Kapiller kan akimini dlgebilmek igin eritrosit hizi, birim zamanda gegen
eritrosit sayisi (akim), ve gegis zamani gibi parametreler kullaniimaktadir.
Akim, oksijen dagitimi hakkinda bilgi verir. Akimin en O6nemli
belirleyicilerinden biri o damardaki eritrosit yogunlugu yani hematokrittir.
Kapiller hematokritin ayni g¢aptaki in vitro tipun hematokritinden daha duguk
oldugunu tespit edilmistir. Bu gdzleme dayanarak endotel ylzeyinden limene
uzanan, yaklasik 1 ym kalinliginda, kalinligi kayma hizina (shear rate) bagh
degisen bir kapiller glikokaliksin varligini 6nermislerdir. Sonraki ¢galismalarda
glikokaliksten baska makromolekullerin de bu yapiya katkida bulundugu
saptanmigstir ve bu yapiya endotel ylzey tabakasi (EYT) adi verilmistir (53).
Bu tabakanin kalinhg eritrosit hizina bagli olarak degisir: 0,1 mm/sn hizinda
yaklasik 1 pym iken, 0,4 mm/sn hizinda 0,2 um'nin altina diser. islevinin
kapiller damarlarin uzunluklari boyunca gaplarinda meydana gelen degisikleri
tamponlayarak eritrosit deformasyonunu etkilemek ve muhtemelen de
Omrund uzatmak oldugu dusunulmektedir.

Yumusak ve elastik Ozellikteki eritrositler bu tabakanin disindan

gecerken, buyuk ve sert BKH’ler bu tabakayi ezerek ve duzlestirerek kapiller
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boyunca ilerler. Ancak bu gecisin ardindan bu tabaka 1-2 saniyede tekrar
eski halini alir.

Bu tabakanin dinamik bir tabaka oldugu ve kayma hizinin miktarina
bagll olarak kaybolan kismin surekli endotel hlcresi tarafindan yenilendigi
dugunulmektedir. Bu tabakanin heparinaz ile yikilmasi sonrasi yapilan
deneylerde, EYT’si yikilmis damar iginde hematokritin 3 katina kadar
cikabildigi saptanmistir (57). Bu damarlarda BKH-endotel adezyonu da
artmistir. Bu artisin ICAM-1 gibi adezyon molekullerinin erigilebilirliginin
artmasina bagl oldugu dusunulmektedir. FlUoresan igaretli dekstranla
yapilan deneyler bu tabakanin varligini gorsel olarak da ispatlamigtir (Sekil
2.17).

| Endotel ylzey

tabakasi (EYT)

Sekil 2.17. Endotel ylzey tabakas! (Ref. 53'ten degistirilerek alinmigtir).

inflamasyon sonrasi ve 60 dakikalik iskemiyi takip eden reperfiizyon
sonrasinda bu tabakanin kalinliginin zamanla azaldigi gézlenmistir (58). Bu

tabakanin kalinligindaki degisim kan akimina kargi olan direnci veya
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viskoziteyi ciddi oranda degistirebilmektedir. Ornegin 6 um gapinda 1 .um
kaliniginda EYT’si olan bir kapillerin direncinin ayni ¢apa sahip bir cam
kapiller tipunkinden 8 kat fazla oldugu tahmin edilmektedir (59). EYT kalinhgi
0,5 um olsaydi bu fark 2 kata duserdi (60).

2.5. Kan Beyin Bariyeri

Kan beyin bariyeri, olgunlasmis ndrovaskuler Unitenin oldukca
Ozellesmis bir yapisidir. KBB’nin endotel hacreleri, diger endotellerden
fenestrasyonlarin olmayisi, siki kavsak proteinlerinin fazlaligr ve pinositik
veziklllerin azligi ile ayrilir. Siki kavsak proteinleri hidrofilik molekullerin
paraselller yolla KBB’yi gegmesine engel olur. O, ve CO, gibi lipofilik
molekuller ise plazma membranlari boyunca serbestce difize olabilir. Glukoz
ve amino asitler beyne tasiyici proteinler sayesinde girerlerken, insulin,
leptin, transferin gibi daha buyldk molekuller reseptor-aracili endositozla
girerler (61).

KBB; vaskuler endotel hlcreleri, bu hicreler arasinda yer alan siki
kavsak proteinleri (zonula okludens-1, okludin, klaudin-5) ve yapiskan kavsak
proteinleri, astrosit son ayaklari, bazal lamina ve bazal laminay! olusturan
proteinler (laminin, tip 4 kollajen), beyin ekstraseliler matriks proteinleri
(elastin, fibronektin, tenaskin gibi) ve perisitlerden olusmaktadir (62, 63).
Serebral damarlarda bulunan endotel hicrelerinde diger dokulardakinden 5-6
kat fazla mitokondri bulundugu bildirilmigtir (64). Ayrica pinositik vezikul
sayisi da daha azdir. Endotel ve perisit hlcrelerinin etrafini saran bazal
lamina 30-40 nm kalinhdindadir ve de astrosit son ayaklarinin plazma
membraniyla devamliik gosterir. Fiziksel kan beyin bariyerinin disinda
metabolik bir bariyer de mevcuttur. Endotel zarinin luminal tarafinda ilaglari
ve besin maddelerini metabolize eden &-glutamil transpeptidaz (3-GTP) ve
alkalen fosfotaz (AP) enzimleri bulunur (65) (Sekil 18).
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Sekil 2.18. Kan beyin bariyeri elemanlarinin sematik gosterimi (Ref. 66’dan

degigtirilerek alinmistir).

2.6. Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar, katalitik bolgesinde ¢inko elementi
bulunduran proteaz grubu Uyesi enzimlerdir (Sekil 2.19). Ekstraseliler
matriks yapilanmasi, hicre gelisimi, akson yon bulmasi, inflamatuvar yanit
olusumu, KBB gecirgenliginin dizenlenmesi gibi pek ¢ok 6nemli gorevleri
vardir. Memelilerde 24 farkhh MMP bulunur. Beyninde en sik bulunanlar MMP-
2 ve MMP-9dur (67). MMP-2 beyin parankiminde ve BOS’ta normal
kosullarda  da bulunurken, MMP-9 proinflamatuvar  kosullarda
salgilanmaktadir. KBB'’yi olusturan yapilarda 6zellikle astrosit ve endotelde
MMP’lerin yer aldigi bilinmektedir (68). Kollajeni yikan bu iki enzime
kollajenazlar veya jelatinazlar da denir. Bu Ozelliklerinden yararlanilarak
jelatin zimografi yontemi gelistirilmistir (69). Bir kollajenaz 4 ana kisimdan
olusur (70). Propeptid kismi katalitik bolgedeki c¢inko atomlarinin Gzerini
kapatarak enzimatik aktiviteyi engeller. MMP aktivasyonu bu bdlgenin ya
enzimatik yilkimla ya da baska yollarla ortadan kalkmasi ile
gerceklesmektedir. Hemopeksin bolgesi substrat seciciligini  saglarken

fibronektin tipll tekrarlari kollajene baglanmayi saglamaktadir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Kollajenazlarin yapisi (Ref. 70’den degistirilerek alinmistir).

MMP’lerin ekspresyon ve aktivasyonlari siki bir sekilde kontrol edilir.
Kontrol mekanizmasi temel olarak 3 seviyeden olusmaktadir:

1) Bu enzimler yalniz hicre aktivasyonu veya uyarilmasi sonucunda

ifade edilirler (transkripsiyon).

2) Proenzim yapisinda salgilanirlar ve diger MMP’ler tarafindan kismi

yikima ugrayarak aktif hale getirilirler.

3) Dokuda TIMP (tissue inhibitor of matrix metalloproteinases) ve

serumda a-2 makroglobulin gibi proteinler tarafindan inhibe edilirler.

MMP-9’un iskemi ve reperfuzyon sonrasi aktive olarak KBB hasarina
katkida bulundugu gosterilmistir (11). Bu aktivasyonun gergeklesmesinde
farkl aktivasyon mekanizmalari etkili olabilir. Ornegin Gu ve arkadaslarinin
yaptiklari calismada NO’nun MMP-9 proteininde S-nitrozilasyona sebep
olarak bu enzimin aktivasyonuna neden olabilecegini gostermiglerdir (14).
Ayrica plazmin ve stromelizin de MMP aktivasyonuna sebep olabilmektedir
(71). Ancak, reperfiuzyon sonrasi MMP aktivasyonunun mekanizmalari net

olarak bilinmemekte ve bu konudaki arastirmalar devam etmektedir.
2.7. Peroksinitrit
Serebral iskemi ve reperfizyon sirasinda mikrodamarlarda yogun

olarak NO ve superoksit, dolayisiyla peroksinitrit olusur. Olusan peroksinitritin

KBB hasarinda rol oynadidi bilinmektedir.  Glgclu bir oksidan olan
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peroksinitrit, NO ve superoksitin dogada bilinen en hizli reaksiyonlardan
birine girmesiyle olusmaktadir (Hiz sabiti= 6.7x10° M™.s™) (Sekil 2.20). Bu
reaksiyonun hiz kisitlayici basamagi NO ve superoksitin difuzyon hizidir (72).
NO ve superoksit molekullerinin olusumundaki her 10 kat artis peroksinitrit
olusumunda 100 kat artisa neden olmaktadir (73). Fizyolojik kosullarda
peroksinitritin yart émri ¢ok kisadir (1,9 sn) ve baslica nitrat ve nitrite
donuismektedir (74, 75). Bu nedenle de difizyon mesafesi dardir. En
yakinindaki molekullerle etkileserek lipid peroksidasyonu, tirozin nitrasyonu,
sulfidril oksidasyonu, nitrozilasyonu ve DNA hasarlanmasi gibi birgok
mekanizma ile néron hasarina neden olur (76). Protein etkilegiminin temel
mekanizmasi tirozin aminoasitlerinin nitrasyonudur. Nitrotirozin olusumunun
posttranslasyonel bir mekanizma olarak protein aktivitesini degistirebildigi
bilinmektedir (77).

=0 9p $0:02 — oo

Nitrik Oksit Siiperoksit Peroksinitrit

Sekil 2.20. Peroksinitritin olusumu
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GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Anestezi

Bu calismanin yapilabilmesi icin Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kuruluna basvurulmus, 03.07.2008 tarih ve 2008/55-3 sayili
izin alinmistir.

intravital gérintileme deneyleri igin 25-35 gr agirhginda toplam 14
Swiss albino fare kullanildi. Retinal mikrodamar izolasyonu igin 6-8 haftalik
SV-129 fareler kullanildi (n=3).

Fareler 18-21°C oda sicakliginda 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik
ortamda tutuldu ve deney éncesi bir gece ac birakildi. intravital gérintileme
oncesi gergeklestirilen cerrahi islemler sirasinda fareler izofluran anestezisi
ile inhalasyon yoluyla (2-3 mL/dk), intravital gértunttlemelerin yapildigi 4 saat
boyunca ise intraperitoneal (i.p.) Uretan (750 mg/kg, 30 dakika sonra 500
mg/kg) ve i.p. ksilazin (5 mg/kg, Alfazyne, Alfasan, Hollanda) anestezisi ile
uyutuldu. Rektal sicaklik monitorize edilerek homeotermik battaniye kontrol
Unitesi (Harvard Apparatus) ile vucut sicakligi 37.0£1°C’de sabit tutuldu.
Ortalama arteriyel kan basinci takibi, fare anestezi altinda oldugu stre
boyunca, kan basinci takip cihazi (NIBP Controller, ADInstruments) ile
kuyruktan gerceklestirildi. iskemi olusturulmadan hemen énce intraarteriyel

kateter yoluyla heparin (10 U) verildi.

3.2.Serebral Mikrodamarlarin intravital Goriintilleme Teknikleriyle

incelenmesi Galismasinda Kullanilan Deney Gruplari

iskemi/Reperfiizyon Grubu: Alti adet Swiss albino fareye 2 saat orta

serebral arter (OSA) tikanmasi ve 2 saat reperflizyon yapildi. Bu fareler 2 alt
grupta incelendi. Reperfliizyondan 15 dakika 6nce farelere i.p. olarak:
1) Serbest radikal tutucu N-tert-butil-a-fenilnitron (PBN, Sigma) (100
mg/kg/0.1cc, n=3,) veya
2) Salin (0.1cc, n=3) verildi.
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Topikal Peroksinitrit Grubu: Peroksinitritin mikrodamarlar Gzerindeki

etkisini incelemek amaciyla 3 alt grup olusturuldu. Kraniyal pencere
acildiktan sonra, farelerin pial damarlarin tGzerine 10 dakika boyunca topikal
peroksinitrit uygulamasi yapildi. Peroksinitrit uygulamadan 30 dakika Once
baslanarak ve uygulamanin sonuna kadar intraarteriyel strekli infizyonla:

1) Ebselen tedavisi (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-on) (Cayman
Chemical), (12 mg/kg dozda, DMSO iginde, n=4,), (glutatyon
peroksidaz benzeri peroksinitrit tutucu molekul) veya

2) DMSO tasiyici (Dimetil silfoksit) (Amresco Life Science Research
Products & Biochemicals) soliisyonu (SF icinde %60, n=2)),
(ebseleni vermek igin kullanilan tasiyici solusyon) verildi.

3) Uglincli gruba vyalnizca topikal peroksinitrit (0,5 pmol, n=2)
uygulandi.

3.3. Intraarteriyel Kateterizasyon

izofluran anestezisi altindaki farelere sirtistli yatirilarak pozisyon
verildi, ardindan Stereomikroskop (Zeiss Stereomikroskop, SV6) altinda
femoral arter kateterize edildi. Kateterizasyon i¢in ytzeyel dokular temizlenip
sol femoral arter etrafindaki dokulardan ve vaskuler yapilardan izole edildi.
P10 kateteri (Intramedic) arter boyunca ilerletilerek sabitlendi. Kateterin

ucuna heparinli steril salin (20 U/mL) igeren 1 mL’lik enjektor takild.

3.4. Gegici Fokal Serebral iskemi Modeli

Farelerde gegici fokal OSA tikanmasi / reperflizyon modeli intraluminal
filaman metodu kullanilarak yapildi. Oncelikle tikayici ip hazirlandi. Bunun
icin, 15 mm uzunlugunda 8-0’lik naylon filamanin yaklasik 8 mm’lik ug kismi
silikon (Xantropen M Haereus Kulzer, ve Optosil®-Xantropen Activator,

Bayer, Almanya) ile kuntlestirilip kalinlastirildi (Sekil 3.1).
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8-0 naylon ip Silikon kapl kisim

Sekil 3.1. intraluminal filaman modelinde kullanilan tikama ipi (Ref. 78'den

degistirilerek alinmigtir).

Onceden hazirlanmis olan tikayici filaman karotis internaya kadar
ilerletilerek 5-0 ip ile baglanarak sabitlendi. internal karotit artere yerlestirilen
Klip bu esnada kaldirldi. Bu asamadan sonra kraniyal pencere deneylerine
gegcilip flioresan boya verilerek bazal goruntuler alindiktan sonra filaman orta
serebral artere dogru ilerletildi ve direnc hissedildiginde birakildi (Sekil 3.2).

iki saat iskemi sonrasinda filaman geri cekilerek reperfiizyon saglandi.

3.5. Kraniyal Pencere Agilmasi

Kateterizasyonu takiben, deney hayvani yluz Ustu pozisyonda, dis kulak
yollarindan ve burundan sabitlenecek sekilde stereotaksi gergevesine (Digital
Lab Standard Stereotaxic Frame, Stoelting, Amerika Birlegsik Devletleri)
yerlestirildi. Bregma ve sag parietal, frontal kemikler gorulecek sekilde cilt
kesisi yapildi. Beyin ylzeyini agiga ¢ikarmak amaciyla, yuksek hizli matkap
yardimi ile parietal kemikte 5x5 mm’lik bir kemik bdlgesi inceltildi.
Sirtinmeyle olusan 1sinin azaltiimasi amaciyla +4°C’deki yapay BOS
(yBOS) ile sogutma saglandi. inceltilen kemik, laminektomi forsepsi yardimi
ile kaldirldi. Bu esnada duranin hasar gormemesine dikkat edildi. Agilan
kraniyal pencerenin etrafi dental akrilik (Meliodent, Bayer Dental, Almanya) ile
cevrelenerek havuz olugturuldu. Havuz, yBOS (124 mM NaCl, 5 mM KCI,
1,25 mM NaH,POy4, 1,3 mM MgSOy, 2,4 mM CaCl,, 25 mM NaHCOg;, ve 10
mM glukoz; 37°C'de, 95% 0,-5% CO, ile pH=7,4)ile doldurularak serebral

damarlarin i¢cinde bulunduklari fizyolojik kosullar devam ettirildi.
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Sekil 3.2. intraluminal filaman metodu ile OSA orijininin
tikanmasi sematik olarak gorulmektedir (Ref. 78’den

degistirilerek alinmigtir).
3.6. Topikal Peroksinitrit Uygulanmasi

Peroksinitrit literatirde belirtildigi sekilde sentezlendi (Bkz. Bolum
3.10.2). 0,1 M sodyum hidroksit solusyonu icerisinde 1:500 oraninda
seyreltilen stok solisyonun abzorbans degerleri spektrofotometre ile olgulda.
4 kere Olgum yapildiktan sonra ortalama abzorbans degeri hesaplandi.
Tukenme (extinction) katsayisi (1670 M™*.cm™) kullanilarak sentezlenmis olan
peroksinitritin konsantrasyonu hesaplandi (Sekil 3.3).

Son konsantrasyonu 5 mM olan peroksinitrit elde etmek amaci ile 5 pL
peroksinitrit stok solusyonu, 45 pL 0,1 M Tris HCI tampon c¢0zeltisine
(pH=7,4) eklendi. 10 pL’lik karigim, mikropipet kullanilarak, dakikada bir,
topikal olarak beyin ylzeyine uygulandi. Begsinci dakikada ayni karisim taze
olarak tekrar hazirlandi ve ayni yontemle 5 dakika daha verildi. Boylece
peroksinitrit, 0,05 mikromol/dakika dozda 10 dakika sureyle uygulanmis oldu.
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Spektrofotometrede olglilen abzorbans degeri = 0,174 (500 kat

seyreltilmis peroksinitrit igin)

0,174 x 500 = 87;

1 M peroksinitritin abzorbans degeri = 1670 ise

Abzorbans = 87 olcilen cozeltinin peroksinitrit derisimi kactir?

— 87/1670 = 0,052 M = 50 mM peroksinitrit

Sekil 3.3. Peroksinitrit konsantrasyonunun hesaplanmasi.

Ebselen (12 mg/kg), 120 pL’lik DMSO-serum fizyolojik (SF) karisimi
(%60 DMSO) igerisinde ¢ozuldikten sonra peroksinitrit uygulanmasindan 30
dakika once intraarteriyel olarak verilmeye baslandi (1 mikrolitre/dakika).
Peroksinitrit uygulanmasindan 5 dakika 6nce hizi 5 mikrolitre/dakikaya
ayarlanarak deney sonuna kadar intraarteriyel olarak verilmeye devam edildi.
Taslyicl grubuna ise ayni hizla sadece DMSO-serum fizyolojik (%60)

karisimi verildi.

3.7. Mikrodamarlarin intravital Goriintiileme Teknikleriyle incelenmesi

Flioresan izotiyosiyanat-dekstran 70S (FITC-dekstran, molekuler
agirhk=70.000 kDa, Sigma-Aldrich) kan beyin bariyeri hasarlanmadidi stirece
damar disina c¢ikmayan ve vaskiler yatagi goérintilemeye yarayan bir
flloresan isaretleyicidir. Kateterizasyonu ve kraniyal pencere agiimasini
takiben 0,1 mL SF icerisinde 5 mg/mL FITC-dekstran 70S intraarteriyel
olarak verilerek kraniyal pencereden vaskuler yapilar ve beyin dokusuna ait
bazal goéruntuler flioresan eklentili stereomikroskop yardimi ile alinmistir.
Takiben, iskemi ve reperfiizyon deneyleri igin, intraluminal ip yontemiyle OSA
tikanarak 2 saat iskemi ve 2 saat reperfizyon olusturulmustur. Bunun igin

onceden karotis interna seviyesinde birakilan ip, orta serebral artere dogru
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ilerletilip direng hissedildiginde birakilmistir. iki saat iskemi sonrasinda ip geri
cekilerek reperfiizyon saglanmistir. Bu asamada 0,1 mL FITC-dekstran 70S
ek doz olarak verilmistir. Tedavi grubundaki hayvanlara reperfuzyondan 15
dakika 6nce 100 mg/kg/0.1mL i.p. PBN verilmigtir. Deneyler suresince yarim
saatte bir goruntt alinmistir. (Sekil 3.4). Her goruntileme iglemi sirasinda
beyin ylzeyinin egimli yapisi nedeni ile en az 3 adet farkli alana odaklanmig
goéruntaler alindi.

Topikal peroksinitrit deneyleri icin, benzer siralama ile bazal
goruntulerden once FITC-dekstran 70S ayni yontemle verilmig, peroksinitrit
uygulanmasi sirasinda dakikada bir (her bir peroksinitrit uygulamasinin

ardindan) gorunta alinmistir.

P Bazal goriintii

92 fskemi goriintileri
Lt | (30, 60,90,120dak)
Goriintileme
Iskeminin olusturulmasi Reperfizyon gorantiles
(30, 60,90,120dak)

Sekil 3.4. intravital gériintiileme deneyleri: iskemi/reperfiizyon grubu

deney semasi 6zetlenmektedir.

3.7.1. Donanim ve Yazilim

Goruntulemeler igin:
e Nikon SMZ1000 fliioresan eklentili stereomikroskop,

e Nikon Eclipse E600 flioresan eklentili mikroskop
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e Nikon DXM1200 renkli kamera,
e NIS Elements Advanced Research Software v2.3’ten olusan bir
sistem kullanildi.

Stereomikroskop ile 40 kat ve 80 kat buyutulmus goruntuler alindi. 100X
blyutmede goruntt alabilmek igin stereotaksik cergeve yerlestirmeye uygun
hale gelecek sekilde modifiye edilmis Nikon Eclipse E600 flioresan eklentili
mikroskop kullanildi (Sekil 3.5). Iskemi/reperfiizyon siresince, yarim saatte
bir, beyaz 1sik kaynagi ile aydinlik saha; civa buharh 1sik kaynagi ve
flioresan filtre ile yesil flloresan goruntilemeler yapildi. Genis bir alani
goéruntileyebilmek amaciyla, her zaman diliminde en az 3 adet farkl alana
odaklanmis goéruntuler alindi. Goéruntiler, NIS Elements Advanced Research

Software v2.3 ile dijitalize edilerek “tiff” formatinda sabit strtcuye kaydedildi.

buharli 1s1k kaynagi)

Beyaz is1k kaynagi
(halojen lamba)

Li . l.'d

Stereotaksi M/ 4
l&m

Sekil 3.5. Goruntulemede kullanilan mikroskoplar gorilmektedir.

3.7.2. Analiz

Goruntulerin analizi agsamasinda o6ncelikle goruntilerin analize uygun
hale getirmesi igin farkli alanlara odaklanmis ayni zaman dilimine ait resimler
ust Uste getirilerek tam olarak ¢akismalari saglandi (alignment). Daha sonra

her bir resmin odaklanmis oldugu alanlar birlegtirilerek tek bir resim haline
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getirildi (blending by stacking). Bu yontem sayesinde genis bir alanin net
gorulebildigi resimler elde edilebildi.

Daha sonra elde edilen resimlerin analizine gegildi. Bunun igin,
resimlerdeki 12 mikrondan kiguk butin mikrodamarlar sayildi ve Uzerinde
bogumlanma olanlar ve olmayanlar olarak ikiye ayrilarak siniflandinidi (Sekil
3.6).

1) Gorintii Isleme:

100

J

Sekil 3.6. Goruntuleme ile elde edilen verilerin analiz yontemi goérulmektedir.

3.8. Damar igerisine hapsolmus eritrositlerin sodyum borohidrit

boyamasi ile gosterilmesi

iskemi/reperflizyon sonrasinda mikrodamarlar igerisinde hapsolmus
eritrositlerin tespiti igin sodyum borohidrit (NaBH4) kullanildi (79).

Intravital gorintileme deneylerinin sonunda fareler yiiksek doz (1
g/kg) kloralhidrat anestezisi ile uyutuldu. 100 mL heparinli fizyolojik serum,
ardindan 200 mL %4 paraformaldehit solisyonu ile kardiyak perfizyon
gerceklestirildi. Bu sayede damarlar igindeki serbest haldeki eritrositler
yikanmig oldu. Beyinler dekapitasyon ile ¢ikartildi, 1 gin boyunca oda

sicakliginda %10 paraformaldehit soliisyonunda bekletildi. iskemik bélgeden
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1 mm kalnhginda parafin bloklar hazirlandi ve 6 pm kalinliginda doku
kesitleri alindi.

Kesitler, 56°C’de 1 gece deparafinize edildi. Ksilol ardindan etanol ile
hidrate edildi ve PBS’le yikandi. Takiben PBS iginde hazirlanmis %0,2
sodyum borohidrit ¢ozeltisiyle 30 dakika muamele edildi. Strenin sonunda
kesitler tekrar PBS ile yikandi, Hoechst 33258 (Sigma) (fluoresan i1sima
yapan hicre ¢ekirdegi boyasi ve kapatma sollsyonu) ile kapatildi.

indirgeyici bir molekll olan NaBH,, hemoglobinin yapisinda bulunan
demir ile reaksiyona girerek, ona flioresan 6Ozellik kazandirir. FlUoresan
eklentili bir mikroskop ve 510-560 nm dalga boyundaki 1$1g1 geciren bir
flioresan filtre yardimiyla, damarlar igerisinde hapsolmus eritrositler kirmizi
Is1Igin dalga boyuna denk gelen flioresan 1sik yayarlar. Deney gruplarinda
yapilan boyamalar sonrasinda 20X buyutmede iskemik ve iskemik olmayan

hemisferlerden goruntaler alindi.

3.9.izole edilmis Retinal Mikrodamarlarin in vitro Gérintilenmesi

Deneyleri

3.9.1. Deneylerin Yapiligi

Hazirlik deneylerinde daha dnceki deney paradigmalarinda kullanilan
fare irki olan Swiss albino retinasindan izolasyon yapilmaya calisildi ancak,
retinal pigment bulundurmayan Swiss albino cinsi farelerden retina
izolasyonu yapmanin teknik agidan ¢ok zor oldugunun anlasilmasi Uzerine,
bu deneyler icin 6-8 haftallk SV-129 fareler kullaniimasina karar verildi.
Fareler yuksek doz (1 g/kg) kloralhidrat anestezisi ile uyutulduktan sonra hizl
bir sekilde her iki gbéze eniikleasyon vyapildi. Gozler +4°C’deki idame
solusyonu igerisine (140 mM NacCl, 3 mM KCI, 1,8 mM CacCl,, 0,8 mM MgCl,,
10 mM Na-Hepes, 15 mM mannitol ve 5 mM glukoz; ozmolarite dl¢clldu ve
distile su ile 310 miliosmol/L olarak ayarlandi) konuldu. Damardan zengin
retina tabakasi stereomikroskop altinda gozun diger katmanlarindan

ayristirildi. 2,5 mL Earle’dn dengeli tuz solisyonu (Sigma-Aldrich E3024; ek
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olarak 0.5 mM EDTA, 20 mM glukoz, 15 U papain (Sigma-Aldrich) ve 2 mM
sistein) ile 33°C’de 15 dakika siireyle enkiibe edildi. Sollisyon igerisindeki
papain enzimi, mikrodamarlarin etrafindaki kollajeni yikarak damarlarin retina
dokusundan ayrigsmalarini ve etraflarindaki perisitlerle birlikte daha kolay
goruntulenebilir hale gelmelerini sagladi. Solusyonlar, pH’larini 7,4’te
tutabilmek ve oksijenasyonun devamini saglayabilmek amaciyla butin
deneyler siresince %95 oksijen-%5 karbondioksit gaz karisimi ile
havalandirildi. 15 dakikallk enklUbasyonun ardindan retinalar idame
solisyonuna aktarilarak deney yapilana kadar bu ortamda tutuldu.

iskemi/reperfiizyonu taklit etmek icin OGD/reoksijenizasyon deneyleri
yapildi. Bu amagla, bir retina pargasi alinarak vitreal yuzu yukari bakacak
sekilde 60 mm’lik petri kabina konuldu. 33°C’deki, oksijen ve glukoz iceren
fizyolojik soltsyon ile (124 mM NaCl, 26 mM NaHCO3, 1 mM NaH,;PO,, 2,5
mM KCI, 1,8 mM CaCl2, 2 mM MgCl,, 10 mM d-glukoz; karbojen ile
havalandirildi) stperfize edildi. OGD olusturmak icin retinalar, glukoz yerine
7 mM sikroz iceren ve karbojen yerine %95 N,-%5 CO; ile havalandiriimis
olan iskemik solusyon ile 30 dakika enkiibe edildi. Reoksijenasyon
(reperfiizyon) iskemik soliisyon yerine tekrar fizyolojik solisyon 30 dakika
sureyle uygulanarak saglandi. PBN verilen deneylerde, PBN (100 uM olacak
sekilde) reoksijenasyon sollisyonuna eklendi (Sekil 3.7).

Peroksinitrit  uygulanan grupta, peroksinitrit A  solisyonunda
seyreltilerek (30 pM konsantrasyonda), hacimce 1:1 oraninda retinanin

uzerine eklendi ve 30 dakika boyunca goruntuler alindi.

3.9.2. Deney Gruplari

izole edilmis retinal mikrodamarlar 5 grupta incelendi:

1) 30 dakika sureyle OGD (n=4 mikrodamar, 9 perisit)

2) Once 30 dakika OGD, ardindan 30 dakika reoksijenizasyon (n=1
mikrodamar, 3 perisit)

3) Once 30 dakika OGD, ardindan 30 dakika PBN'li sollisyon ile

reoksijenizasyon (n=2 mikrodamar, 5 perisit)
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Sekil 3.7. izole edilmis retinal mikrodamarlarin in vitro gériintillenmesi

deneylerinde kullanilan teghizatlar.

4) Peroksinitrit (fizyolojik solisyon igerisinde, 30uM, n=3 mikrodamar,
5 perisit)
5) Fizyolojik solisyon (n=2 mikrodamar, 4 perisit) uygulandi.

Butun deneyler boyunca mikrodamarlarin video goruntuleri kaydedildi.

3.9.3. Goruntileme ve Analiz

izole retinalar isiticii Olympus IX-71 ters (inverted) mikroskopu
(Olympus Co., Japan) ile DIC (Differential interference contrast) goéruntileme
teknigiyle, 40X objektif kullanilarak goéruntulendi. Mikroskopun sagladigi 10
kathk ara buyutme de hesaba katildiginda bu sistem 400 kat buyutme
saglayabilmektedir. Goruntuler DP Controller Software ver. 3.1.1.267
(Olympus, Japan) yazilimi kontrolindeki Olympus DP30 monokrom dijital

kamera ile alindi.12 ym ¢apindan klguk, etrafinda tipik kambur gérintisune
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sahip perisitler bulunduran mikrodamarlara odaklanildi. Deneyler suresince
seri olarak 10-20 saniyede bir resim cekildi ve bu resimler zaman aralkh
video cekimi (time-lapse video) olarak kaydedildi. Bu filmler 24 fps avi
formatinda ve tek resimler jpeg formatinda 1360x1024 piksel ¢ézunurluginde
kaydedildi.

Goruntt analizi igin dlgim yapilacak mikrodamarlar segilirken deney
suresince damarin odak disina cikmamis olmasina 6nem verildi. Analiz,
perisit komsulugundaki lumen c¢aplari dlgulerek yapildi. Bazal degerleri ve
ayrica OGD sonrasi, reoksijenasyon sonrasi ve PBN sonrasi en dusuk
degerleri Olgulerek ortalamalari alindi ve bu degerler gruplar arasinda

karsilastirildi.

3.10. Matriks Metalloproteinazlar ile Peroksinitrit Etkilegsiminin Jelatin

Zimografi Yontemiyle incelenmesi Caligmasi

3.10.1. Deney Gruplari

Jelatin zimografi, matriks metalloproteinazlarin enzim aktivitesini
kiyaslamayl amaclayan sodyum dodesil stlfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) temelli semikantitatif bir yontemdir. Bu yontemde, SDS
(denature edici madde) ve jelatin igeren poliakrilamid yapidaki bir jel Gzerine
caligilacak proteinler yuklenerek elektroforez ile yurutulur. Proteinler molekul
agirhklarina gore agirdan hafife dogru siralanirlar. Daha sonra, anyonik
olmayan bir deterjan olan Triton X-100 (Merck) kullanilarak jel yapisinda
bulunan SDS yikanir, bdylece proteinler renattre olabilirler. Ardindan, 1-2
gece slreyle optimum enzimatik aktiviteye uygun bir tampon c¢ozelti iginde
(developing buffer), enzimin jelin igindeki jelatini yikmasi beklenir. Sonra Jel
Coomassie mavisi adli protein boyasi ile boyandiginda, jelatin iceren kisimlar
maviye boyanirken, MMP2 ve 9 bantlarinin bulundugu vyerlerdeki jelatin
yikilmis oldugu icin, bantlarin bulundugu yer seffaf kalir (80). En sonda

goruntileme yapilip optik dansite dlgimuyle bantlar dlgulerek analiz yapilir.
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Bu ¢alismada, rekombinan matriks metalloproteinazlar 2 ve 9 (MMP2
ve 9) deney tupunde peroksinitrit ile enklbe edilerek MMP aktivasyonunun
gerceklesip gerceklesmedigi arastirildi. Bu deneyler igin MMP2 ve 9
proteinleri (Chemicon):

1) Farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 10, 100, 1000 uM) peroksinitritle,

2) Peroksinitritin - dekompozisyon drunleriyle (kontrol, 100 pM)

enkube edildi.

3.10.2. Peroksinitrit Sentezi

Peroksinitrit sentezi Joseph Beckman'in tarif etti§i yontem esas
alinarak gercgeklestirildi (81). Bunun icin 6ncelikle, 0,7 M HCI + 0,6 M H,0O,,
0,6 M NaNO, ve 3M NaOH solusyonlari hazirlandi, sonra da bu solusyonlar
30 mL’lik enjektorlere c¢ekilerek bir enjektér pompasina (Aladdin
Programmable Syringe Pump, World Precision Instruments) yerlestirildi. Bu
islem icin pompa, 5 enjektdri alabilecek sekilde modifiye edildi. Hizi 17
mL/dakikaya ayarlanarak belirtilen kimyasallarin reaksiyona girmesi saglandi
(Sekil 3.8).

NaNO, HCI + H,0, NaNO, HCI + H,0,

ONOO™
(Peroksinitrit)

Sekil 3.8. Peroksinitrit sentezinin sematik gosteriimesi (Ref. 81’den

degistirilerek alinmigtir).
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Orta kuvvette asidik ortamlarda, nitréz asit kuvvetli bir nitr6zonyum
donéridir. Boylece asagidaki reaksiyonda da goéralduga gibi, hidrojen
peroksite nitrzonyum katilmasi sonucu peroksinitréz asit olusmaktadir (Sekil
3.9):

NO; + HY —» HO¢ ---9N=0

lm. N

0O-0 —» O OH ;y*
H')O / \ \\N_O/ .
“ H H

Sekil 3.9. Peroksinitrit olusumunun basamaklari (Ref. 81’den alinmistir).

Asidik ortamda, peroksinitroz asitin yari omru 1 saniyeden kisadir, bu
nedenle son asamada karisima sodyum hidroksit eklenerek yuksek miktarda
peroksinitrit anyonu elde edilebilmektedir.

Elde edilen karisim, daha sonra mangan dioksit (MnO) taslari
Uzerinde 30 dakika kadar bekletilerek icerisindeki reziduel hidrojen
peroksinitritten arindirilmasi saglandi. MnO, taslarini sentezleyebilmek igin
su yontem kullanildi: 8 gr potasyum permanganat 50 mL suda ¢ozllerek
tzerine 500 mL %95 etanol yavasca eklendi ve bir gece boyunca karigtirildi.
Karisim ertesi gun 2-3 litre suyla yikanarak vakum filtrasyonuna tabi tutuldu.
Filtrenin Uzerinde kalan kalin kahverengi c¢okelti toplandi ve birkag gun
kurumaya birakildi. Olusan kahverengi MnO, taglari dovilerek yaklasik 5
mm’lik kigUk pargalara ayristirildi.

Sentezlenen peroksinitritin konsantrasyonu spektrofotometrede 302
nm dalga boyundaki abzorbansi olgulerek hesaplandi. Tukenme katsayisi
1670 M* cm™ olarak alindi. Hesaplanan konsantrasyonlar 50-100 mM

arasinda idi.
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3.10.3. Zimogram Jelinin Sentezi

Ticari zimogram jellerinin raf dmru kisa oldugu igin, jeller deney sabahi
dokulerek taze olarak hazirlanmigtir. Jeller istif (stacking) ve ayrim
(seperating) jeli olarak iki ayri kisimdan olusur. Kullanilan tarif Tablo 3.1°de

gOsterilmektedir.

Tablo 3.1. Zimogram jeli tarifi.

ISTIF JELI (%5) AYRIM JELI (%10)

iki kere distile edilmis su: 3.4 mL iki kere distile edilmis su: 3.0mL
Acrylamide/Bisacrylamide: 0.83 mL Acrylamide/Bisacrylamide: 3.3 mL
Jel Tamponu-1: 0.63 mL Jel Tamponu-2: 2.5mL

Gelatin: 1mL

%10 SDS: 0.05 mL %10 SDS: 0.1mL
%10 APS: 0.05 mL %10 APS: 0.1mL
TEMED: 4l TEMED: 4l

Stok Cozeltiler:

1. 30% Akrilamid/ 0.8% Bis-akrilamid 50 mL:
15 gr akrilamid + 0,4 gr bis-akrilamid, 30 ml dH,O’ya eklenir, tamamen

¢6zunene kadar karigtirilir, 50 mI'ye tamamianir.

Filtrelendikten sonra 4°C’de folyoya sarili sekilde saklanmalidir.

2. Jel-tamponu-1 (=0.5M Tris pH 6.8)
30.25g Tris bazi, 200 mL dH,O’ya eklenir, pH'si 6,8’e ayarlanir. lyice

kanistirip ¢ézdikten sonra 500 ml’'ye tamamlanir.

3. Jel-tamponu-2 (=1.5M Tris, pH 8.,8)
90.75g Tris bazi, 200 mL dH,O’ya eklenir, pH'si 8.8’e ayarlanir. lyice

kanistirip ¢ézdikten sonra 500 ml’'ye tamamlanir.
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4. 10% amonyum persulfat (w/v)

Taze hazirlanmalidir.

Malzemeler hazirlandiktan sonra jel dokme kalibi hazirlanir. Aralarina iki
ayirag (spacer) yerlestirdikten sonra 2 cam kalip dizeneg@e yerlestirilir. Alttan
sizintt olmamasi 6nemlidir, sizinti olup olmadigi az miktarda distile su ile
kontrol edilir.

Ayirici jel karigimi hazirlandiktan sonra, pipetle hizlica ama dikkatli bir
sekilde kenarindan kaliplarin arasina dokulir, bu esnada Ustte kabarcik
olusmamasina dikkat edilir. Katalizorler eklendikten sonra jel solusyonu 5-10
dakika icerisinde tamamen donmaktadir. Ust kismin diizgin bir yizey
olusturmasi icin 0,5cc kadar butanol veya izopropopranol yavasca eklenir. Jel
tamamen donduktan sonra konan alkol geri bogaltiir ve istifleyici jel

hazirlanarak Uzerine ayni sekilde dokulur. Doker dokmez, son olarak tarak

yerlestirilerek donmaya birakilir, bdylece kuyular olusturulmus olunur (Sekil
3.10).

-
= 8\

Sekil 3.10. Jel Zimogram igin jel dokilme asamalari goérilmektedir.
3.10.4. Jelatin Zimografi Deney Protokoli

o Stok MMP2-MMP9 soliisyonu, 50 mM PBS (pH=5,5) icerisinde 50 kat
seyreltilerek 10’ar pyL halinde ependorflara konuldu.

o Stok peroksinitrit, 0, 1, 10, 100, 1000 uM’lik derigimler elde edilecek
sekilde soduk (+4°C) ve 6nceden degaze edilmis (degassed) distile su
ile seyreltildi. Suyun 6nceden degaze edilmesinin sebebi, normalde
icinde ¢6zinmuUs olarak bulunan karbon dioksitin (CO,), peroksinitritle

reaksiyona girerek onun hizla dekompoze olmasina sebep olmasidir.
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Daha sonra, dnceden hazirlanmigs dekompoze peroksinitrit 100 pM
olacak sekilde seyreltildi. Dekompoze peroksinitrit (peroksinitrit yikim
artnlerinden olan nitrit ve nitrattan olusur), peroksinitritin pH’s1 7,4
olan 50 mM PBS’te 30 dakika bekletiimesiyle olusturuldu.
Peroksinitritin 7,4 pH’daki yari dmru 1 saniyenin altindadir. Bu sayede
30 dakika i¢inde tamamen dekompoze olur.

10 pL MMP2-9 solusyonlarinin her birinin Gzerine 1 pyL peroksinitrit (0,
1, 10, 100, 1000 uM) veya dekompoze peroksinitrit (100 uM) eklendi.
Olusan karisimin pH’si 7,4’e ayarlandi. Ependorflar énceden 37°C’ye
getiriimis etuve konuldu. 5 dakika arayla 2 kere daha peroksinitrit ve
dekompoze peroksinitrit ilgili ependorflara eklendi.

45 dakika enklUbasyon sonrasinda MMP’ler etivden cikartildi ve
Jelatin Zimografi asamasina gegcildi.

10 pL protein (MMP2-9) solisyonu, 10 pL Tris-Glisin SDS numune
tamponu (sample buffer) (2x) ile karistirilarak oda sicakhginda 10
dakika bekletildi.

20’ser pL'lik numuneler kuyucuklara yuklendi. Jel, 1x Tris-Glisin SDS
ylritme tamponu (running buffer) ile +4°C’de, 125 voltta, 4 saat
yaratalda.

Yuratme tamamlandiktan sonra, jel kaliptan ayrildi. Kiguk bir kaba
konulmus renatire edici tampon ¢ozeltisi icinde 30 dakika sallandi. Bu
sayede vyurutmeden o©Once denatire edilen MMP2-9 proteinleri,
renatire edilerek enzimatik aktivitelerini geri  kazanmalari
saglanmaktadir.

30 dakika sonunda tampon ¢ozelti dokulerek yerine gelistirici tampon
(developing buffer) konuldu ve 30 dakika sallandi. 30 dakika sonunda
tampon ¢ozelti tazelendi ve 40 saat 37°C’de enkube edildi. Bu sayede
MMP2 ve 9un, jel uzerindeki jelatini yikabilmesi icin optimum
enzimatik kosullar saglanmaktadir.

40 saatin sonunda gelistirici tampon dokulerek boyama asamasina
gegcildi. Jel, uygun c¢ozeltide hazirlanmis (Metanol/Asetik asit/Distile su:
50/10/40) Coomassie Mavisi R-250 (Bio-Rad) (0.5% w/v) ile 30 dakika
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sallandi. Daha sonra 2 saat kadar boya uzaklagtirici (destaining)
tampon c¢oOzeltisi ile sallanarak bantlarin ortaya cikmasi saglanmig

oldu.

3.10.5. Zimogram Jellerinin Goruntilenmesi

Jellerin goruntilenmesi Kodak Gel Logic 100 sistemi ile yapildi. Bu
sistemde, karanlik bir odacik igerisindeki Coomassie mavisi ile boyanmis jelin
icinden ultraviyole 1s1k gecirilir (UV transilluminasyon). Gegen 1sik monokrom
dijital kamera ile kaydedilir. Neticede 1s1giIn gegme miktarina gore gri
degerlerinden olugan bir goruntu olugur. Bant bolgelerinden daha ¢ok isik
gecebildiginden bantlar parlak gorullr. Bagska bir deyisle optik yogunluklar
yuksektir.

Elde edilen goruntiler Kodak MI Molecular Imaging v5.0 yazilimi ile

dijitalize edilerek sabit suruclye kaydedildi. Analizleri ayni yazilimla yapildi.

3.11. istatistiksel Analiz

intravital mikroskopi calismasinin istatistiksel analizinde tedavinin
etkisi Mann-Whitney U testi ile kargilagtirildi. Topikal peroksinitrit uygulanan
deneylerde tedavi verilmemis kontrol ve DMSO gruplari birlestirilerek ebselen
tedavisi verilen grupla karsilastirildi. Retinal mikrodamarlarin ¢aplarinda
OGD ve reoksijenizasyon sonrasi olugan degisiklikler Wilcoxon signed-rank
testi ile, tedavinin etkisi ise Mann-Whitney U testi ile karsilagtirildi. p<0,05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Serebral Mikrodamarlarin intravital Goriintiilleme Teknikleriyle

incelendigi Calismanin Bulgular

4.1.1. Deney protokoliiniuin yerlestirilmesi

intravital gérintiileme deney diizeneginin oturtulmasi ve deneylerin
yapilmasi sirasinda toplam 36 deney yapilmis, 15 deney basarili olmus ve
calisma gruplarina dahil edilmigtir. Bu c¢alismalarin 6nemli bir kismini
protokollin oturtulmasi esnasinda yapilan pilot deneyler olusturmaktadir. Bu
yontemin en buyuk zorlugu kranial pencere agilip FITC-Dekstran ile bazal
goruntuler alindiktan sonra hayvanin stereotaksiden cgikartilarak iskeminin
olusturulmasi ve tekrar stereotaksiye yerlegtirilerek ayni alanin bulunmasi, bu
esnada da kranial pencerenin zarar gérmemesine dikkat edilmesidir. Bu
gucliik, basari oranini disuren belirleyici faktér olmustur. Ozellikle iskeminin
erken donemlerinden itibaren ve reperfuzyon esnasinda kan beyin bariyerinin
bozulmasina bagll olarak FITC-Dekstranin ekstravaze olmasi ve damar
kontrastini azaltarak goruntu kalitesini kimi deney hayvanlarinda ciddi sekilde
etkiledigi tespit edilmistir. Ekstravazasyonun yaygin bir dagilim vyerine
multifokal 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.1). Ekstravazasyonun ¢ok
siddetli oldugu deneyler calismaya dahil edilmemistir. Kranial pencere ile
calismanin zorlugu ise pencere acildiktan sonra fizyolojik kosullarin
surddurdlebilmesidir. Bunun icin ilk olarak fosfat tamponlu salin (PBS)
kullanildi ancak damar butlinlaginin korunmadiginin géralmesi Uzerine ikinci
olarak agar denendi. Agarla purtzsuz bir ylzey olusturmakta guglik gekildigi
icin kaliteli géruntt almakta guclik cekildi. Bunun tzerine pencerenin tzerinin
37°C'deki yBOS ile ortiilmesine karar verildi. yBOS igerigi ve kimyasal
Ozellikleri fare BOS’unun igerigiyle ayni olan bir ¢ozeltidir. Elektrofizyoloji
calismalarinda da kullanilan bu solisyon sayesinde gorintl kalitesinden

o6dun vermeden fizyolojik kosullar devam ettirilebildi.



52

Sekil 4.1. iskeminin heniiz baginda kan beyin bariyerinin sizdirmasina bagl

cok sayida ekstravazasyon alanlari oklarla gdsterilmektedir (Olgcek=100 pm).

4.1.2. iskemi/Reperfiizyon Grubu

Kontrol grubunda 2 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon yapilarak, FITC-
70S ile doldurulan makro ve mikrovaskuler yataktaki degisimler takip edildi.
Yapilan 6n deneyler sirasinda iskemiyi takiben mikrosirkilasyonda birinci
saatten itibaren bogumlanmalarin basladigi ve ikinci saatte maksimuma
ulagtigi tespit edildi. Bu nedenle deney protokolinde iskeminin ikinci
saatindeki bogumlanmis damarlarin sayilmasina karar verildi. Benzer sekilde
reperflzyon sirasinda oOzellikle tedavi edici ajanlarin etkisini iyi tespit
edebilmek amaciyla reperfuzyonun ikinci saatindeki bogumlanmis damarlar
sayildi. Bu grup farelerde, iskeminin 120. dakikasinda kapiller damarlarin

%56+3’Unde bogumlanmalar tespit edilirken, bunu takip eden reperfizyonun
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120. dakikasinda bu rakam %62+3’e c¢ikti (n=3 fare, toplam sayilan
mikrodamar sayisi=555) (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. iskemi/reperfliizyonu takiben mikrovaskiiler yatakta

bodumlanmalar (okbaslari) gérulmektedir (I, iskemi; R, reperfiizyon;
rakamlar goruntulerin iskemi ve reperfiizyonun kaginci dakikasinda

alindigini belirtmektedir, 6lcek=100 pum).

Bu bogumlanmalar gerek damar uzunlugu boyunca gerekse
perisitlerin  yogun olarak bulundugu c¢atallanma bdlgelerinde gorulda.
Bogumlanmalarin gerisinde, plazma stazina bagl olarak flioresan maddenin
daha yavas akmasi nedeniyle sinyal yogunlugunda artis tespit edildi (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Modifiye edilmis mikroskopla elde edilen 100 kat buyutmeli
gorantide kesintili mikrodamarlar gérulmektedir (okbaslari bogumlanmalari

gostermektedir, 6lcek=50 pm)

Aydinhk saha goruntulerinde, bu bogumlanmalarin arasinda

hapsolmus eritrosit rulolari gorulda (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Soldaki resimde eritrosit rulolari beyaz isikla alinmig gorintide

kirmizi olarak gorulmektedir. Ortadaki resimde ayni alanin flioresan isikta
alinmis goéruntistinde FITC-Dekstran (yesil) tasiyan plazma goérialmektedir.
Sagdaki resimde ilk resim siyah beyaza cevrilmis ve ikincisiyle Ust Uste
getirilmistir. Eritrosit rulolarinin takildigi bogumlanmalari izleyen ince plazma

seritleri gortimektedir (Olgek=30 um).

Ayni deneyin sonunda histolojik kesitler alinarak, perisitleri isaretlemek
amaciyla o-SMA’ya Kkarsl gelistirilen antikorlarla (fare, monoklonal,

Neomarkers), immunflioresan isaretleme yapildi. Konfokal mikroskop ile
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alinan goruntulerde bogumlanmalarin hemen yaninda perisitlerin yer aldigi
gorulda (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Anti-a-SMA antikoru ile isaretlenmis (yesil) perisitlerin kasilip
borohidrit ile igsaretlenmis (kirmizi) eritrositleri hapsederek kapiller kan
akimini tikamasi gorulmektedir. Inset: Sodyum borohidritle muamele

edilmis kortikal bir alanin flioresan mikroskopi ile alinan gérintusa.
Sekil 4.3’teki goruntulerin alindigi korteks kesitinde korteksin derinine
dalan damarlarda takili kalmig eritrositler goruliyor. Okbaglariyla
gosterilen yesil renkli alanlar anti-a-SMA antikoru ile isaretlenmis

perisitlere karsilik gelmektedir (Olgek=10 pm).

Reperfuzyondan 15 dakika o6nce PBN verilmis olan grupta ise
bogumlanmis damar orani iskeminin 120. dakikasinda %64+3 iken, 2 saat
reperflzyonun ardindan istatistiksel olarak anlamli derecede azalarak
%30+4’e dustu (n=3 fare, toplam sayilan mikrodamar sayisi=620, p<0.05)
(Sekil 4.6 ve 4.7).



Iskemi/reperfiizyon
L1 R —

Bogumlanmis damar yiizdesi

Kontrol PBN

Sekil 4.6. iskemi/reperflizyon sonrasi tedavi verilmemis grupla,
PBN tedavisi verilen grubun bogumlanma gosteren damar
yuzdeleri karsilastiriimaktadir. Kontrol grubuyla
karsilastinildiginda PBN verilen grupta anlamh fark saptanmistir
(*, p<0,05). 1120, iskeminin 120. dakikasl; r120, reperfuzyonun
120. dakikasi.

56
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iskemi: 120. dak.

k

PBN tedavisi + Reperfiizyon: 120. dak

Sekil 4.7. Ust sirada yer alan resim iskemi sonrasi 120 dakikayi
gOstermektedir. Mikrodamarlarin blyuk bir kisminin Ustinde bogumlanmalar
gorulmektedir, orta serebral arterin dali yildizla isaretlenmistir ve iginde akim

yoktur. Alt sirada ise ayni farenin reperfliizyondan 15 dakika énce verilen
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PBN tedavisinden 2 saat sonra tikall kapiller sayisinin 6nemli dlgude azalip,
mikrodolasimin diizeldigi gértlmektedir. Yildiz isaretiyle gosterilmis olan OSA
dalinin reperflizyon sonrasi FITC-Dekstran ile yeniden doldugu, yani

rekanalize oldugu gorilmektedir (Olgek=100um).

4.1.3. Topikal Peroksinitrit Uygulamasi

Yalnizca topikal peroksinitrit uygulanan kontrol farelerde, peroksinitrit
kortikal mikrodamarlarin %49+2’sinde (n=4, toplam sayilan mikrodamar
say1si=396) segmental darliklara yol acti (Sekil 4.8). Tasiyici (DMSO) verilen
grupta anlamli degisiklik gézlenmedi (4713, n=2, toplam sayilan mikrodamar
sayisi=252). Ebselen verilen grupta ise bu oran %30+3’e dustu (n=4, toplam

sayllan mikrodamar sayis1=423, p<0,05) (Sekil 4.9).

Sekil 4.8. Topikal peroksinitrit uygulanmasini takiben mikrodamarlarin

tzerinde kesintiler ve tikanikliklar olusmaktadir (Olgek=60 pm).
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Sekil 4.9. Topikal peroksinitrit uygulanmasini takiben tedavi
veriimemis grupla, Ebselen tedavisi ve tasiyici verilen grubun
bogumlanma gésteren damar yuzdeleri gorilmektedir. Ebselen
tedavisi verilen grup ile verilmeyen diger iki grup birlestirilerek

karsilastirildiginda anlamli fark saptanmaktadir (*, p<0,05).

4.2.izole edilmis Retinal Mikrodamarlarin in vitro Goruntillenmesi

Calismasi Bulgulari

izole edilen retinal mikrodamarlarda OGD esnasinda 25 perisit canli
olarak izlenmistir. 9 tanesi oksijen-glukoz bulundurmayan iskemik sollisyona
gecildikten 420+42 saniye sonra kasilarak bitisigindeki lumen c¢apinin
daralmasina sebep oldu (Sekil 4.9). Bu deneyler esnasinda OGD o6ncesi
mikrodamar ¢api 5,6+0,8 iken OGD esnasinda 3,6£0,7 um’ye dustu, baska
bir deyisle mikrodamar limeni OGD esnasinda perisit komsulugundaki
bbdlgede bazal degerinin %62+4’Gne daraldi (n=9 perisit, p<0,05). Tekrar
normoksik ve normoglisemik perfizyon sivisina gecilmesi sonrasi dizelme

olmadi ve bu oran %61+9 olarak tespit edildi (5,5+0,5 pm, n=3 perisit).
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Sekil 4.10. OGD'yi takiben perisitlerin kasilarak sekil degistirdikleri ve komsu
lGmen ¢apini daralttiklar gérulmektedir (kirmizi noktalarla isaretli kisimlar

kapiller lumeni géstermektedir, 6lcek=10 pum).

OGD sonrasi reoksijenizasyon sivisina PBN (100 uM) eklenen grupta
ise, bazal cap 4,1+0,3 uym iken, OGD sonrasi ¢ap 2,5+0,1’a, yani bazal
dederin %63+3’Une dustu (p<0,05). PBN ile reoksijenizasyon sonrasi ise
tekrar 3,5£0,2 ym’ye, bazal degerin %87+4’U ne ¢ikti (n=5 perisit). Bu olay
reoksijenizasyonu takiben 510175 saniye civarinda gergeklesti (Sekil 4.10).

Perflzyon odacigindaki izole retinal mikrodamarlara peroksinitrit (30
MM) uygulanmasi ile perisit kontraksiyonu gergeklesti ve Iimen capi
daralarak 6,3+0,9 uym’'den 4,4+0,7 ym’ye dustl (n=5 perisit, p<0,05) (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11. OGD sonrasi ve reoksijenizasyon sirasinda, PBN tedavisi verilen
ve verilmeyen gruplarin lumen ¢api yuzde degisimleri gorulmektedir. OGD
sonrasl mikrodamar ¢api degerleri bazale goére daraldi (*, p<0,05).
Reoksijenizasyon sonrasi degerler karsilastirildiginda PBN verilmesinin

anlaml farka yol agtigi saptanmistir (#, p<0,05).

Sekil 4.12. Peroksinitrit uygulamasi sonrasi perisitlerin kasilarak sekil
degistirdikleri ve komsu lumen ¢apini daralttiklari géralmektedir (kirmizi

noktalarla isaretli kisimlar kapiller limeni gostermektedir, 6lcek=10 pm).
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4.3. Matriks Metalloproteinazlar ile Peroksinitrit Etkilesiminin Jelatin

Zimografi Yontemiyle incelenmesi

llk olarak, jelatin zimografi teknidi protokoli caligir hale getirildi ve
tekrarlayan denemelerde basarili sonuglar alindi. Deneylerde ne kadar
MMP2 ve 9 proteini kullanillacagina karar vermek igin artan
konsantrasyonlarda MMP2 ve 9 standart proteini kuyulara yuklendi. Yapilan
denemeler sonunda 20 nanogram MMP ile diger deneylerin yapilmasina
karar verildi (Sekil 4.11).

nogram MMP)

Sekil 4.13. MMP-9 standart proteinleri ile elde edilen jel

zimografi gorintisu. Resmin Ustliinde her kuyucuga yuklenen
pozitif kontrol protein miktari gérilmektedir. 20 ng ile protein
yuklenmesi ile en iyi sonug elde edilmis ve MMP-9 proteinine ait

aktiviteler izlenmisgtir.

0O uM, 1 pM, 10 pM, 100 pM, 1000 pM peroksinitrit ve 100 pM
dekompoze peroksinitrit 20’'ser nanogram MMP2 ve 9 standart proteini ile
protokolde belirtildigi yontemle enkube edilerek zimografi yapildi (n=2) ve jel
goruntuleri alindi. Dekompoze peroksinitrit kontrol olarak kullanildi. Her iki jel
goruntust degerlendirildiginde birbiriyle benzer bulgular tespit edildi.
Deneylerden birine ait jel goruntusu Sekil 4.12°de gosterilmektedir. 1 ve 10
MM konsantrasyondaki peroksinitrit MMP9 aktivasyonuna sebep olmus (aktif
MMP9 bant yogunlugu konsantrasyon ile giderek artmis), ancak yuksek
konsantrasyonlarda (100 ve 1000 uM) MMP’lerin aktivitesinin belirgin élgtide
azaldigi gOruimustar. Dekompoze peroksinitrit ile dusuk

konsantrasyonlardaki peroksinitritin bant buydklikleri ise benzerdir.
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Sekil 4.14. Peroksinitritin yiksek konsantrasyonlarinda (100 uM ve 1000 pM)
MMP’lerin aktivitesinin belirgin dlgude azaldigi gorulmektedir. Dekompoze
peroksinitrit ile duguk konsantrasyonlardaki peroksinitritin bant bayuklukleri

benzer olarak gorulmektedir.
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TARTISMA

inme tedavisinde son yillarda kullanilmaya baslanan tPA (doku
plazminojen aktivatort) enzimi ile tikali arterin rekanalizasyonu yontemi,
dokuyu kurtarmaya yonelik fakat acil yaklasim gerektiren bir tedavi olanagi
sunmustur. Ancak tPA ile de beklenenden daha az basari elde edilmistir.
Bunun en o6nemli nedeni ise, 0zellikle gecikmis rekanalizasyonla ortaya
¢ikan, reperflzyon hasaridir. Bu nedenle hali hazirda elimizde var olan
rekanalizasyon tedavisini daha basarili hale getirmek icin reperflizyon
hasarina yonelik tedavi stratejileri gelistirmek inme aragtirmalarinin temel
amaclarindandir.

Daha o6nce laboratuvarimizda vyapilan bir c¢alismada iskemi ve
reperfizyon sonrasi erken donemde mikrodamarlarin Gzerlerinde
bogumlanmalarin meydana geldigi ve boylece tikandiklari histolojik
yontemlerle ex vivo olarak incelenen beyin kesitlerinde tespit edilmisti. Elde
edilen veriler, bu tikanmalardan perisit kasilmasinin sorumlu olabilecegini
disundirmekteydi. Bu tezin ana amaci ise bu bulgular in vivo ortamda
intravital goruntiuleme yontemleri ile test etmek ve izole retina
mikrodamarlarinda perisit kasilmasini direkt olarak gozlemektir. Ayrica bu
deneysel dizeneklerde peroksinitritin  mikrosirkilasyon ve perisitler
Uzerindeki etkilerini arastirmaktir.

Kortikal mikrosirkilasyonun intravital yontemlerle gorintilenmesi
calismalarinin baglangici Rosenblum ve Zweifach’in yaklagik 40 yil dnceki
deneylerine dayanmaktadir (82-84). Kranial pencere agcilarak flioresan
boyalarla kortikal mikrodolagsimin incelenmesine ise 1990 sonrasinda
baslanmigtir. Dirnagl ve arkadaslari bu amagla lazer taramali konfokal
mikroskopiyi kullanirken (85, 86) Hudetz ve arkadagslar epiflioresans
videomikroskopi yéntemini kullanmiglardir (31, 87). iki yéntemin farkl
ustlnldkleri vardir, konfokal mikroskopi ile 250 pm derinlige kadar
inilebilirken, epiflloresans mikroskopi ile daha genis bir yizey alaninda, daha
hizli veri elde edilebilmektedir. Bu tezde, olabildigince ¢ok mikrodamar

incelenmesi hedeflendigi icin epiflioresans ydntemi segcilmistir. intravital
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goruntileme yoénteminin uzun sureli fokal iskemi ve reperflizyon esnasinda
mikrodolasimin incelenmesi amaciyla kullaniimasi ise olduk¢a yenidir ve ilk
kez 2002 yilinda Pinard ve arkadaslari tarafindan gerceklestiriimigtir (88).
Epiflioresans teknigi ile fokal iskemi ve reperfuzyon esnasinda
mikrodolagimin morfolojik olarak incelenmesi ilk kez bu tez galismasiyla
gerceklestirimektedir.

Bu calismada kullanilan intravital goérintileme ydntemiyle, ylzeye en
yakin mikrodamarlar gorulebilmektedir. Stereomikroskopide kullaniimig olan
80 kat buyutme ile kapiller damarlar ayirt edilebilmektedir. Uzun sure 1si1ga
maruz birakilan flioresan boyalar oksijen radikallerinin olusumuna neden
oldugu icin, bu cgalismada da goruntuleme sureleri kisa tutulmus ve sik
géruntileme vyapilmasindan kaginiimistir  (89). Mikrodamar fizyolojisini
koruma ve verilen flioresan boyanin ekstravaze olarak goruntu kalitesini
engellememesi amaciyla, kranial pencere agilmasi esnasinda duranin ve
dural damarlarin zedelenmemesine azami gayret gosterilmistir. 4 saatlik uzun
deney surecinde, ketamin anestezisi kullanilan pilot deneylerde serebral
6dem olugsumunun gdézlenmesi Uzerine, insanlarda da intrakranial basinci
arttirdigi rapor edilmis olan ketamin anestezisi yerine, cerrahi esnasinda
izofluran, 4 saatlik iskemi ve reperflizyon esnasinda Uretan anestezisi
kullanilmaya baslanmistir (90-92). iskemi ve reperflizyon sonrasi erken
donemde kan beyin bariyerinin bozulmasina bagli olarak FITC-Dekstranin
ekstravaze oldugu gozlenmistir. Bu gozlem, literattrle de uyumludur (93, 94).

2 saatlik iskemiyi takiben intraluminal filamanin geri ¢cekilmesi ile tikal
arterde resirkllasyonun saglandi§gi damara yeniden FITC dolusuyla
gorulebilmektedir. Bununla birlikte, 2 saat iskeminin sonunda kranial pencere
alaninda sayilabilen tim kapiller damarlarin %56+3’Unde tikanikliklar oldugu
tespit edilmigtir. Tikanik damarlarin Uzerinde bir veya daha fazla kesinti
gorulmektedir. Bu kesintilerin arasinda FITC-Dekstran birikimine bagh sinyal
yogunlugunda artis tespit edilmekte ve bu mikrodamarlar belirgin hale
gelmektedir. Aydinlik saha goruntuleriyle Ust Uste getirildiginde, bu kesintiler
eritrositlere  karsilik  gelmekte, aralarinda ise plazma bulundugu

gorulmektedir. 2 saatlik reperfizyonun sonunda bu oran artarak %62+3’e
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citkmigtir. Daha oOnce laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismada histolojik
kesitlerde yukaridaki bulgulara benzer bir sekilde, mikrodamarlar Uzerinde
¢ok sayida bogumlanmalar goérilmds ve bu bogumlanmalarin
komsuluklarinda perisitlerin bulundugu tespit edilmisti. Bagka bir ¢alismada
da, 90 dakika iskemi sonrasi histolojik kesitlerde mikrodamarlarin igerisinde
hapsolmus eritrositlerin saptandigi bildirilmistir (79). Batin bu veriler bir
arada degerlendirildiginde, iskemi ve reperfizyon sonrasinda mikrodamarlar
Uzerinde bogumlanmalar olustugu ve eritrositlerin bu bogumlanmalar iginde
hapsolarak mikrodolagimda tikanikliklara sebep oldugu sonucuna varilmig ve
bu bogumlanmalarin perisitlerle iligkili olabilecegi dugtunulmustur.

Onceki calismalarda fokal iskemi sonrasi tikali damarin agilmasina
ragmen iskemik bdlgedeki mikrodamarlarin bazilarinda kan akiminin
saglanamadigi tespit edilmistir (1, 2). Bu olaya “no-reflow” fenomeni adi
verilmektedir. Bu durumun I[0kositlerin, trombositlerin ve fibrininin aktive
olarak endotel ylzeyine tutunmasina bagli olabilecedi 6ne surUimustir (4).
Bazi calismalarda ise iskemi sonrasi kapiller ¢capin anlaml derecede
daraldigi bildirilmistir (3, 54). Bu daralmanin aktif mi yoksa pasif olarak mi
gerceklestigi tartisma konusu olmustur. Pasif daralmaylr destekleyen
calismalarda endotel hicrelerinin ve astrosit son ayaklarinin iskemi sonrasi
sismesi (3) veya prekapiller arteriollerin kasilmasi (95) sorumlu tutulmustur.
Aktif daralmayl destekleyen calismalar arasinda endotel hucrelerinin
kasilabilecegini 6ne suren calismalarin (96) yani sira perisitlerin sorumlu
olabilecegini 6ne suren az sayida galisma da (97, 98) bulunmaktadir.

Mevcut calismada kapiller c¢ap Olcumu yapilamamistir c¢unku
kullanilan mikroskopun buyutme siniri olan 80 katlik blyime orani bdyle bir
Olcim igin yetersiz kalmaktadir. Bahsedilen diger ¢alismalarda 200 veya 400
kat biiyiitme orani kullaniimistir. izole retinal mikrodamarlar tizerinde yapilan
calismada mikrodamarlar 400 kat buyutme altinda direkt olarak gozlenerek
¢ap olcumleri yapilmistir.

iskemi/reperflizyon sonrasi mikrosirkiilasyondaki degisikliklerle ilgili
eski bir tartisma anatomik kapiller rezervin var olup olmadigidir. Konfokal

mikroskopi ile yapilan direkt gézleme dayali pek ¢ok calismada fizyolojik
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kosullarda bitin mikrodamarlarin perfize oldugunu gdsterilmistir (99).
iskemi/reperfiizyon calismalarinda da iskemi sonrasi yeni damar acilimi
(kapiller recruitment) tespit edilmemistir, yani yalniz iskemik kosullarda agilan
bir kapiller rezervden bahsedilemez (88). Ancak mikrodamarlarin %3-10
kadari herhangi bir anda yalnizca plazma bulundurmaktadir (plazma
skimming) (31, 99). Ayrica noronal aktivasyon bolgelerinde perisitlerin
gevseyerek plazma ve eritrosit akimi artisina yol actigi gosterilmistir (7). Bu
bulgular anatomik rezerv bulunmasa da fonksiyonel bir rezervden
bahsedilebilecegini gdstermektedir. Bu rezervin yonlendiriimesinde gercek
kapillerlerden farkh otoregllasyon oOzelliklerine sahip gegit (thoroughfare)
kanallari rol oynuyor olabilir. Bu kanallar prekapiller arteriolo-ventz
anastomozlardir. Benzer sekilde, iskemi ve reperflizyon sirasinda kanin gegit
kanallarindan hipoperfize durumdaki kapillerlere yonlendirilebilecegi 6ne
surdlmastur (31). Ancak, kapiller damarlarin tikandigi durumlarda ayni
kanallar, kanin direkt olarak vendz sisteme aktarilmasinda rol oynayabilirler.
Boylece, Lazer Doppler akimolgerle kan akimi normal seviyelerde tespit
edilmesine ragmen, gercek kapillerlerde kan akimi gergeklesmiyor olabilir.
Bogumlanmalarin perisitlerin kasiimasiyla iligkili olabilece@i hipotezini
test etmek amaciyla bol miktarda perisit bulundurduklari bilinen retinal
mikrodamarlar izole edilerek OGD ve peroksinitritin mikrodamarlar Gzerindeki
etkileri direkt olarak gézlenmistir. Retinal mikrodamarlarin izole edilerek video
kaydi ile perisitlerin c¢alisiimasi yontemi Sakagami ve arkadaslarinin
1999°daki calismalarina dayanmaktadir. Mevcut ¢calismada, ilk olarak Swiss
albino farelerde retinal izolasyon yapilmaya calisildi ancak pigment epiteli
icermeyen bu hayvanlarda dokular arasi ayrimi yapmakta zorlaniimasi
Uzerine SV-129 farelere gegildi. Bu calismanin gugligu, izole edilmis
mikrodamarlarin canliliklarini korumasini saglama asamasindandir. Fizyolojik
kosullarin korunmasina dikkat edilerek yapilan deneylerde, OGD sonrasinda
g6zlenen 25 perisitin 9'u kasilarak limen ¢apinda daralmaya sebep oldu.
Peppiatt ve arkadaslarinin yapti§i c¢alismada bu oran 4/38 olarak
bulunmustur. Gdrece dusuUk oranlarin sebebi, perisit hicrelerinin kasilma

Ozellikleri arasindaki farkhliklar veya bu hicrelerin bir kisminin canliliklarini
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yitirmis olmasi olabili. OGD sonrasi reoksijenizasyon limen capinda
degisiklige sebep olmazken, reoksijenizasyon solisyonun PBN eklenmesi
mikrodamar c¢aplarinda anlaml bir artisa yol acmistir. Perisit hlcrelerinin
asetilkolin, anjiotensin, ATP, laktat gibi c¢esitli uyaranlara cevaben sekil
degistirerek kasildiklari onceki ¢alismalarda da gosterilmisti (100-103). Bu
calismada ilk defa peroksinitrit uygulanmasini takiben perisitlerin kasilarak
komsu mikrodamar Iimenini daralttiklari gosterilmistir. Bu bulgular iskemi ve
reperflzyon sonrasinda perisitlerin kasilarak mikrodamar ¢apinda daralmaya
yol agtiklarini bu kasilmanin mekanizmasinda peroksinitritin rolt olabilecegini
direkt olarak gostermektedir.

Kortikal mikrodamarlarin Uzerlerine peroksinitrit uygulanmasi ile
mikrodolagimda tikanikhklar goériimesi ve izole retinal mikrodamarlarin
uzerilerine direkt peroksinitrit uygulanmasinin perisitlerde kasilmaya yol
acarak mikrodamar limeninde daralmaya yol agmasi, iskemi ve reperfuzyon
sonrasi mikrodolasimda bol miktarda olugan peroksinitritin perisitlerin
kasilmasina katkida bulunarak mikrodamarlarin eritrositler tarafindan
tikanmasina yol agabileceklerini digundurmektedir.

Perisitlerin kasilarak kapiller capi daraltmasi Poiseuille yasasi geregi
kan akimina karsi direnci arttirmakta ve de kanin reolojik oOzelliklerini
bozmaktadir.  Fahreeus-Lindqvist etkisine gore damar c¢api azaldikga
viskozite de azalmaktadir. Ancak yaklasik 5 pm’nin altinda bu durum tersine
donerek viskozitede hizli bir artisa neden olur. Bu faktorler eritrositlerin
mikrodamarlar igerisinde hapsolmasina ve trombosit ve fibrinle birlikte
kiimelenme olusturmasina yol agabilir (104). Fahraeus-Lindgvist etkisindeki
bu tersine donuslin sebebi peroksinitrit nedeniyle eritrosit elastikiyetinin
bozulmus olmasi veya eritrositlerin etrafinda yer alan ince endotel ylzey
tabakasinin 60 dakikalik iskemi ve takip eden reperflUzyon sirasinda
kalinhginin zamanla azaliyor olmasi olabilir (58).

Bir kapillerden birim zamanda gegen eritrosit sayisi, bagka bir deyisle
eritrosit akimi (flux),dokuya ulastirilan oksijen miktarinin en 6nemli
gostergesidir (105). OSA tikanmasini takiben yuzeyel arteriollerde kan

akiminin yeniden duzenlendigi, kimi damarlarda kan akiminin tersine
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dondugu bilinmektedir (27). Bu yeniden duzenlenmenin amaci intrakortikal
arteriollerde ve kapillerlerde optimum kan akiminin surddrilmesidir. OSA
tikanmasi sirasinda kapiller damarlardaki kan akiminin gerek hiz gerekse
akim yoénd agisindan tahmin edilemez oldugu bildiriimigtir (88). Peri-enfarkt
depolarizasyonlari gibi olaylar neticesinde hem arterioler hem de kapiller kan
akiminin hizi ve yonu degisebilmekte ve mikrodolasimda gerek uzaysal
gerekse zamansal olarak heterojeniteye yol agmaktadir. Bir kapillerden
gecen eritrosit miktarinin mikrodolagimdaki tikanikliklara veya diger
sebeplere bagli olarak azalmasi veya bir kapillerden yalnizca plazma gegiyor
olmasi o bolgeye ulasan oksijen miktarinin azaldigina isaret eder. Buna
ragmen, plazma akiminin dolayisiyla dokuya glukoz sunumunun devam
ediyor olmasi, o bdlgede anaerob enerji Uretiminde artisa ve bodylece o
bdlgede laktat birikimine ve asiditede artisa neden olabilir. Bu durum iskemik
penumbranin farkli alanlarinda tespit edilen pH degisikliklerinin yamall
dagilimindan sorumlu olabilir (106).

Mikrodolagsimda meydana gelen tikanikliklarin oksidatif-nitratif hasari
azaltici etki gosteren PBN ve ebselen gibi ajanlarla geri gevrilebilir olmasi bu
hasarin olusumunda iskemi sonrasi mikrovaskuler vyatakta ylksek
konsantrasyonda olusan peroksinitritin katkisi oldugunu duasundurmektedir.
Peroksinitritin bir diger etkisi de tirozin nitrasyonunu ile MMP aktivasyonuna
yol agmak olabilir. MMP-9'un iskemi ve reperfluzyon sonrasi aktive olarak
KBB hasarina katkida bulundugu bilinmektedir (11). Daha 6nce yapilan bir
calismada S-nitrozilasyon nedeni ile NO’nun MMP-9 aktivasyonuna neden
olabilecegi gosterilmistir (14). Bu tezin bir amaci da in vitro kosullarda
rekombinan MMP-9 ve MMP-2 ile peroksinitritin uygun kosullarda inkibe
edilerek aktive olup olmayacaginin tespit edilmesidir. Elde olunan veriler 6n
veri dizeyinde olup, peroksinitritin MMP-9 aktivasyonuna konsantrasyona
bagimli olarak neden olabilecegini ancak ¢ok yuksek konsantrasyonlarda
inhibe edici etkisi oldugunu telkin etmektedir. Gelecek dénemlerde bununla
ilgili daha detayli deneylerin yapilmasi planlanmaktadir.

Sonug olarak, mikrosirkilasyonun intravital yontemlerle incelenmesi ile

elde ettigimiz veriler 1s1ginda tikali arter acilsa bile, iskemi sirasinda
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mikrodolagimda tikaniklklarin olustugu ve bunlarin reperflizyon sirasinda da
devam ettigi sonucuna ulasiimistir. izole retinal mikrodamarlarda yapilan
calismalar OGD sonrasi veya peroksinitrit uygulamasi ile perisitlerin kasilarak
[limen c¢apini daraltabildigini gdstermistir. Kasilmis perisitler arasinda
hapsolmus eritrosit kumeleri ve muhtemelen trombositler ve fibrin
mikrodolagimdaki tikanikliklara sebep olmaktadir. PBN ve ebselen tedavileri
ile bu bulgulari tersine c¢evrilebilmektedir. Peroksinitrit mikrodolagimdaki
tikanikliklarin olusumuna katkida bulunmaktadir. KBB iskemi ve reperfuzyon
sonrasi ilk 2 saatte acilmakta ve FITC-Dekstran 70S sizintisina yol
acmaktadir. Perisit disfonksiyonunu engelleyecek ve mikrovaskuler agi
koruyacak tedavi yontemleri trombolitiklerin yani sira néroprotektif ajanlarin

da basari sansini arttirabilir.
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SONUCLAR

1)

2)

3)

4)

5)

Bu calismada ulasgilan sonuglar asagida siralanmigtir:

Tikali arter acilsa bile, iskemi sirasinda mikrodolagimda tikanikliklar
olusmaktadir ve bunlar reperfuzyon sirasinda da devam etmektedirler.
izole retinal mikrodamarlarda OGD sonrasi veya peroksinitrit
uygulamasi ile perisitler kasilarak lGmen ¢apini daraltmaktadirlar.
Kasilmig  perisitler arasinda  hapsolmus  eritrosit  kUmeleri
mikrodolagimin tikanmasina neden olmaktadir.

Peroksinitrit mikrodolagimdaki tikanikliklarin  olusumuna katkida
bulunmaktadir.

Peroksinitrit olusumunu 0Onleyici etkisi olan PBN ve ebselen tedavileri
ile  mikrodolagimdaki tikanikliklar ve perisit kasilmasi geri

cevrilebilmektedir.
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EK 1

Bu tezde yer alan farede kranial pencere acilarak yapilan intravital
géruntileme deneylerinin ve izole retinal damarlarda yapilan direkt
goruntuleme deneylerinin bulgulari Nature Medicine adli derginin Eyltul 2009
sayisinda yayinlanmis olan “Pericyte contraction induced by oxidative-
nitrative stress impairs capillary reflow despite successful opening of an

occluded cerebral artery” isimli makalede yayinlanmistir.
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