T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

GLOBAL SEREBRAL iSKEMI/REPERFUZYON SONRASINDA
AKUAPORIN 1 VE AKUAPORIN 4’UN ZAMAN iCiNDEKI
DAGILIMI, iISKEMiIK ODEMLE iLiSKiSI

Dr. Gokhan AKDEMIR

ileri Norolojik Bilimler Programi

DOKTORA TEZi

ANKARA

2010



T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

GLOBAL SEREBRAL ISKEMI/REPERFUZYON SONRASINDA
AKUAPORIN 1 VE AKUAPORIN 4’UN ZAMAN ICINDEKI
DAGILIMI, ISKEMIK ODEMLE ILiSKiSI

Dr. G6khan AKDEMIR

ileri Norolojik Bilimler Programi

DOKTORA TEZ]

TEZ DANISMANI

Prof. Dr. Nejat AKALAN

ANKARA

2010









Saglik Bilimleri Enstitist Mudarlugu’'ne:

Bu galisma jurimiz tarafindan lleri Nérolojik Bilimler Programinda Doktora Tezi
olarak kabul edilmistir.

Juri Bagkani: Prof. Dr. Nejat Akalan
Danisman Hacettepe Universitesi
Uye: Prof. Dr. Tomris Erbas

Hacettepe Universitesi

Uye: Prof. Dr. Hakan Caner

Baskent Universitesi

Uye: Dog. Dr. Yasemin Gursoy Ozdemir

Hacettepe Universitesi

Uye: Dog. Dr. Atila Akbay

Hacettepe Universitesi

ONAY:

Bu tez Hacettepe Universitesi Lisansusti Egitim Ogretim ve Sinav
Ydnetmenligi'nin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jari Gyeleri tarafindan uygun
gorilmis ve Enstitd Yonetim Kurulu karariyla kabul edilmistir.

N
Prof. Dr. Hakan S. Orer

Enstitd Madird



iv

TESEKKUR

Yazar, bu c¢alismanin gerceklesmesine katkilarindan dolayr asagida adi

gegen kisilere igtenlikle tesekklr eder.

Sayin Prof. Dr. Nejat Akalan, tez danismani olarak galismaya yol gosterici ve

egitici olarak katkilarda bulunmusgtur.

Sayin Prof. Dr. Figen Kaymaz, immunohistokimyasal incelemelerde katki

saglamigtir.

Sayin Dog. Dr. Yasemin Gursoy-Ozdemir, Western blotlama sonuglarinin

alinmasinda ve tezin olusturulmasinda yapici elegtirlerilerde bulunmustur.

Sayin Dog. Dr. Tacettin inand, istatistik analizlerinde katkida bulunmustur.



OZET

Akdemir G. Global serebral iskemi/reperfiizyon sonrasinda akuaporin 1
ve akuaporin 4‘Un zaman igindeki dagilimi, iskemik 6demle iligkisi.
Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, ileri Nérolojik
Bilimleri Doktora Tezi, Ankara, 2010. Beyin ddemi, santral sinir sistemini
etkileyen kafa travmasi, iskemi, timorler, enfeksiyon ve metabolik
hastaliklarinda morbidite ve mortalite Gzerine etkileri olan, beyin dokusunda
ilerleyici su artigi ile karekterize dnemli bir patofizyolojik bir durumdur. Klatzo
tarafindan sitotoksik ve vazojenik édem olarak ikiye ayrilmistir. Sitotoksik
0dem, hdcre membranindaki enerji yetmezIligi sonucu hucreler arasi sivinin
hicre icine girmesiyle olusur. Vazojenik 6dem, kan beyin engelindeki (KBE)
fonksiyon bozuklugu ile kapillerdeki sivinin hicreler arasi araliga sizmasiyla
geligir. Serebral iskemi/reperfizyonda 6demin bu iki tipi birlikte gorulir.
Akuaporin kanallarinin (AQP) hcrelere ve hicreden disariya su
tasinmasinda etkili olduklari disunilmektedir. Beyinde oOzellikle AQP1’in
serebral ventrikul koroid pleksus epitelinde ifade edildigi ve beyin omurilik
sivisi (BOS) uretimine katkida bulundugu bilinmektedir. AQP4 kan beyin
engelinde astrositik son ayaklarda bulunarak su tasinmasina katkida
bulunmaktadirlar. Bu ¢aligmada amag, global serebral iskemide AQP1 ve
AQP4’Gn zaman igindeki dokulardaki dagilimini gérmektir. Sprague-Dawley
tipi erkek sicanlar (rat) 6 gruba ayrildi. Bir grup kontrol (sham), bes grupda
iskemi ve reperfuzyon uygulandi. Dort damar oklizyon modeli kullanilarak 30
dakika okliizyon yapildi. iskemi/reperflizyon gruplarinda, reperfiizyon sonrasi
1, 6, 12, 24 ve 48 saatlerde beyinler dekapite edilerek ¢ikarildi. Beyin 6demi
icin yas/kuru agirhiklari olguldu. AQP1 ve AQP4 antikorlari ile
immmunhistokimyasal isaretlemeler yapilarak olguldi. AQP’lerin protein
miktarini saptamak icin western blotlama yapildi. Sonucglarda, AQP4’in
parankimde ve ventrikilin subepandimal bolgede yogun oldugu saptandi.
Immniohistokimyasal ve western blotlamada iskemi/reprflizyon sonrasi
zaman igindeki ifade edilmelerinde AQP4‘de belirgin ve anlamli bir farkin
olmadigi goruldi. AQP4‘Un iskemik 6demin buatin agsamalarinda etkin
oldugunu dusundurdid. AQP4 sitotoksik 6demde ddemi artirici, vazojenik
0demde o6demi azaltici etkisi goéruldid. AQP1, immunhistokimyasal
caligmalarda daha ¢ok ventrikil koroid pleksusunda yer aldigi, iskemi/
reperfuzyonun 12. ve 24. saatlerinde anlamli bir sekilde azaldigi (p<0.05)
goéruldi. AQP7T’in kafa ici basing artiminda, BOS yapimini azalttidi
dagunuldu. AQP1 ve AQP4 iskemik beyin 6demin butin agsamalarinda etkin
oldugu goruldi. Bu galisma sonucunda, AQP-bagimli ve AQP-bagimsiz
olmak Uzere yeni bir beyin 6demi siniflamasi 6nerisinde bulunuldu.

Anahtar Kelimeler: Akuaporin1, akuaporin 4, beyin, iskemi, 6dem, sican

Destekleyen Kurum: Turk Norogirurji Dernegi
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ABSTRACT

Akdemir G, The changes over time in expression of aquaporin 1 and
aquaporin 4 following global cerebral ischemia and the relationship to
ischemic edema. Hacettepe University Institute of Health Sciences,
Ph.D. Thesis in Neuroscience, Ankara, 2010. Brain edema plays a critical
role in the pathophysiology, morbidity and mortality of a wide variety of
nervous system disorders such as head trauma that affects the central
nervous system, ischemia, tumors, infection and progressive increase of
water in the brain. There are two types of edema as classified by Klatzo:
cytotoxic and vasogenic. In cytotoxic edemas, intercellular fluid enters cells
because of depletion of the energy of the cellular membranes. In vasogenic
edemas, there is a breakdown of the blood-brain barrier leading to water
from the capillaries flowing into intercellular area. In cerebral ischemia and
reperfusion, both types of edemas are seen together. Aquaporin (AQP)
channels affect the transportation of water into and out of the cells. Aquaporin
1 in particular affects the production of cerebrospinal fluid at the brain
ventricular choroid plexus. Aquaporin 4, found in the astrocytic end feet,
affects the blood-brain barrier and water transportation. The aim of this study
of global cerebral ischemia was to study the changes in levels of aquaporin 1
and 4 over time. The subject Sprague-Dawley type male rats were divided
into six groups. One group was the control group, and ischemia/reperfusion
was performed on the other five groups using the four-vessels occlusion
model. Reperfusion was done 30 minutes after the occlusion. Following the
reperfusion, a group each was tested at increments of 1, 6, 12, 24 and 48
hours. The rats’ brains were removed by decapitation. The wet and dry
weights of the brains were measured. AQP 1 and 4 were measured using
immunohistochemistry. The western blotting technique was used to detect
AQP protein levels. The result was that following ischemia/reperfusion,
immunohistochemical and western blotting tests revealed that the change in
levels of AQP4 was statistically insignificant. AQP4 was expressed in
astrocyte foot processes surrounding capillaries, astrocyte processes
comprosing the glial limiting membrane, in ependymal cells, and in
subependymal astrocytes. The fact that the expression didn’t change
appears to indicate that it played a role in both cytotoxic and vasogenic
edemas. AQP4 facilities edema formation in diseases causing cytotoxic
edema, in contrast facilities edema elimination in disease causing vasogenic
edema such as brain ischemia. The immunohistochemical study revealed
that AQP1 was expressed in epithelial cells of choroid plexus, but the
expression significantly decreased (p<0.05) at the 12- and 24-hour marks.
This indicates that increasing intracranial pressure causes AQP1 to produce
less CSF. AQP1 and AQP4 have a lasting effect with both types of edema
following ischemic edema, up until and including the resolution of the edema.
As a result a new classification for brain edema is proposed AQP-dependent
and AQP-independent of brain edema.

Key Words: Aquaporin 1, aquaporin 4, brain, edema, ischemia, rat
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1. GIRIS

Serebral 6dem, beyin dokusunda ilerleyici bicimde su igeriginin artmasi
ile olusur. Serebral iskemi (171), travma (234), timér (179) ve enflamasyonun
(148) bir komplikasyonu olarak gelistigi deneysel olarak gosterilmistir (235).
Beyin dokusundaki su igeriginde ilerleyici artig, kafatasinin sert olmasi
nedeniyle, kafa ici basing (KiB) yiikselmesine, serebral kan akiminda azalmaya,

herniyasyona ve 6lime neden olur.

Beyin dokusundaki su artisi, Igor Klatzo tarafindan 1967 yilinda,
sitotoksik ve vazojenik 6dem olarak tanimlanmistir (91). Sitotoksik 6dem, hicre
duvarindaki enerji yetmezligi ile ortaya ¢ikan, hicre icerigindeki su artisi olarak
tanimlanmistir. Kan beyin engelindeki (KBE) gegirgenligin artmasi sonucu,

hicreler arasi su igerigini artisini da vazojenik 6dem olarak tanimlamistir.

Beyindeki su fizyolojisinin bilinmesi, kafatasi icerisindeki su degisim
islergelerinin anlasiimasina yardim edecek ve ayni zamanda beyin odemi,
hidrosefali gibi beyin su metabolizmasi bozukluklarinin giinimuzde, ¢ok etkin

olmayan tedavi segeneklerine katki saglayacaktir.

Beyin su dengesi, kapillerlerden gelen plazma igeriginin KBE'ni gegmesi
ve koroid pleksusdan Uretilen beyin omurilik sivisi (BOS) ile saglanmaktadir.
Ayrica beyin glikoz metabolizmasi ve noOronal aktivitesinde ortaya ¢ikan
glutamatin geri alimi, K* klerensi, monokarboksilat taginmasi gibi birgok etken,
beyin su dengesi Uzerinde dogrudan veya dolayli olarak rol almaktadir (40, 116,
133). Tum organlarda oldugu gibi su, beyinde de plazma membranindaki lg¢
farkl islergeyle taginmaktadir. Bunlar plazma lipid tabakalarinda yavas ilerleyen
diffizyon, organik ve inorganik iyonlar gegisi ve 06zellesmis su kanallari-

akuaporinler -aquaporins (AQP) tarafindan saglanmaktadir (1).



Hucre duvarinda yer alan bu su kanallarindan akuaporin 4 (AQP4)
akuaporin 1 (AQP1) ve akuaporin 9 (AQP9)’un varhgi beyinde gosterilmistir (17,
18, 27). AQP4’Un astrosit son ayaklarda, beyin kapillerlerinde ve subpial bazal
laminada belirgin olarak ifade olmalari, bu kanallarin beyin su dengesinde etkin
oldugunu dusundurmektedir (8, 10, 51, 136, 140, 167, 192). AQP1 ise koroid
pleksus epitelinde yogun olarak bulunmakta ve BOS dretimine katki
yapmaktadir (66, 111, 145).

Beyinde rol aldiklari dugunulen AQP4 ve AQP1’in beyin 6demindeki
etkileri bilinmekle birlikte, iskemik ddemde gorllen sitotoksik ve vazojenik
odemlerin bir arada, ardigik sekilde gorulmelerindeki etkinligi henuz

anlasilamamistir.

Bu galismada, siganlarda global iskemi modeli kullanilarak, sitotoksik ve
vazojenik 6demin bir arada goruldugu iskemi olusturularak, AQP1 ve AQP4’Un

zaman igindeki etkinliginin aragtirilmasi amaglanmistir.

Calisma sonucunda beyin 6deminin siniflamasi ve olus islergelerinin
anlasiimasi, AQP1 ve AQP4’un beyin dokularindaki zaman igindeki dagilimi
gorulecektir. Geligtirilecek tedavi secgeneklerinde yer almasi dusunulen
AQP’lerin inhibisyonu ya da ekspresyonuna etki edecek ilaglarin etkinligine ve

zamanlamasina katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. BEYINDE SU DENGESI
2.1.1.Temel Kavramlar

Batun dokularda su ve solut gegisi, kan damarlarinin endotel hicreleri ile
dokular arasindaki bir denge ile saglanmaktadir. Dokulardaki sivi gecisi ingiliz
fizyolog Ernest Starling’in 1896 yilinda tanimladigi esitlige gore (200), normal
kosullarda kapillerlerden disari filtre olan sivi miktari ile diger kapillerlerden

emilen sivi miktar1 arasinda bir denge ile saglanir (165).
Bu esitlik:

Jv=K«([Pc — Pi] — o[tc — 11i])

Jv: ki kompartman arasindaki net gig.

Kr. Filtrasyon katsayisi: Dokularin ozelliklerini gore gecirgenlik katsayisi, kapiller
katsayisi, yuzey alanina genisligini gosterir.

Pc: Kapiller hidrostatik basing: Siviyi kapiller membrandan disari iten basing.

P:: intertisyel hidrostatik basing: Hiicreler arasi bdlgeden siviyi kapillere dogru
iten basing.

o: Refleksiyon katsayisi: Proteinlerin gecis katsayisi.

e : Kapiller onkotik basing: Siviyi kapiller mebrandan igeri dogru ¢eken basing.
1 : intertisyel onkotik basing: Huicreler arasi bolgeye kapillerden, siviyi ceken

basing.

Hidrostatik basing, bir sivi iginde bulunan cisme, bu sivinin kutlesi
tarafindan etki eden basinca denir. Onkotik basing (kolloidal ozmotik basing),

kan plazmasinda yer alan buyuk proteinlerin olugturdugu basinca denir.



Normal dokularda bu denge, siviyl digari iten guglerin toplami
(kapillerden dokuya) 28.3. mmHg olarak bulunmustur. Siviyi igeri iten guglerin
toplami (dokudan kapillerlere) 28.0 mmHg olarak hesaplanmistir. Aradaki bu 0.3
mmHg’ lik fark, filtrasyon katsayisi olarak kabul edilmektedir. Bu katsayi doku
dzlelliklerine gore degismektedir. Ornegin beyin ve kas dokusunda ¢ok diisik,
deri alti dokusu, ince barsak ve karaciger dokusunda ¢ok yuksektir. Cunkl bu

dokulardaki kapiller ylzey alani ve ozellikleri farklidir.

Burada onemli olan refleksiyon katsayisidir. Bu katsayi 0-1 arasinda bir
degerdir. Ornegin bu katsayi periferik kapillerde tuz igin O tuz=0'dir, bunun

anlami, periferik kapillerlerdeki tuz orani dokuya gegen tuz miktari ile aynidir.

Yani tuz kapillerden gecerken herhangi bir engelle karsilagsmamistir.

Periferik kapillerde O protein=0.93‘dir. Bunun anlami ise, plazma
proteinlerin % 93’0 kapiller yatakta kalmakta, dokuya gecerken engelle
karsilagsmaktadir. Kapiller yatakta kalan bu protein, net su geri donlsunu
saglayan ozmotik basinci olusturmaktadir. Periferik dokulardaki lenfatik sistem,
arta kalan basing farkinda dolayi dokularda biriken siviyl uzaklastirarak 6dem

olusmasini engellemektedir. Ancak beyinde lenfatik akim yoktur.

Santral sinir sisteminde (SSS) vaskuler endotelyal hucreler, siki baglanti
(SB)-tight junction (TJ) proteinleri ile ve 06zellesmis proteinlerden olusmaktadir

(96). Siki baglantilar, Na* ve K* gibi hidrofilik maddelerin gegisini dnler. SB’larin
var olmasi refleksiyon katsayisini degistirmektedir. 0 protein ve O tuz, SB’da

yer alan zonula okludenslerin katkisi ile protein ve tuz gegisini sinirlamaktadir.

Starling Esitligi beyin igin tekrar olusturulursa:

Jv= Kf([Pc - Pi] - O'protein[Trc - T|'i]'0'tuz [Trc - 1Ti])



SSS’de Otuz=1 esit olmasi durumunda, su hareketlerinin beyin
kapillerlerinde dokuya girmesi i¢in kan basincina gereksinim vardir. Kan basinci
da KiB'den vyiiksek olmalidir ki kan akimi ve su gecisi beyine dogru
saglanabilsin. Buna karsin kapiller icindeki onkotik basing (TT¢) iyon
yodunlugunu artirarak hucre digi iyon yogunlugunun dilisyonuna neden olur.
Beyin kapiller arteriyollerindeki plazma basinci (Ppiazma) 20-35 mmHg’dir. Beyin
doku basinci ise KiB'a esittir ve yaklasik 5-10 mmHg'dir. Bu aradaki fark
hidrostatik basing olup sivinin kapillerden dokuya girmesini saglayan 10-30 mm
Hg basinci olusturur. Hucreler arasi bosluktaki onkotik basing, beyin omurilik
sivisi (BOS) onkotik basincina esittir (166). Burada belirleyici olan beyin
dokusundaki refleksiyon katsayisidir. Katsayidaki degisiklikler 6demin olusmasi
ve c¢ozulmesini belirlemekte ve katsaylyl etki eden 6nemli proteinlerden biri
AQP’lerdir (191).

Bu denge, otomatik olarak hemen kurularak, su gegisi SSS’de
saglanmaktadir (162). Beyin su kontroliindeki negatif feedback, KBE'nin saglam
oldugunda gecerli olan bir dengedir. KBE’nin butunligunin bozulmasi
durumunda, beyine giren sivi miktar artarak 6dem olusturacak ve KiB’|

artirarak herniyasyona neden olacaktir.

Beyin, ndron ve glial hicreler olmak GUzere iki ana hucrelerden olusur.
Glial hucrelerin néronal modulasyonu ve dengeyi saglamada 6nemli rolleri
mevcuttur. Glial hicreler, mikroglia ve makroglia olmak Uzere iki ana gruba
ayrilir. Mikroglialar fagositoz yaparlar. Makroglialar ise oligodendrositler,
Schwan hicreleri ve astrositlerden olusur. Astrositler beyindeki hicrelerin Ugte

birini olugtururlar.

Astrositler sekilsiz govdeleri ve ayaksi cikintilari ile SSS’de sinapslari,
KBE’ni gevrelerler. Astrositik ayaksi ¢ikintilarin beyin ve omurilik yizeyinde yer

alarak bir glial membrani (glia limitans) olustururlar.



Astrositler KBE'nde go6rev alarak suyun gegisini, iyon dengesini
ndronlarin aminoasit metabolizmasini, enerji ve besinlerini saglar. Butin bu

dengelerin kurulmasi normal beyin aktivitesi igin gereklidir.

2.1.2. Kan Beyin Engeli (KBE)

KBE, santral sinir sisteminin fonksiyonlari igin gerekli bir diffuzyon
engelidir. KBE’nin endotel hucreleri, bedenin diger endotel hucrelerinden,
fenestrasyon icermemesi ve SB igermesi, az sayida pinositik vezikuler icermesi
nedeniyle farklidir. Endotelyal hucrelerin SB’1, hicre etrafindaki hidrofilik
molokullerin KBE’ni ge¢gmesini sinirlar. Buna karsin O2 ve CO2 gibi kiguk
lipofilik molokdller, difizyonla plazma membranindan gecerler (61). Glikoz, ve
aminoasitler, insulin, leptin ve demir gibi beyin metobolizmasi igin gerekli
materyaller ise dzellesmis tasinma ile beyine gecgerler (150, 238). Noérovaskuler
birim (NVB) olarak da adlandirilan bu yapida, birimin her bir Uyesi,
mikrovaskuler gegirgenligin kontrold, iyon degisimi, besin alimi, toksik
maddelerin uzaklastiriimasi ve serebral hemodinamigi yonetmekle yukumludur.
Kapiller endotel hlcrelerinde bulunan siki badlantilar, KBE’'ndeki gecirgenligi
kontrol etmektedir. SSS’deki butin kan damarlarinin kapiller endotelinin etrafini
cevreleyen astrositik ayaksi c¢ikintilar yardimiyla astrositler, sivi ve solit

tasinmasi, hicre igi metabolizmadan sorumludurlar.

Dokularda sivi ve solut gegisi osmotik gugler tarafindan saglanmaktadir.
ATP pompasi, su kanallari ve tasiyicilar olmak Uzere bir ¢ok islergeler rol
almaktadir. Net su tasinmasi, aktif taginma, ATP gerektirmeden dogrudan,

osmotik basincin etkisiyle olmaktadir.

Kan beyin engeli:
a. Beyin icin gerekli glikoz gibi maddelerin gegisine izin verir.
b. Beyin tuz miktarini ve pH’iy1 kontrol eder.

c. Atik metobolitleri uzaklagtirir.



SSS’de glikozun 156 ymol/100 g/dakika hizla oksidasyonu sonucu 1500
g’lik beyinde dakikada 0.0043 cm3 su Uretilmektedir, bu yaklasik 6.2 ml su
demektir. Bu butin BOS’un %12'sini olugturur (32). Beyin igin dnemli bir miktar

degildir.

Su KBE’ni gecip baslangicta hlcreler arasi araliga ulasir. Ayni zamanda
astrositik cikintilarda yer alan AQP4 de kapillerlerden sivi gegisini katkida
bulunur (Sekil 2.1.1). Hucreler arasi aralktaki sivi ventrikildeki epandimal
hicrelerden gegerek BOS’a karisir (32). Endotelyal AQP’ler, su gegisini osmotik
gradient ve hidrostatik basingtan farkh olarak hizli bir sekilde saglamaktadir
(88). AQP4 endotelyal hucrelerin her iki membraninda, perivaskuler astrosit
membranlarina gére daha az bulunmaktadir (97). Bu durum, vaskuler yuze
bakan astrositlerdeki AQP4’un ekstraselluler aralikla astrositlerdeki intraselltler

aralik arasinda yogun su gegisine aracilik ettigini disundirmektedir (88).
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Sekil 2.1.1. Kan beyin engelinin sematik gorinimi, AQP4, tasiyici (O) ve
kanallari ©) gOstermektedir (10)

2.1.3. Astrositler ve Su dengesi

Astrositler hucreler arasi ozmolarite degisikliklerine ¢ok duyarhdir ve
sisme Ozelliklerinin yUksek olmasi nedeniyle ozmolariteyi duzeltme ¢abasi
icinde olurlar (151, 153). Bu sUre¢ aktif bir surectir. Hucre igi K* ve CI-, organik
molokuller, GABA, taurin glutamat ve glisin gibi maddeler digsar ¢ikarak bu

dizeltme islemine eslik ederler (153).
Astrositler ve Ekstraselliiler Su, K* ve Na* Kontrolu

Glial hucreler, néronal fonksiyonlarda acgiga cikan ekstraselliler K*
kontroll konusunda goérev alan ana hucrelerdir (19, 30). Astrositler perinoéral
alandan perivaskiler alana kadar butin boélgede K* kanallari Gzerinde K*in
yeniden dagilimini yapmaktadirlar (196). Kir 4.1 kanallari astrositlerle

kapillerlerin bulustugu yerde yogun olarak bulunurlar (70). Astrositlerde K* iyonu



Uzerinde kontrol saglayan iki subgrup bulunmustur. Birinci grupta astrositler K*
iyonunu hizli bir gekilde alimini yapmakta, ikinci grup ise K* kanallarinin
kontrolunu saglamaktadir (239). Diger mekanizma ise eskiden beri bilinen Na*/
K*-ATPaz kanalidir. Glial hicrelerin ekstraselliler K*u geri almalari
ekstraselluler ozmolariteyi azaltmaktadir (40). K* ile birlikte suyun astroistler
icine alinigi K* kanal ile degil, bu kanala eslik eden AQP4’lerle oldugu ileri
surulmektedir (131). Astrositler ekstraselliler ozmoloritenin azaldigi durumda

hemen yanit vererek sismeye baslamaktadir (152).

Astrositlerde voltaj bagimli Na* kanallarin seyrek olmasi nedeniyle
elektriksel olarak uyarilamazlar. Bu kanallar glial huacrelerin igcine Na*‘un

girmesine izin verir.

Beyinde Noral Hiicrelerarasi Su Taginmasi

Beyinde ndronlar, astrositler ve diger hucreler arasindaki su degisimi
dogrudan oOlgulememektedir. Canlilarda ndronal hucrelerdeki su girigi veya ¢ikigi
izole edilemediginden, su tasinmasi hakkindaki bilgiler dolayli yoldan elde
edilmektedir. Magnetik rezonans goruntuleme (MRG) ile T1 ve T2 agirlikli
kesitlerde, diffuzyon agirlikh calismalarda toplam su icerigi dlgulebilmektedir

(46). Noronlardaki su taginmasi ilgili gok galisma yoktur (2).

Glutamat ve Astrositler

L-Glutamat, beyinde ana eksitatuar aminoasittir. Ekstrasellller araliktan
glutamatin temizlenmesi ve 1uM’un altinda tutulmasinda birinci derecede
sorumlu astrositlerdir. Astrositler -Glutamat’t toksik duzeye ulagsmasini
engellemek icin metabolize ederler (195). Astrositik ayaksi c¢ikintilarda
glutamatin temizlenmesine katkida bulunan, glutamat tasiyicilarindan GLT1
(EAAT2) ve GLAST (EAAT-1) yogun olarak bulunmaktadir (176). Astrositlerde
glutamat, astrositik spesifik glutamin sentetaz yardimiyla glutamine gevrilirek

ekstrasellller araliga ndronlar tarafindan tekrar kullanilmak tzere verilir (112).
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Glutamatin uyardigi, astrositik sisme metabotropik glutamat resoptorleri
(mGIuR) ile iligkilidir. Hucre igerigindeki Ca2*daki degisikliklerle birlikte,
glutamatin uyarilmig hicre sismesine neden oldugu gosterilmigtir (143). Hicre
ici ozmotik aktivitenin artmasi ile Na* ve glutamatin hicre igine alimi artar (185).
Glial glutamat tasiyicilari GLAST ve GLT1, glutamaterjik aktivitede
ekstrasellller bdlgedeki glutamatin temizlenmesinde 6nemli rol oynarlar (186).
Glutamat tasiyicisi olan GLT1 iskemi sonrasinda gelisen beyin 6deminde ortaya
cikmaktadir (135). GLT-1 tipki su kanal gibi gérev yapmakta Xenops oocytes ile
yapilan su gegcirgenlik galigmalarinda glutamatin varliginda gegcirgenlik % 40
oraninda artmaktadir (115). GLT-1, belkide su regulasyonunu kontrol
etmektedir. Sigcanlarda su yukleme deneylerinde glial hucrelerde glutamatin
glutamine doénusmesinde artigs gorulmuastir (132). Astrositler glikoz tasiyicisi
olarak GLUT-1 bulundurur iken, néronlar GLUT-3 tasiyicisi bulundururlar (43).
BatinUyle kabul edilmemesine karsin astrosit-laktat teorisine goére, glikoz 6énce
astrositlerce alinir, sonra laktata cevrilir, sonrada noronlar enerji destegi icin
aktarilir (117).

2.1.4. Kan- BOS Engeli

BOS koroid pleksus epitelinden dogrudan ventrikil i¢ine salgilanir. Ayrica
beyin kapillerinden hucreler arasi aralida sizan sivi, ventrikulleri doseyen
ependimal hucrelerdeki acgikhiktan ventriklle girerek, koroid pleksusdan
salgilanan BOS olusumuna katkida bulunurlar (103). Koroid pleksus epitelinde
yer alan AQP1, tasiyicilar ve Na*/K*-ATPaz pompasi Sekil 2.1.3.de

gosterilmektedir.

insan bedenindeki damarsal agin alani yaklasik 10 m2, koroid
pleksusdaki ag ise 200 cm?2‘dir. Bu yogunluk bedenin diger yapilarina gore 500
kat daha fazladir (103). Su yogunlugunun koroid pleksusda diger vaskuler

alanlara gore 500 kat fazla oldugunu dustndirmektedir.
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BOS Olusumu ve Emilimi

Koroid pleksus, ventrikullerde yer alan, salgi yapan bir epiteldir. Memeli
beyninde her iki lateral ventrikil, Gguncli ve dérdincli ventrikillerde BOS
yuzeyine bakan yerde yer alir. Mezodermal kaynakli olan koroid pleksus epiteli
diger KBE’ndeki kapillerlerden farkh olarak siki baglantilar icermez. Koroid
pleksustaki kan damarlarindaki kandan Na*, Cl, ve HCOs iyonlarini yeterli
miktarda filire ederek BOS olusumunu saglar (Sekil 2.2). Koroid pleksus
epitelinde bazal ve apikal membranlarindaki kanallardan Na*, CI, ve HCOs"

iyonlarinin taginmasiyla ozmotik olarak da su gecisine katkida bulunur (27).

AQP1, koroid pleksusun apikal membraninda yer alir (10). Apikal
membranin kendisi ¢ok gegirgen dedildir. Ancak bu bodlgeden suyun gok hizlh

gegmesi, bir su kanalinin varligini diastndtrmustar (10).

insanda BOS yapim hizi, 0.3-0.4 ml/dakika veya 432-576 ml/gin’diir ve
kafa ici basing ise 5-10 mmHg’dir olarak bulunmustur (173). Toplam BOS hacmi
130 ml'dir. Beyindeki BOS dolanimi 6-7 saatte bir degismektedir. Uretim ve
bosaltimin bir dengede olmasi, SSS'i igin gerekli bir dongudur. BOS dolanimi
ventriklllerden baslayarak 4. ventrikilde yer alan Magendie ve Luschka
foramenlerinden ¢ikarak beyin yuzeyine ve omurilik subraknoid alanina ulagsir.
BOS bosalimi, durada yer alan araknoid granulasyonlardan olmaktadir. Bu
bolgede yer alan acilis basinci 5 mmHg olan tek yonlu valf sistemi ile venoz

sinusler icine bosalmaktadir.

Kafatasi icindeki

Vkan + VBos + Vbeyin

denklemi bir denge igindedir. Bu dengede yer alan hacimlerin herhangi birindeki

artis diger hacimler tarafindan dengelenir (Monro Kellie).
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BOS emiliminde klasik gorus, durada yer alan araknoid villi veya
pacchionian granulasyonlariyla araciligi ile ana bosaltimin yapildigi seklindedir
(60). Yeni tamamlayici gorus ise, yalnizca araknoid villilerin ana BOS emilimini
saglamadigini, beyin kapillerlerinde de pulsatil bir sekilde geri emiliminin oldugu
seklindedir (103). KBE'deki tasgiyici ve kanallar yardimiyla suyun ozmotik olarak
saglandigi dusunulmektedir (88).

BOS’un fonksiyonalari beyin igin metabolik GrGnler igin bir havuz ve
basing kontrolU iginde bir samandira gorevi gormektedir (27). BOS’un 6zgul

agirhgr 1.007 g/ml, beyin dokusunun 6zgul agirligi 1.040 g/ml dir.

BOS liretiminin molekiiler mekanizmasi

BOS, santral sinir sisteminde ana ekstraselliler sivi igerigini olusturur.
BOS beyin ventrikullerini spinal kanal ve subraknoid araligi doldurur. BOS noral
dokudan epandima ve pia hucrelerince ayriimistir. BOS igerigi néronal, santral

kemoresoptorlerin aktivitesine ve pH degisiklerine katkida bulunur.

BOS'un en Onemli gorevlerinden birisi beyin ve omurilige mekanik
destekle kafatasi icinde korunmasidir. BOS ayrica, sinaptik aktivte nedeniyle
ortaya cikan metabolitlerin dilisyonunu ve uzaklagtiriimasini gergeklestirir.
SSS’de cesitli hormonlari ve transmitterleri tasiyarak beyinin farkli bolgeler

arasinda iletigsimini saglar (83).

BOS icerigi plazmaya benzemekle birlikte protein igerigindeki azlk
nedeniyle farkhlik gdsterir. BOS plazma gibi stzllerek olugsan bir sivi degil
koroid pleksustan aktif olarak sekrete edilen bir sividir (35). Bu 6zellik, plazma
konsantrasyonundaki degisiklilerinden bagimsiz olarak K*, HCOs, Ca%* gibi

bazi iyonlarin regulasyonunu saglamasi agisindan dnemlidir (79, 128).

Koroid pleksus ventrikullerde yer alan villilerden olusan bir yapidir. Her

bir villus tek tabaka epitel hicrelerin, kan kapilleri ve konnektif doku Uzerine
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kaplamasi ile olusur (Sekil 2.1.2). Koroid pleksus ¢ok vaskuler yapida ve
kanlanmasi yuksek olan bir dokudur, siganlarda 4ml /dakika olarak olgUimustur
(205). Bu serebral korteksdeki kan akimindan yaklasik 10 kat daha fazladir.
Koroid pleksus epiteli, sekresyon igin gelismistir. Kan-BOS engelini olusturur.
Ventriklile bakan yuzdeki apikal membranda, firgamsi yapi gorulur. Kan
kapillerine bakan yluzde ise bazolateral membran yer alir. Epitel her sekresyon
yapan hucre gibi, bol miktarda mitokondri ve endoplazmik retikulum icerir (Sekil
2.1.2).

Ventrikiil

Apikal — f=rt T NN O
Membran "{ ? .."'l,!;" \\\ |

Epitelyum

Kapiller

Subdural arall;

Sekil 2.1.2. Koroid pleksusun mikroskobik yapisi. Soldaki goranti bir villi’'nin
sematik goruntusu. Sagdaki goruntu koroid pleksusun elektron mikroskopideki

sematik goéruntisudur (27).
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Koroid pleksus epitelinden iyon gegisi Sekil 2.1.3’de gosterilmigtir.

A) Tekyonli Na*, ClIF ve HCOs iyonlarin kandan BOS yonunde gegigini

gOstermektedir.

B) Na*/K*-ATPaz pompasi calisma sistemini gdstermektedir. Na* gegisini
saglamkata ve enerjiye gereksinim duymaktadir. Daha c¢ok apikal
membranda yer alan bir sudrectir. Koroid pleksus epitelinin bazolateral
membraninda Na*, ClI- ve HCOgs- iyonlarinin dizenlemesi yapilir. Hicrede yer
alan karbonik anhidraz enzimi, hiicrede biriken H20 ve CO2’den HCO3 ve H*
molokulleri arasinda donusum yapar. Karbonik anhidraz enzimi en az yedi
Uyesi saptanan bir grup enzim toplulugudur ve H2O ve CO2'den HCOz3 ve H*
olusumunu katalize eder. Bu sure¢ karbonik anhidraz enzim inhibitdrt olan
asetolazamid ile inhibe edilir ve yaklagik BOS Uretimini % 50 oraninda
azaltmaktadir (218). Hidrosefalik ¢ocuklarda BOS basincini azalttigi
saptanmigtir (31).

C) Gosterilen apikal membraninda yer alan Na*/K*-ATPaz pompasi Na+’un
BOS icine dogu tasinmasindan sorumludur. Koroid pleksus Na*, CI- ve
HCOzs sekrete ederler (228). Sekresyon HCO3 bagimhdir ve ayni zamanda
K* net emilimini kontrol eder (228). Koroid pleksusdaki Na*/K*-ATPaz
pompasi, BOS sekresyonu ile yakindan iligkilidir. Bu pompanin oubain ile
inhibisyonu ile BOS yapiminda azalma ve Na* girisi olur (228). Na*/K*-ATPaz
pompasi ¢ogunlukla epitelin apikal membraninda yer almasi ve BOS
sekresyonu diginda K* geri alimini saglamasi nedeniyle 6nemli bir bolgedir
(172).

D) AQP1 koroid pleksus epitelinin apikal membraninda saptanmistir (141, 229).
AQP1’den yoksun farelerde BOS duretiminde oOnemli derecede azalma

saptanmigtir (145).
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K* kanallari BOS sekresyonu igin 6nemli rolleri vardir. Birincisi negatif
membran potansiyeli yaratilmasina yardimci olurlar, dolayisiyla apikal
membranda anyon ¢ikisina neden olurlar. ikincisi, hiicre iginde birikmis olan K*,
Na*/K*-ATPaz pompasi boyunca disari ¢ikar. Son olarak da K* kanallar
BOS’'dan kana, K*‘un transelluler yolla tasinmasini saglar. Boylelikle BOS’daki

K* daha az seviyede gorulur (236).
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Sekil 2.1.3. Koroid pleksusda iyon transportu. A) Koroid pleksus epitelinde ana
iyon gegigleri. B) Karbonik anhidraz enzimi (c.a.) ile HCO3 ve CI- sekresyonu.
C) K* emilimi. D) Koroid pleksus epitelinden AQP1 yardimiyla su gegisi
goOrulmektedir (yukaridaki metin igine bakiniz) (27).
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2.1.5. Astrositlerde Suyun Hormonal Kontrolii ve iyonik Denge

SSS’de salinan vazopressin (AVP), atrial natruretik peptid (ANP),
anjiotensinojen (AGT) ve anjiotensin Il (Ang) gibi néropeptidler su ve iyonlarin

regulasyonunda gorev almaktadirlar.

Vazopressin (AVP)

AVP beyin parankiminde hucresel dizeyde su ve osmolorite dengesini
saglamaktadir (Sekil 2.1.5). Piameter altindaki astrositler yardimiyla su
gecirgenligini kontrol etmektedir (69). AVP ayrica sirkiumventrikiler organlarda,
glia limitans ve ndral hipofizden salgilanarak sistemik dolagsima katilir, su
regulasyonuna katkida bulunur (69). Beyinde AVP iceren ag sistemi
hipotalamusdaki noéronlardan olugsmaktadir (36). Hicre disi AVP miktari
nanomolar duzeydedir. AVP resoptorlerinden V1, butin beyin korteksi boyunca
yayllmislardir (26). Ozellikle astrositlerde ifade olmaktadirlar (76). AVP ile V1
resoptorleri kullanarak astrositlerdeki su igeriginde artis gozlenmistir (69, 182).
AVP astrositlerde su miktarinda artisina neden olurken, ANP’de su miktarinda
azalmaya neden olmaktadir (5, 104). AVP kapiller membrandaki kandan ayni
zamanda K* tasinmasina da katkida bulunur (69). Beyine lokal olarak AVP
verildiginde, astrositlerde K* iyonunda artis gozlenmigtir (102). AVP
astrositlerdeki su miktarinda artisa, K* indikledigi sisme ve Na*, K* ve CI-

birlikte tasiyicilarla su alinmasi sonucu astrositlerde sigsme gorulur (38, 69).

AVP ve V1 resoptorleri, ayni zamanda beyin su ve iyon miktarinin
dizenlenmesinde AQP-kontrollt su girisinde etkili olmaktadir (74, 142). Bu yeni

bulgular sonucunda:

a. AVP ve AVP resoptor agonistleri sigan neokortekslerinde noéronal aktivite
boyunca su girigini artirmigtir (142).
b. Siganlarda immunofloresan boyamalarda AVP ve AQP’nin kan damarlari

ve pial yuzeyde yogunluklarinda parelellik gdzlenmistir (142).
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ANP

ANP, anjiotensin II'ye zit olarak etki gostermektedir. Bu peptid, insan
bedeninde natrilirezis, dilrezis ve vazorelaksasyon yaparak su ve sodyum
regulasyonunda onemli rol oynamaktadir (Sekil 2.1.5) (226). ANP ayni zamanda
su icmeyi de engellemektedir. C-tip natriliretik peptid ANP ailesininin bir
uyesidir. Beyinde lokal olarak parakrin hormon gibi davranarak ifade olmaktadir
(21). ANP kandan beyine cGMP -PKG yoluyla tek yonli sodyum tasinmasindan
sorumlu tutulmaktadir (44). Sigcanlarda yapilan global iskemik modeli
kullanilarak gelistirilen iskemik édem de intarventriikiiler ANP verilerek KiB'de
azalma gosterilmistir (5). Kortikal kontuzyon sonrasi verilen ANP’de beyin

sodyum miktarinda azalma saptanmistir (55).
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GLIAL HUCRELERDE AVP-ANP SISTEMI

ASTROSIT

Na*K*2CI

Kotransporter CI- Kanal

Na*K*CI

> Ca++

AVP Reseptér i

() I Kan Damari >

Sekil 2.1.4. Glial hiicrelerde AVP-ANP sistemi. AVP astrositlerde su miktarinda
artisina neden olurken, ANP’de su miktarinda azalmaya neden olmaktadir
(192).
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Renin-Anjiotensin Sistemi (RAS)

Anjiotensinojen (AGT) molokulu bir dekapeptid olup glikoprotein
yapisinda, 55000-58 000 agirhigindadir ve renin tarafindan anjiotensin (Ang) I'e
donugturalir. Ang1’de converting enzim ile Ang II'ye donusturular. Ang Il, Ang -1
(At-1) resoptorlerine etki ederek beden sivi dengesi ve kan basincinin

kontroliinde etkin rol almaktadir.

Beyin kendi icinde bir RA sistemine sahiptir (6, 34) ve anjitensinojenin
onemli kaynagi astrositlerdir (Sekil 2.1.6)(201). AGT nin nasil sentez edildigi ile
ilgili net bilgi olmamakla birlikte tiroid transcripsiyon faktor 1 (TTF-1) ile birlikte
bulundugu subfornikal organlarda ifadesi gdsterilmistir (194). Adrenalektomi
yapilmis hastalarida kullanilan glukokortikoid ve mineralokortikoidlerle yapilan
tedaviler sirasinda, anterior hipotalamus, paraventrikiler cekirdekler, supraoptik
cekirdekler, suprakiyazmatik c¢ekirdekler, periventrikiler c¢ekirdeklerde, AGT

MRNA ifadesinde artis gézlenmigtir (177).

Perivaskuiler astrositlerde At1-reséptorlerinin bulunmasi, Ang’nin
astrositler icinde hormonal aktivite gosterdiklerini dusundurmustur (6). Chen ve
arknin (29) yaptigi calismada Ang, Atla ve At1b resdptorleri, osmotik

regulasyonda onemli gorevi bulunan hipofiz bezinde gosterilmistir.

Ang | ve Ang Il astroglial hucrelerin son ayaklarinin yakinindaki
damarlarda bulunmasi ve bununla iligkili olarak aminopeptidaz A ve N
bulunmasinin Ang metobolizmasinda 6nemli oldugunu dusundurmektedir. (6,
7). Bu aminopeptidazlarin |Umen disindaki perisitlerin ve periendotelyal
hicrelerde ifade olduklari gosterilmistir ve perivaskuler Ang sisteminin serebral

kan akiminda farkl bir rol Ustlendikleri ileri sGrGImustir (7).

RAS’In beyindeki aktivitesi ¢ok anlagsilamamakla birlikte Ang II'nin kan
basinci regulasyonunda, sodyum dengesinde ve kan hacminde etkin olmasi

sempatik kontrol ile saglanmakta, AVP salinmasina, su ve tuz aliminin artigina
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neden olmaktadir (48). Renin ve Ang II'ni beyinde olusturulan agiri ifadesinde

su ve tuz aliminin arttig1 hipertansiyona ve sivi metabolizmasinda degisikler
oldugu gosterilmistir (125).
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Sekil 2.1.5. Glial hicrelerde RA sistemi.
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2.2. AKUAPORINLER

2.2.1.Akuaporinlerin Yapisi ve Fonksiyonel Ozellikleri

Akuaporinler hicre membranin her yerinde bulunan, su gegigine, ¢ok az
da eriyiklerin iki yonlu gegisine izin veren ~30 kDa agirliginda homolog su kanali
proteinleridir (1, 118, 216). Bu proteinler, butun canllarda bulunur. Tek hucreli
canllarda, 6rnegin ilkel canlilardan bakterilerde ¢ok az da olsa akuaporin

genleri vardir; su ve gliserolun taginmasindan sorumludurlar.

Klguk cigekli bir bitki olan ve molekuler biyoloji deneylerinde de model
olarak kullanilan Arabidopsis thaliana (tere otu)da 38 AQP geni bulunmasina
kargin insanda 13 adet saptanmistir. Bu farklihk hdcrenin fonksiyonlarina goére

gelismektedir.

Birbiri ardina tekrarlayan, U¢ membran zinciri a-sarmal seklinde
sitoplazmik karboksil (HOOC) ve amino (H2N) sonlanmalarindan olusur. ki
baglanti halka ile baglanir, her bir halka Asn-Pro-Ala motifi icerir. Bu motif
yapisinin suyun gegirgenligini denetledigi dusunulmektedir (127). Bu
proteinlerin ana gorevleri bitki ve tUm memelilerde su ve eriyiklerin gecisinden

sorumlu olmalaridir (Sekil 2.2.1).

AQP71’in yapisi yapilan x-ray calismalarinda bir model olarak 2.2 A

boyutlarinda saptanmistir. X-ray kristollografide ise 1.9 A olarak dlgllmastir.
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Sekil 2.2.1. AQ71’in sematik diyagrami. A) Ugli membranin iki kere tekrarlanmig
hali, altta B ve E looplarinin birlesip tek bir kum saati seklinde pore halini
almasi. B) Hucre mebraninda kanal olusumu ve suyun gegisini gostermektedir
(138).
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2.2.2. Akuaporinlerin Siniflamasi

Batun akuaporinler su transportundan sorumludur. Farkliliklari, degisik

dokularda ek olarak farkl gorevler tUstlenmelerinden kaynaklanir (Tablo 2.2).

Beyinde su kanallarindan ilk bahseden Jung (85) ve Hasegewa (66)
olmustur. Bu c¢alismalarda beyin dokusunda AQP4 igin mRNA ifadesini
calismiglardir. AQP4, beyinde yaygin olarak bulunur, beyin su
metabalizmasindan sorumlu oldugu dusunulmektedir (17). AQP1, koroid
pleksus epitelinde yer alir ve BOS salinmasini artirdigi disintlmektedir (141).

AQP9 ise daha ¢ok ozmoregulasyonda gorev alan hucrelerde gorulir (18).



Tablo 2.2. Akuaporinlerin siniflandiriimasi (28).

Akuaporin | Kromozom _Su o GI_iseroIm Bulunduklar Dokular
Gegirgenligi | Gegirgenligi
AQPO 12913 Dusuk - Lens
. Eritrosit, akciger, boébrek, beyin,

AQP1 p14 Yiksek - g6z ve vaskiler endotel

AQP2 12913 Yiksek - Bobrek

AQP3 9p13 Yiksek Evet Cilt, bobrek, akciger, goz, GIS,

AQP4 18922 Yiiksek . Bobrek, beyin, akciger, GIS,
kaslar

AQP5 12913 Yiiksek Tukrik, gozyas, tat bezleri,

akciger ve g6z
AQP6 12913 Disuk - Bobrek
AQP7 9p13 Yuksek Evet Yag dokusu, bébrek, testis
. . Bobrek, karaciger, pankreas,

AQP8 16p12 Yiksek GIS. testis

AQP9 15q22 Diisiik Evet Karaciger, I6ko.sit, beyin ve
testis

AQP10 1921 Disuk Evet GIS

AQP11 11913 Bilinmiyor Bilinmiyor Beyin, karaciger ve bobrek

AQP12 2q37 Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor
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2.2.3. AQP1

Beyinde AQP1, ventrikildeki BOS’a bakan yuzde koroid pleksusun apikal
membraninda ifade olur (122, 141, 229) (Sekil 2.2.2). AQP1-yoksun farelerde
intrakranial basing %50 oraninda azalmistir. Ayni zamanda beyin omurlik sivisi
(BOS) da azalmis olarak bulunmustur. Beyin yaralanmasi gecirmis AQP1-
yoksun fareler normal farelere gére dusik intrakranial basinca sahip
olduklarindan dolay! hayatta kalim orani daha ylksek bulunmustur (145).
AQP1‘in hem g6z hem de koroid pleksusda AQP71’in, sivi toplanmasinda énemli

rolu vardir ancak bosaltiimasinda bir roll yoktur.

Verkman ve dig., (217) AQP1’in hucre migrasyonunda da rol aldigini ileri
surmuslerdir. Tumor hacrelerinin AQP1 yoksun farelerde daha yavas
bayadugunli daha az damar igerdigini, AQP3 yoksun farelerle yapilan
calismalarda gostermislerdir. Endotelyal hucre kulturlerinde hem anjiogenezisin
hem de damar yapilarin olmadigini gostermislerdir. AQP1‘in hucre

migrasyonunda rol aldig1 disunulmektedir (180).
2.2.4. AQP4

Beyinde AQP4, kan-beyin engelini olugturan astrositik son ayaklarinda ve
ventriklli doseyen ependimal hicrelerde, piamaterde glia limitans hucrelerinin
plazma membraninda ifade olur (10, 140)(Sekil 2.2.2 ve 2.2.3).
imminhistokimyasal galismalar AQP4’ (in birincil olarak astrositler yer aldigi
seklindedir, AQP4 noéronlarda oOlgulebilir dizeyde bulunmamistir (134, 139).
KBE olusturan kapiller etrafindaki astrositik son ayaklarda yodun olarak bulunur
(51, 140). Endotel ve ependimal hucrelerinde astrositlerdekine gore daha az
olmak Uzere saptanmistir (97, 134). AQP4 ayrica beyindeki ozmoregulator
bolgedeki hipotalamik magneoselliler hucrelerde de goérulur (85). Noronlar ve
meninkslerde ifade olmazlar (51). Ayni zamanda retinada yer alan astrositlerin
Ozellegmis tipi Muller hucrelerinde de yogun olarak bulunmugtur (134). AQP4
beyin ve omurilikte yogun olarak ifade olmaktadir (50, 66, 85, 140). Omurilikte
ise gri maddede noronlarin gévdesi ve sinaps yaptigi yerde direk temasta olan

astrositlerde yogun olarak bulunur (51, 144).
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Subpial glia sinin Peri sinaptik anlan Koroid pleksus epiteli
A ayakgigi ,
W_ skt L
Pia
Astrosit =~ AQP4
ayakgqigi Astrosit
ayakcigi Eggndi{nal .
Kan-Beyin bariyeri ucreler =~
Astrosit ndotel
ucresi

ayakqigi,_

Baglkxlntl

Ventrikil ylizeyi
AQP1

I_f'.szaltel
cresi

Ventrikl

Sekil 2.2.2. Akuaporinlerin kan beyin engelindeki ve koroid pleksus ve ventrikil
epandima yulzeyindeki yerlesimleri gbésteriimektedir. AQP4, subaraknoid
bblgeye bakan subpial glia limitans hucrelerinde, perisinaptik bdlgede,
KBE’nde, epandimal hicrelerin bazolateralinde ve AQP1 koroid

pleksusun epitelinin apikal bélgesinde bulunur (235).
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Serebral kapillerlerin abluminal yuzeyine bakan astrositlerin ayaksi
cikintilarinda AQP4‘lUn yogun olarak bulunmasi, sistemik dolasimdan su gegisini
kontrol ettiklerini dustundurmektedir (9, 56, 140). Su ve K*, nodronal aktivite
boyunca gerek BOS, gerekse kan ile aligveris igindedir. Astrositlerdeki AQP4
havuzu, ozmotik basin¢g etkisi ile iki yonlu calismaktadir (11). Patolojik
durumlarda bu iki yonllu ¢alisma beyin de su tutulmasina neden olarak negatif
etkide bulunmaktadir (11). Siganlarda travmatik deneysel akut hiponatremi
calismalarinda perivaskuler astrositik ayaksi c¢ikintilarda sisme gorulmustar
(86). Bununla iligkili olarak AQP4-yoksun farelerde yapilan calismada da
astrositlerdeki bu sismenin ve dolayisiyla beyin 6deminin daha az oldugu
gorulmustar (119). Astrositik ayaksi ¢ikintilar ayni zamanda ekstraselliler K*'in

temizlenmesine katkida bulunurlar. Bu o6zellikleri epilepside daha belirgindir

(11).

AQP4’ diger AQP’ler gibi 6 transmembran igerir. AQP4, diger memeli
AQP’lerden farkh olarak su gegirgenligi civa ile inhibe edilememektedir (188).
Bu nedenle AQP4 baslangigta, civaya duyarsiz su kanali (mercurial-insensitive
water channel- MIWC) olarak adlandiriimigtir (66).

AQP4, SSS’deki su metabolizmasi Uzerine etkinligini arastiran
calismalarin bir kismi, AQP4-yoksun farelerde yapilmigtir (114). AQP4-yoksun
farelerde genel olarak davranis, motor, duyu ve koordinasyon bozuklugu
saptanmamistir (231). AQP4-vahsi tip ile AQP4-yoksun tipler
karsilastirildiginda, morfolojik, yapisal degisiklikler, 1sik mikroskobisinde,
serebral vaskuler anatomide ve MRG’de belirgin bir fark gordlmemigtir (119).
intrakranial basing, komplians, kalp atimi, beden isisi, ortalama arter basinci,
kan gazlar gibi fizyolojik verilerde de bir degisiklik olmamigtir (119, 146). AQP4-
yoksun sicanlarda idrar yogunlugunda da bir farklik gériimemis ve bu durum
AQP4’Un serum ozmolilitesi Uzerine etkin olmadigini dusundurmustur (85, 114).
AQP4-yoksun farelerde yapilan degisik ¢alismalarda (distrophin yoksun mdx ve
alfa syntrophin yoksun) toplam AQP4 miktarinin normal olmasina karsin KBE ve

glia limitans bdlgesindeki astrositk son ayaklarda 6nemli oranda AQP4
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yogdiunlugunda azalma saptanmigtir (9, 213). Ayni zamanda bu farelerde
astrositik son ayaklarda sisme ve KBE gegirgenliginde artma saptanmistir (52,
137).

immiin ¢alismalar 1siginda ileri siiriilen tez, plazma membranindan su
gegisinde onemli rolu olan astrositlerde AQP4 yer alarak su regulasyonunda
oénemli rol oynamaktadir. Ozellikle su tasinmasi ve K¥nun temizlenmesi
arasinda bir paralellik vardir. AQP4, su akisini, bikarbonat taginmasini ve

aktivite bagiml volum degisikliklerini dtzenler.
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Sekil 2.2.3. AQP4’Un subpial ve perivaskiler glial son ayaklarda yerlesimini su

dengesinin sematik goOsterilmesi (mavi yariklar AQP4 kanallarini

gostermektedir) (8).
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AQP4’un noron sinyal aktarimi iyon dengesi lizerindeki rolu

Astrositler, noranal aktivite boyunca ortaya ¢ikan K*un temizlenmesi, ve
yeniden dagitilmasi, nérotransmitter dongusinin (GABA ve glutamatin sentezi
ve sinaptik bodlgeden uzaklastirilmalari), noéronlara enerji desteginin ve
sinaptojenezisin gergeklenmesi gibi birgok fizyolojik islergeleri saglarlar (164).
Noronal aktivite sirasinda ortaya ¢ikan K* ve H2O’nun temizligi ve yeniden
kullanilir hale gelmesini saglayarak néranal aktivitenin surekliligine katkida
bulunmaktadir. Kir4.1 K* kanallar ile birlikte AQP4 ifadesinin yan yana
bulunmasi bu dusltnceleri dogrular niteliktedir (Sekil 2.2.4) (75, 98, 132).
Kulakta Corti organinda yapilan galismada, Corti organinin mekanoelektrik
uyarilimi sirasinda buyik miktarda K* iyonu gecisi olmakta ve AQP4‘Un K*
eliminasyonuna saglamasi nedeniyle, ozmotik dengeyi hizla saglayarak
isitmeye katkisi oldugu gosterilmistir (84, 106, 124). Benzer ¢alisma, retinadaki
Mdaller hacrelerinde de yapilmis AQP4-yoksun farelerde retinogramlarinda b-

dalgalarinda azalma saptanmistir (105).

Noronlarin sinaptik aktivitesi sirasinda ekstrasellller araliktaki suyun
astrositik hucrelerin icine alinmasi nedeniyle, hicreler arasi aralik kugulur (203).
Deneysel calisma ile akut donemde elde edilen kortikal kesitlerle noéronal
fonksiyonun oldugu bolgeler de ekstraseluller aralikdaki hacim azalmasi
fonksiyon olmayan yerler gére daha belirgin oldugu gdsterilmistir (73, 74).
Ozellikle yiksek frekansla afferent liflerin uyariimasi ile neokortkesin IV.
tabakasinda lokal ekstraselller aralikta volimde kucllme |. tabakasinda ise
artma gorulmektedir (73). Bu bilgi beyin su igerigini yeniden dagilimina neden
oldugu, bu hizli su degisiminin ancak AQP4 ile oldugu dusunulmektedir. Butin
bu aktivte glial hicrelerin son ayak c¢ikintilari digindaki membranin aktivitesini

gOstermektedir.
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Sekil 2.2.4. AQP4’Un su, K* ve sinaptik glutamatin dengesini saglamasi (10).
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Akuaporinler ve ekstraselluler sivi Uretimi

BOS duretiminin % 40-70’i koroid pleksus epitelinde elde edilirken, %
30-60 ise beyin metabolizmasi sonucu ortaya c¢ikan endojen sivi ve kan
damarlarindan gegerek olusan hucreler arasi sividan elde edilir (32). Hlcreler
arasi sivinin % 48‘i kan damarlarindan elde edilen sividan olusmaktadir (173).
BOS’un toplam uretim hizi 0.30 ml/dakikadir (103). Bu uretim hizina damarsal
sividan gelen katkinin 0.15 ml/dakika oldugu dusunulmektedir. Sekil 2.1.4 ‘de
gosterilen AQP, tasiyici ve kanallarin osmotik gradient Uzerine etkili olarak su
gecisine katkida bulunmaktadir. Bu durumda koroid pleksus apikal
membraninda yer alan AQP1’'in diginda astrositlerin son ayaklarinda yer alan
AQP4 de etkin oldugu konusunda gorugler vardir. AQP’ler perivaskuler alandaki
astrositlerde yogun olarak bulunmasi SSS’nin i¢gsel su taginmasindan sorumlu

oldugunu disundurmektedir.

AQP’lerin Regiilasyonu

AQP1 regiilasyonu

AQP1 beyinde koroid pleksusun apikal membraninda bulunur. Xenopus
oosit'inde vazopresin ile AQP1 ifadesi arterken, atrial natrilretik peptid ile
azalmaktadir (154). Asetolazamid, bir karbonik asit inhibitdri olarak oositte
AQP1’in su gegirgenligi uUzerine etkinligini inhibe etmistir (113).
Tetraetilamonyum ise voltaj bagimli potasyum kanal inhibitéri olarak AQP1’in
gecirgenligini inhibe etmistir (233). Kisa donem hormonal regulasyon ile ilgili
henuz bir kanit elde edilememigtir (64). AQP1 mRNA's! fetal yagsamda koroid
pleksusda ve eriskin donemde yuksek miktarda gosterilmigtir (25). Beyin
digindaki AQP1’in bulundugu dokularda (akciger, bobrek), glikokortikoid AQP1
ifadesini artirdigl saptanmigtir (108, 126).
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AQP4 regiulasyonu

Vazopressin beyindeki AQP4’Un aktivitesini uyarmaktadir (182). AQP4
civaya karsi duyarsiz iken diger agir metallere karsi duyarhdir. Zehirlenmelerde
AQP4’Gn etkinligi artar, KBE’'nde gegcirgenlik artmakta ve beyin o0demi
olusumuna katkida bulunmaktadir (63). AQP4 posnatal ddénemin ikinci
haftasinda gosterilmis ve genglik gagina kadar giderek arttigi bildirilmistir (225).
Primer astrosit kulturlerinde kortikosteroidlerin AQP4 Uzerine bir etkinligi
gOsterilememistir (62). insanda deksametazonun beyin édemi (izerine
etkinligini arastirmak icin yapilan bir g¢alismada, beyin tumoéra etrafindaki
0odematdz doku ile normal dokudaki AQP4 ifadesinde bir farklilik
gosterilememistir (179). Mannitol verilerek olusturulan hiperozmotik durumlarda
sigan beyin korteksinde AQP4 ve AQP9'un ifadesinde artig gosterilmistir (14).
Astrosit kualtirlerinde AQP4 ve AQP9 ifadelerinde hipoksik durumda azalma,
reperflUzyonda ise infarkt bolgesindeki ifadelerinde artis gorulmustur (16, 54,
208, 230). infarktli insan beyninde AQP4 ifadesinde artis gdzlenmistir (12).
Fulminant karaciger yetmezliginde, akut hepatik ensefalopatilerde gelisen beyin

6deminde AQP4’Un ifadesinde artis gdsterilmigtir (163).

AQP’ler ve beyin 6demi

Sitotoksik 6dem hiponatremi ve serebral iskemide goérulmektedir (87).
intraperitoneal su enjeksiyonu, bakteriyal menenijit ve serebral arter okliizyonu
ile olusturulan sitotoksik 6dem sonrasi AQP4-yoksun farelerin normal farelere
gbre mortalitesinin daha az ve noérolojik muayenelerinin de daha iyi oldugu
gorulmaustar (119, 148). AQP4-yoksun fareler sitotoksik 6demlerden
korunmuslardir (53). AQP4-yoksun farelerin beyin timdri ve beyin abselerinde
ortaya cikan vazojenik 6deme karsi daha duyarl olduklari gérulmastir (119,
148). Karsilastirmal calismada AQP-yoksun farelerde kafa igi basing ve
norolojik bozulma daha sik gorulmustar. Bu nedenle AQP4’Un, vazojenik

6demin elimine edilmesinde énemli oldugu distntlmektedir (149).
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2.3. ISKEMi

Serebral iskemi, beyin dokusu igin gerekli olan kan akiminin

karsilanamasi sonucu ortaya cikar (190).

Hipoksi, parsiyel oksijen basincinin azalmasi; anoksi, komplet oksijen
yoklugudur. Hipoksi ve iskemi karigtirilan, bazen birbiri yerine kullanilan
terimlerdir. Hipokside, tek basina iskemi veya asidoz olmaz ve beyin

yaralanmasi olmaz.

iskemik kor, yetersiz kan akimindan dolayi enerji desteginin

saglanamadigi fokal iskeminin bir bolgesidir (65).

Penumbra, iskeminin yogun oldugu alan ile perfizyonun normal oldugu
alan arasinda kalan bolgeye denir. Kan akimi azalmis ancak ATP seviyesi
yeterlidir (204). Noéronal fonksiyonlarda bozulma, EEG voltajinda dizlesme,
duyu ve uyarilmig potansiyellerde vyetersizlik vardir. Maymunlarda yapilan
calismada, orta serebral arter oklizyonunda, kan akimi 18 ml/100g/dakika’ya
dustigunde, uyarilmis potansiyellerde kaybolma, 12 ml/100g/dakika’ya
dustugunde ise enfarkt saptanmistir (204).

Kan perfuzyon basinci dugerse, oksijen ekstraksiyon orani normalde %
30-40'dan % 90-100‘lere ¢ikar (158). Kan akimi azalsa bile oksijen ektraksiyonu

arttigi icin normal doku oksijen konsantrasyonu devam eder.

Pozitron emisyon tomografi ile yapilan ¢alismada normal dokunun pH’si
7.0 iken, penumbrada bu deger 6.7 bulunmustur. Oksijen metabolik orani
normalde 130-160 mmol/100g/dakika iken, penumbrada 60-80 mmol100g/
dakika, glikoz metabolik orani normal beyinde 25 mmol/100g/dakika iken,

penumbrada 17 mmol/100g/dakika civarinda bulunmustur (65).

Serebral enfarkt deyimi, glial, néronal ve endotelial hicrelerin damar
tikanmasi nedeni ile etkilenen alanlarda élmesidir. Beyin yaralanmasinda segici

yaralanabilirilik deyimi ise, hipokampal CA1 bdlgesi piramidal néronlari ve
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serebellumda Purkinje hacrelerinin global iskemiye karsi daha duyarli

olmalarinin ifade edilmesidir (160).

iskemi, komplet veya inkomplet olarak ya da gegici veya kalici olarak
siniflandinilir. Serebral arterlerin butundyle oklizyonu, komplet iskemiye,
tikanan damarin kollateralle dolagim saglanmasi, inkomplet iskemiye neden
olur. inkomplet (fokal) iskemide, iskemik kor alaninin etrafinda penumbra vardir.

Kardiak arrest veya siddetli hipotansiyonda komplet iskemi (global iskemi)

geligir.

Deneysel hayvan modellerinde, gerbillerde iki-damar, kemirgenlerde dort

damar global iskemi modelleri kullaniimaktadir (82, 161).

2.3.1. iskemi Modelleri
Komplet iskemi Modeli

Global iskemi modelinde genellikle gerbil kullanilir. Gerbillerde anterior ile
posterior dolagim arasinda kollateral yoktur. iki dakikalik karotid okliizyonunda
iskemik hicre 6limU olmaz. Bes dakikalik oklizyonda segici, ve gecikmis
hicresel 6lum hipokampal CA1’deki piramidal néronlarda gorulirken, beyin sapi
ile serebellumda iskemi olmaz (89). Siganlarda global iskemi olusturmak igin
karotid okluzyonuna ek olarak sistemik hipotansiyon gergeklestirilir (193).
Pulsinelli’nin, dért-damar oklizyon modelinde her iki vertebral arter kalici, iki

karotid arter ise gegici olarak oklude edilir (161).

Global iskemide, gerbillerde (82), sigan (160), maymun (240) ve
insanlarin beyninde (199) degisiklikler saptanmamistir. iskemiden 1-4 giin
sonra, CA1 piramidal noronlarda, piknotik ve eozinofilik ndéronlar gorulmeye
baslar (156).

Gerbillerde global iskeminin 5. dakikasindan sonrada, CA1 hipokampal
ndronlarinda 6lim, 10-15. dakikasinda striatum, inferior kollikulus septumunda,

korteksin 3 ve 5. katlarindaki piramidal néronlarinda, talamusun genikulat



37

cekirdeginde ve substansia nigradaki néronlarda olum gorulur (13). Siganlarda
ise bu patolojilere ek olarak serebellumun Purkinje hucrelerinde de o6lum

goralur.
Fokal iskemi

Ug 6nemli model kullaniimaktadir. intrakranial yaklasimla, orta serebral
arter oklizyonu (78), ya da orta serebral arterin foramen ovale genigletilerek
okliizyon yapilmasidir (189). Uglincii ydéntem naylon filaman yéntemidir (110).
intrakranial girisim gerektirmez. Boyundan karotis arterden girilerek orta
serebral arteri intrakranial segmentinde tikayarak gerceklestirilir. Gegicici veya
kalici olabilir. Digeri ise fotosensitif boya vererek damar goérintilenip lazer ile

damar Uzerine fotokoagulasyon yapilmasidir (39).

2.3.2. iskemi/Reperfiizyon

inme (stroke), beyin hiicrelerinin fonksiyon bozuklugu ile ortaya cikan
klinik bir durumdur. iskemik inmenin, iskemi ve reperflzyon olmak Uzere iki

asamasi vardir.
iskemi

inmenin iskemik asamasi, boélgesel serebral kan akiminin (rCBF)
azalmasi, vaskuler direncin artmasi, vaskuler icerikte trombuslerin olugmasi
sonucu, beyin dokusuna oksijen ve besleyici urunlerin gitmemesidir.
Endotelyumda gelisen infarkt, siki kavsaklarin butinliginin bozulmasi ve
iskemik bodlgede gegirgenligin kontrolinii ortadan kaldirmaktadir. Iskemik
deneysel modellerde siki kavsaklarin etkilenmesi hemen gorulmemektedir. Kan
akimindaki azalmanin devam etmesi ile birlikte, saatler iginde ortaya ¢ikmakta

ve gecirgenlik artigi surmektedir (22).

Beyin kan akimindaki azalma, iskemik bdlgedeki bir ¢ok sureci baslatir.
ATP‘de azalma, glutamat toksitesi, iyonik dengesizlik, metabolik fonksiyon

kaybi, artmis asidoz, oksidatif stres ve inflamatuar aktivasyon gibi hlicresel ve
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metabolik surecler tetiklenir. Dakikalar ve saatler icinde baglayan iskemi, kapiller
c¢apinda daralma, endotelyal sismeye neden olur. Oksijen yetersizligi sonucu
gelisen anaerobik metobolizma laktik asit birikimi ile laktoasidoza neden olur.
Endotelyal hicreler, astrosit ve ndronlarda sismeler gorulir. Doku plazminojen
aktivatoru (tPA), matriks metalloproteinaz (MMPs) katepsin ve heparinaz gibi
proteaz enzimlerinin aktivasyonu ile KBE ve ekstrasellller matriks yikima ugrar

ve gegirgenlikte artis olur (120).

Okluzyondan dakikalar sonra erken duyarli genlerin (c-jun, c-fos) ve geg
heat shock genlerin (Hsp70, Hsp72) ortaya ¢ikmasi ile endotelyal yanit yikima
ugrar (224). Penumbra icinde apoptotik kaspaz-bagimli, kaspaz-bagimsiz
yolaklar aktive olur. Proinflamatuar sitokinler (interleukin-1, tissue necrosis

factor---TNFa) endotelyumda aktive olur. Lokosit ekstravaze olarak inflamatuar

aktivasyonu baglatir. Lokosit ve reaktif mikroglialar iskemik beyinde inflamatuar

aktiviteyi artirirlar ve toksik serbest oksijen radikalleri agiga ¢ikar (109).

Reperfiizyon

Reperfuzyon, serebral kan akiminin iskemik veya hipoperfizyone olmus
dokularda yeniden saglanmasidir. Dokularin yasayabilmesi icin mutlaka gerekli
olan bir suregtir. Buna karsin gecgikmis reperfuzyon ek yaralanmalara ve KBE
yikimi ile hemorajiye neden olabilir. Reperflizyonda KBB’'de siki kavsaklarin
acllmasi ve paraselluler permeabilitenin artmasi U¢ fazda gergeklesir.
Baslangicta, reperfuzyon gecirgenliginde akut serebral bolgesel kan akimi artar
(rCBF) arkasindan bifazik permeabilite artigi izler (Sekil 2.3.1).

Orta serebral okluzyon modelinde multifazik iskemi/reperfuzyon
permeabilitesinin basinda hiperemi gdsterilmis, daha sonra bifazik paraselliler
permeabilite 5 ila 72 saat sonra ortaya ¢ikmigtir (101). Global iskemi modelinde
beynin bdlgelerine goére reperflizyon sonrasinda hemen permeabilite artisi

sonra da bifazik yanit ortaya ¢cikmistir (159).
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Reaktif hiperemi serebral otoregulasyonun kaybi, reperfizyonun
baslangi¢c asamasinda akut olarak KBE’in agilmasi sonucu gelismektedir. Bu
akut fazda perfuzyonun pasif olarak gelistigi, ani ve keskin kan akimi artigiyla
ortaya ciktigr dustnulmektedir (198). Serebral perisitler igerdikleri kontraktil
proteinler yardimiyla serebral kan akimini (SKA) kontrol ettikleri
dusundlmektedir (20, 155). Ekstraselliler matriks endotelyumu c¢evreleyerek

sarmasi, kollejen yardimi ile mekanik olarak direncini artirmaktadir.

Baslangi¢c hiperemiyi takiben iskemik bodlgede hipoperfuzyon gelisir,
sonugta bolgeye besin desteginin ulagsmasinda azalma gorulecektir.
Hipoperfuzyonun nedeni serebral metabolik depresyon, endotelyal ve astrositik
son ayaklarindaki sisme sonucu mikrovaskuler tikanmanin gelismesiyle ortaya
cikmaktadir (80). Hipoperfiuzyon ayrica noétrofil adhezyonunu artirarak

inflamatuar slrece dolayli olarak katkida bulunur.

Bifazik permeabilitenin ilk fazi, KBE’deki artmis inflamatuar ve oksidatif
stres, ekstraselliler matriksde enzimatik yikilma sonucu geligir (68, 220). Buna
kargin akimin olmadigi ve iskeminin uzun surdugu donemde vendz tikanma
sonucu iskemik yaralanma artar (77). iskemi suresi artikga 6dem artigi ve final

faz olan bifazik fazi artirmaktadir (159).
Koroid Pleksusda iskemi:

Koroid pleksus zengin bir kan destegine sahiptir. Arteriyal beslenmesi,
karotid arterin anterior koroidal ve baziller arterin, posterior serebral arterin dal
olan, posterior koroidal arterlerinden saglanir. Bu nedenle fokal iskemi
modellerinde, koroid pleksusda iskemi saglanamayabilir. Fokal iskemide
kulanilan orta serebral arter tikanmalarinda koroid pleksus hem posterior
dolagimdaki posterior serebral arterden hem de internal karotid arterin erken
bolimlerinde yeterli kan destegini alacagi i¢in iskemi tam olarak gergeklesemez
(59). Global iskemide ise dort damar okluzyonu saglandidi icin, lateral
ventrikuldeki koroid pleksusda 6 saat icinde nekroz olur fakat, 24 saat iginde
nekrozun azalmaya basaldigi ve 72 saat igcinde de kayboldugu gosterilmistir
(160).
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iskemi Reperfiizyon
E DAKIKALAR SAATLER GUNLER

Azalmis ATP Enerji yoklugu
Infarkt cevresinde depolarizasyon

Glutamat eksitoksitesi, asidoz

Artmis hiicre ici kalsiyum proteaz ve kaskad aktivasyonu (PKC, MAPK...)
Néronal kisalma, vaskiiler ve astrosit sismesi

Erken sorumlu genler (c-fos, c-jun...) Sicak sok proteinlerini takip eder (HSP70, HSP72)
Erken enzimatik aktivasyon (MMP-2, tPA,...) matriks yapiskanliginin kaybi

VEGF (erken - detrimental), angiopoietin-2 kaskad aktivasyonu

Oksidatif ve nitrosatif stres (Mitokondrial serbest radikaller;

Inflamatuar sitokinler (TNFc., IL-1B, IL-6.,,,) Transkripsiyon faktériinii izler
ve kemokinlerin aktivasyonu (MCP-1, cINC)

Penumbra ve hipoperfiize alanlarda reperfiizyon sonrasi apoptosis (Kaspaz, Apaf-1, ...)
Endotelyal adhezyon molekiil indiiksiyonu (P-selektin, ICAM-1, E-selektin)

Notrofil adhezyonu (L-selektin, B2-integrins) ekstravasyon

Sekonder enzimatik aktivite
#MMP-Q, ...). VEGF (gecikmis,
aydali) anjiopoietin-1 anjiogenesis

Sitotoksik Odem Vazojenik 6dem

.................. Bifazik gecirgenlik o :

Gegirgenlik - BSKAH

~ ----- Hipoperfiizyon..... n

w— Kan - beyin bariyeri gegirgenligi === Bilgesel serebral kan akim hizi (BSKAH)I

Sekil 2.3.1. Sematik olarak iskemi reperfuzyon surecini ve bununla birlikte

ortaya c¢ikan sitotoksik ve vazojenik 6dem gdsterilmektedir (181).
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2.4. BEYiN ODEMI

Normal insanda kafa igi hacmini olusturan bolumler: beyin parankimi
(1100-1300 ml), hicreler arasi aralik (100-150 ml), BOS (75-100 ml) ve kan
(75-100 ml)y'dir. Bu bolumler arasindaki sivi degisimi, ozmotik ve hidrostatik
guclerin etkisiyle hucresel ve hucre digi bolumlerden hidcre membrani, KBE,
kan-BOS, beyin ventrikil epandimasi, kan, koroid pleksus ve araknoid

granulasyonlar yardimiyla gergeklesir.

Baslangicta beyin hacmindeki degisiklikler, beyin omurilik sivisi ve kan
hacminde azalmaya yol agarak kompanse edilir. ileri derecede hacimsel
artislarda, bu islergeler calisamaz hale gelir ve kafa ici basing artar,

herniyasyon ve dlum gelisir (129).

Beyin ddemi tanim olarak, beyin parankimi icerisinde lokal ve yaygin
anormal sivi toplanmasidir. Bu tanimlama, beynin ven6z dolasiminin
engellenmesi veya hiperkapni nedeniyle vazodilatasyon olmasi sonucu, kafa

icinde venoz gollenmenin oldugu beyin sismesinden ayirt edilmelidir.

Beyin 6demi terimini ilk Reichardt (169) 1905’te kullanmis ve beyin
sismesinden ayirt etmek icin tercih etmistir. Patolog Igor Klatzo (91), 1967’ de
soguk hasari (cold injury) modelinde iki tip beyin 6demi tanimlamigtir. Hucre igi
ve hucre digl su toplanmasina gore sitotoksik ve vazojenik olmak Uzere iki tip
odem siniflamasi yapmistir (Sekil 2.4.1). Fishman (47) 1975'de bu
siniflandirmaya ek olarak hidrosefali hastalarinda gérdigu édem tipini belirtmek
icin “intertitial edema” tanimini yapmigtir. Dordinct 6dem tipi “osmotic edema’
sodyum benzeri iyonlarin dengesindeki bozukluklarinda gorulen hucre igine su

girisini saglayan 6dem tipidir.

Beyin 6demi, kafa travmalarinda, beyin tiumorl, inmelerde, beyin
kanamalarinda ve enfeksiyonlarinda sik gorulir. Beyin cerrahi pratiginde,
hiperosmotik ajanlar ve dekompresyon gibi yontemler 90 yildir kullaniimaktadir.
Beyin 6demi tedavisinde etkili bir tedavi yonteminin bulunamamasi hentz beyin

o0demi islergelerinin tam olarak anlasilamadigini géstermektedir.
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SITOTOKSIK ODEM VAZOJENIK ODEM

Lumen H20

A .[':'(l:lrrlydi
hucre
(]
/ o
Astrositik son ayaklar ¥

Siki Endotelyal hiicre

baglant H20

Lumen

Sekil 2.4.1. Beyinde 6dem olusumu. A) Sitotoksik 6dem astrositik ¢ikintilarda
AQP4 yardimiyla 6demin geligsimi. B) Vazojenik 6dem KBE'in yikilmasi sonucu

suyun hucrelerarasi araliga sizmasi, AQP4 rol oynamamaktadir (207).

2.4.1. Sitotoksik (Hiicresel) Odem

Sitotoksik 6dem terimi, Klatzo tarafindan ilk olarak triethyltin gibi toksik
bir madde kullanilarak yapilan deney sonucu goruldigu icin benimsenmistir
(91). Daha sonraki calismalarda toksik ajan kullanilmadan, travma, epilesi ve
beyin tumdrlerinde de benzer 6dem gelistigi gorulmustur (157). Fokal veya
global damar oklizyonunda, kalici veya gegicici serebral iskemilerde, belirgin
olarak hiicresel édem goriliir (15, 100, 107). iskemi disinda hiicresel 6édem,
kafa travmasi, enfeksiyon, karaciger ve bobrek metabolik hastaliklarinda da
gorulur (119, 207, 215).

Mikroskobik olarak hicresel 6édemde, oncelikle astrositlerin govde ve
ayaksi cikintilarinda ve bazi noronlarin dendritlerinde sisme gorulmektedir.

Noéronal hicrelerin gévde ve aksonlarinda sisme, oligiodendrositlerde
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gorilmemektedir. iskeminin ilk 30 dakikasinda astrositlerde sisme gériiliirken
noronlar buziusmektedir (87, 157). Sitotoksik 6dem hucreler arasi sivi
miktarinda % 50 oraninda bir azalmaya neden oldugu erken donem
calismalarda gosterilmisti (214). Bu azalma, deneysel iskemik c¢alismalarda,
MRG’nin belirgin diffuzyon katsayili (ADC) incelemeleri ile, hicreler arasi

sivinin hicre igine gegisi gosterilmistir (72).

Hiicresel Odem islergesi

Onerilen bir ¢ok su tasinma islergeleri tanimlanmistir (Sekil 2.4.2).
Akuaporinler osmotik basing zorlamasi ile su gecisine kolaylik saglamaktadir.
Travmatik beyin yaralanmasinda ekstrasellller aralikta biriken K* iyonu artar ve
artan bu iyon hucre icine KCL olarak alinir. Diger bir mekanizma hucre igindeki
HCO3-ve H* iyonlarinin hicre disindaki Na* ve CI- ile yer degistirmesi sonucu
sismeye neden olur. iskemi sonrasinda astrositlerin duvarlarindaki yetmezlikten
glikojen, gibi makromolekdllerin girmesi, yag asidi, serbest oksijen radikallerinin
geogirgenligi artirmasi Na* ve CI- hicre igine girmesine birlikte de su molekulleri

surklemesine neden olur.

Hucresel sisme sonucu hticrede (88):

1. Membran depolarizasyon sonucu hucre iginden disariya ¢ikan K* iyonu,
Ca?* iyonlarininn voltaj bagimh kanallari ile hicre igine girmesine yol
acar.

2. Mekanosensitif kanallarin uyariimasi ile Ca2* dogrudan hiicre igine girer.

3. iskemi sonucu ortaya c¢ikan eksitatuar aminoasitlerin astrositler

tarafindan geri alimi azalir.

Deneysel modellerde hucresel 6dem olusturmak igin global iskemi ve su
zehirlenmesi modeli kullaniimaktadir (223). Hucresel 6demde, astrositler,

noronlar ve dentritlerde beyindeki 6édemi azaltmaya yonelik sisme olur (92).
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Astrositler, hucreler arasi aralikta, noronal aktivite ya da iskemi nedeniyle ortaya
¢cikmis olan K* ve glutamatin temizlenmesi gibi sorumluluklari olduklari igin
noronlara gore patolojik sismeye daha gok egilimlidirler. insanlarda bir nérona
karg! yirmi astrosit bulunmaktadir ve astrositler hiicresel hacimlerin bes katina

kadar sigebilirler (87).

Hucresel 6dem en iyi fokal iskemi modellerinde c¢alisiimigtir. Kan
akiminin iskemi esik degeri olan 10 ml/100g/dakika’nin altina dustrilmesi ATP-
bagimh Na*/K*-ATPaz pompalarinda yetmezlige neden olur. Bu yetmezlik, Na
*un hdcre icinde birikmesine, hicre disindaki suyun osmotik dengenin
saglanmasi i¢in hlcre igine girmesine neden olur. Bu slreg¢ saniyeler iginde
gerceklesir. Na* ile birlikte CI-, H-, HCOs™ hlicre igine girer. Butiin bu degisiklikler
geri dénUsUmltdur. iskemi slresi 6 dakikadan uzun slrerse geri dénisimsiiz
hale gelir ve iskemik kor olusur. infarkt olmus bu bélgenin etrafini cevreleyen bir
penumbra bdlgesi vardir. Kan akimi burda 20ml/100g/dakikadan fazladir. Bu
bolgedeki astrosit ve noronlarda da sisme hucresel ddemden dolayr vardir.
Hipoksi devam ederse hucreler nekroza giderler. Hucreler icerdikleri su ve

eriyikleri hucreler arasi bosluga birakarak vazojenik 6dem tipi bir tablo geligtirir.

Gegici vaskuler oklizyon sonrasi saglanan reperfiizyon, kesilmis olan
enerji destegini yeniden saglar ve Na* ve suyun hucre iginde birikmesi Onlenir.
iskemiden 4 saat sonra KBE'nde gelisen hasarlanma nedeniyle vazojenik édem
gelisir ve iskemiden 24-48 saat sonra bilgisayarli tomografide goérunur hale gelir.
Reperflizyondan sonraki vazojenik 6demin iki fazli oldugu diasutntlmektedir (99,
174). KBE’nin ilk acilmasi reperfuzyondan iskemik alanda asidoz,
vazodilatasyon ve vaskuler otoregulasyonun bozulmasi nedeniyle, alana hizla

dolan kan, reaktif hiperemi olusumuna neden olur.

KBE’nin ikinci agiligi iskemik oklizyonun agilmasindan sonra dolan kanin
enfarkt alanini genigletmesi ile ortaya cikar (93). infarkt alanina plazma
iceriginin dolmasi ve osmolaritesinin artmasi nedeniyle hicre membrani yikilir
ve doku basinci artar. Artmis doku basinci kan akimini azaltarak perfizyonu

bozar. Penumbra bolgesi nekroza gider. Glutamat, serbest oksijen radikalleri



45

iskemide noronal yaralanmada ve KBE'nin yikilmasinda 6nemli roller ustlenen
bir stregtir (109).

AQP4’iin sitotoksik 6dem lizerindeki rolii

Sitotoksik 6dem deneysel modeli olarak kullanilan akut su zehirlenmesi
modeli ile yapilan AQ4-ifadeli ve AQP4-yoksun tip farelerde yapilan ¢alismada,
farelere intraperitoneal su inflizyonu yapilarak serum da hiponatremi
olusturulmus, bdylelikle KBE yikilmadan sitotoksik (hucresel) beyin 6demi
gerceklestiriimistir (119). KBE’ni olusturan astrositlerdeki AQP4 bagimli su
gegisi AQP-yoksun farelerde daha az olmasi nedeniyle beyin 6demi daha az
olmus ve farelerin ndrolojik durumlari AQP4-ifadeli farelere gbére daha iyi
bulunmus ve daha uzun sdre yasamiglardir (119). Elektron mikroskobik
incelemelerinde prekapiller astrositik son ayaklarda sisme, AQP-yoksun
farelerde AQP-ifadeli farelere gore U¢ kat daha az bulunmus ve AQP4’Un

kapillerlerden astrositlere su gegisini sagladigi disundlmustir (119).

inmede gorulen iskemik 6demin, birincil olarak sitotoksik 6dem daha
sonra da vazojenik 6dem gorulmesi nedeniyle kalici fokal iskemi modeli ile
yapilan kargilastirmali ¢alismalarda AQP4-yoksun farelerde ndérolojik defisit ve
hayatta kalim orani 24 saatin sonudan yuksek oranda bulunmustur (119).
AQP4-ifadesi olan farelerde hemisferik genigleme, orta hat sifti ve hacim artisi
gorulmustar (119). AQP4’Un sitotoksik 6demde, su gegisini artirdigi

dusunulmustar.
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2.4.2. Vazojenik Odem

Beyin kanamasi, enfeksiyon, epileptik ndbet, travma, tumor radyasyon
yaralanmasi ve hipertansif ensefalopati gibi hastaliklarda KBE yikilir ve plazma
icerigi hucreler arasi araliga gecgerek vazojenik 6deme neden olur (129).
Vazojenik 6dem, etken olan hastaligin tipine gore lokal veya yaygin olabilir.
Klinikte, 6demin radyolojik goruntileri basitce, lokal olanlarda giruslarda silinme,

yaygin olanlarda ventrikullerde daralma seklinde gorulur.

Beyaz maddenin, korteksdeki gri maddenin uzantilari olan paralel lifleri
icermesi, gevsek bir hlcreler arasi bir bogluga sahip olmasi nedeniyle, 6dem
daha ¢ok bu bdélgede gérulir. Gri maddede, hlicre yogunlugunun fazla olmasi,
hicreler arasi baglantilarin fazla olmasi, hucreler arasi araligin daha dar ve siki

olmasi nedeniyle ddem icerigi burada birikemez.

Isik mikroskobisinde erken donem oOdemde hucrelerde vakuollesme,
parankimde solukluk goérulir. Ge¢ dénemde, miyelin kiliflarinda inflamatuar

fagasitoz nedeniyle pargalanma gorulur.

Klatzo tarafindan gelistirilen soguk yaralanmasi modelinde sivi azot ile
sogutulmusg probe, dura Uzerinde 45 saniye tutularak vazojenik 6dem
olusturulmaktadir (95). Bu model ile yapilan arastirmalarda iki kez KBE
yikilmasi goérulmektedir (130). Birincisi 6 saat-2.ginde olur; genellikle
arteriyoller ve bluyuk venuller etkilenmekte ve gevrelerinde plazma proteinleri
disari ¢ikmaktadir. ikincisi ise anjiogenezise eslik eden fazdir ve maksimum
4.gine denk gelmektedir. Bu fazda arteriyoller, venoller ve yeni olusan

damarlardan plazma kagagi gorulmektedir.

KBE’ndeki gecirgenligin artmasi, beyin sivi miktarinin artmasina neden
olur. Kan kapillerleri etrafindaki endotel hucrelerinin siki baglantilar araciligi ile
baglanmasi sonucu ortaya ¢ikan KBE beyine sivi girisini kontrol etmede dnemli
gorevler ustlenmektedir. Yikilmasi durumunda plazma protein igerigi beyine

sizar. Kan sekilli elemanlari sizarsa hemoraji gorulur. Plazma igeriginden sizan
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ultrafitrat icerigi kompliansin gri maddeye gore daha fazla olmasindan dolayi
beyaz maddede birikir (166).

AQP4’iin vazojenik 6dem lizerindeki rolii

Butin AQP’lerde olmak Uzere su gegis iki yonluduar (9, 123). AQP4
sadece kapillerlerden beyine su girigini saglamaz, ayni zamanda beyinden
kapillerlere su cikigini da saglar (146). AQP4’Un beyinde su c¢ikisini saglamak
icin yapilan bir calismada, fare beynine verilen izotonik saline solusyonu ile
AQP4-yoksun farelerin kafa i¢i basincinda ve beyin su igeriginde artis
gorulmustir (146). Beyin tumorinde goérulen vazojenik édemle ilgili yapilan
deneysel calismada ise beyin tumorli AQP4-yoksun farelerde intrakranial

basing, morbidite ve mortalitenin yluksek oldugu gértulmusttr (147).

Beyin 6deminde 6dem suyunun eliminasyonunda ug¢ onemli engel vardir:

KBE, glia limitans ve ependimadir. Her U¢ engelde de AQP4 ifade olmaktadir.

Vazojenik 6dem ¢ozulisunde Onerilen hipotezler, eger intrakranial basing
dusuk ise hucrerle arasi vazojenik 6dem sivisi epandimal yolla elimine edilerek
ventrikdl igcindeki BOS’a karismaktadir, eger yuksek ise beyin parankimindeki
KBE ile elimine edilmektedir (121, 170).

Vazojenik 6demin c¢o6zulmesi KBE'nin yikildigi dénemde plazma
proteinlerinin su ile birlikte beyin dokusunda artigi iyot'?5-isaretli albumin ile
gosterilmistir (100). Hem plazma proteinlerinin hem de suyun hucreler arasi
araliktan geri c¢ekilmesi KBE'nin kapanmasi ile birlikte 24 saat igcinde
baglamaktadir. ilerleyici 6demin gérilmesi, hidrostatik basincin etkisi ile ddem
sivisinin beyaz madde ve ventrikile dogru yer degistirmesinin bir sonucudur
(170, 210). AQP4’Un bu asamada ependima ve astrositlerdeki lokalizasyonlari

ile 6demin ¢ozulmesinde rol aldiklari dusunulmektedir.
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Hucre disi araliga sizmis bu proteinler ve sivinin, astrositler tarafindan
sindirildigi, endotelyal hucreler tarafindan geri kan dolagsimina alindigi
disindlmektedir (94, 219). Odem sivisi ayni zamanda, glia limitans eksternayi
gecerek subaraknoid alandaki BOS’un igine gegerek araknoid granulasyonlarla

superior sagital sinise bosalir.

Sonug olarak butun bu galismalar gostermektedir ki vazojenik 6dem de
su beyine AQP4‘den bagimsiz olarak girmekte ve hucrelerarasi aralkta
birikmekte, ama beyinden suyun ¢ikisi AQP4 ile transsellller yolla olmaktadir
(118).

2.4.5. iskemik Odem

iskemi/reperflizyon siirecinde klinik bozulmaya neden olan énemli
nedenlerden bir tanesi de beyin ddemidir (33). iskemide sitotoksik ve vazojenik
olmak Uzere iki tip 6dem gorulur. Sitotoksik 6dem, iskemiden hemen sonra
iyonik ve metabolik kontroliin ortadan kalkmasi ile hicrelerarasi sivinin hicre
icine girmesiyle ortaya ¢ikar. Hucre i¢i potasyum kaybi ile sodyum hcre igine
girererek hucre i¢i su ve iyon miktarini artirir (23). Butin beyin hdcreleri sivi
aldiklar icin siger, ancak hucreler arasi sivinin hdcre igine yer degistirmesi
nedeniyle butin beyin dokusunda hacimsel artis olmaz (68). Ultrastrukturel
incelemeler, enerji yetmezliginden 5 dakika sonra astrositik son ayaklarda
sismeyi gostermektedir (41). Astrositik sisme serebral iskemiden 24 saate kadar
devam eder ve sonrasinda nekroz gorulur (58). Noronlar astrositlere gore daha
gec siser ancak daha énce biizisirler (68). iskemiden 6 saat sonra néronlarin

% 15‘inde nekroz gorulurken 12 saatte ise bu oran % 65’e ulagmaktadir (57).

Endotelyal hucrelerde ise ¢ekirdek ve sitoplazmadaki sisme 2. saatte
baglamaktadir (58). Astrositik sisme ve integrin adhezyon molekul ifadesinin
kaybi sonucu son ayaklar, endotelyumdan ayrilirlar (37, 206). Butin bunlara

karsin sitotoksik 6dem, KBE'den bagimsiz olarak gelismektedir.
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Vazojenik 6dem ise direkt olarak KBE'nin butinlugunin bozulmasi ile
ilgilidir. Biyuk molekullere gecirgenligin artmasi sonucu intravaskdler sivi igerigi
hicreler arasi araliga geger (68). Vazojenik 6demde tum beyin hacmi artar, sivi
birikimi gri maddeden ¢ok beyaz maddede birikme egilimindedir (15). Vazojenik
odem iskemik inmeden sonra yaklagik 2-5 gun iginde en ylksek seviyesine
ulasir (68, 184). inflamatuar ve oksidatif islergeler, vazojenik 6demin olusumuna

bu sure iginde katkida bulunmaktadir.
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Sekil 2.4.2. iskemide sitotoksik ve vazojenik 6demin gosteriimesi. Iskemik
0demde perivaskuler astrositik son ayaklarda AQP4 ile su alimi artmakta daha

sonra KBE'de bozulma nedeniyle vazojenik 6dem gelismektedir (235).
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3. GEREG ve YONTEMLER

3.1. Protokol

Bu calisma Hacettepe Universitesi, Deney Hayvanlar Etik Kurulu’nun
13.10.2005 tarih ve 2005/58-6 sayili izni ile Hacettepe Universitesi, Deney

Hayvanlari Laboratuarlari’nda yapildi.

3.2. Deney Hayvanlari

Deneyde Spraque-Dawley turt 180-250 g agirliginda erkek siganlar

kullanild.

Denekler 6 gruba ayrildi ve her grupta 6 sican kullaniimasi planlandi.
Ancak 7 sigan deney sirasinda oldu. A grubu sham, diger gruplara iskemi ve

reperflizyon yapildi.

Gruplar:

Grup Sham (n=4): Bu grupta sadece normal degerleri almak igin
kullanild.

Grup 1. saat (n=4): iskemi/reperfiizon sonrasi 1. saat
Grup 6. saat (n=5): iskemi/reperfiizon sonrasi 6. saat
Grup 12. saat (n=5): iskemi/reperfiizon sonrasi 12. saat
Grup 24. saat (n=5): iskemi/reperfiizon sonrasi 24. saat

Grup 48. saat (n=6): iskemi/reperfiizon sonrasi 48. Saat
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3.3. Anestezi

Anestezi iki asamali olarak uygulandi. iskeminin ilk giniinde sadece
vertebral arter okluzyonu yapildi, 24 saat sonra tekrarlanarak karotid arter
oklizyonu yapildi. Ketamin+Xylazine 90 mg/kg + 10 mg/kg dozunda kullanildi.
(Ketalar® Ketamine Hydrochloride Injection, USP, Parke-Davis, Morris Plains,
NJ 079950 ABD), (Rompun®, Xylazin Hydrochlorid %2, Bayer, Mefar Ilag San.
A.S. istanbul, Tirkiye).

3.4. iskemi Modeli ve Cerrahi Teknik

ilk glin intraperitoneal Ketamin+Xylazine’in verilmesiyle uyutulan sigcan
boyun anterior ve posteriorunda cilt killardan temizlendikten sonra kraniumun
oksipitalinden baslayip servikal ikinci vertebraya kadar uzanan 2 cm lik orta hat
insizyonu yapildi. Daha sonra, kranium periost kunt diseksiyonla disseke edildi.
Servikal bolgede ise fasia makasla acgilarak orta hatta paravertebral adeleler
kint diseksiyonla CARL-ZEISS OPMI-1-FC mikroskop (Carl Zeiss,GmbH,
Almanya) ile 1.6 ve 2.4 buyutmede disseke edildi. Her iki alar foramen ¢ikisinda
vertebral arterler gortldi ve Codman Bipolar (Johnson and Johnson Co., ABD)
ile koagule edildi. Cilt 4/0 ipek ile suture edildi. Sigcanlar ilk cerrahiden sonra

normal oda sicakliginda bakim ve beslenmeye alindi.

Aradan 24 saat gegtikten sonra Ketamin/Xylazine tekrar intraperitoneal
olarak verildi. Daha sonra 10 dakika iginde uyuyan si¢an, boyun anteriorundan
yapilan 2 cm’lik orta hat insizyonu, mikroskop yardimiyla 1-1.6 ik bayutme ile
her iki kommon karotid arterler disseke edilerek Aesculap-Yasargil anevrizma

klipleri (Aesculap , Tutlingen, Almanya) ile 30 dakika sure klibe edildi.

Bu sirada siganlara rektal yoldan elektronik termometre konularak
homeotermik battaniye yardimiyla (Harward apparatus) vicut isisi butlin deney

boyunca yaklasik 37 °C’ de sabit tutuldu.

Grup uyeleri planlanan surelerine gore reperfizyon sonrasi 100 mg/kg

dozunda pentobarbital verilerek uyutuldu. Kranium agilarak beyin, pons ve
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serebellum bir batin halinde ¢ikarildi. Hemisfer agirliklari olguldd, orta hattan
korpus kallosum dizeyinde hemisferik kesiler yapilarak iki hemisfer halinde

ayrildi. Dokular -80°C’de beklemeye alindi.

3.5. Yag/Kuru Agirhk

Odem miktarini dlgmek icin her gruptaki sicanlarin bir hemisferi alindi,

70°C’de 24 saat firinda kurutuldu. Asagidaki formul ile su yuzdeleri hesaplandi.

Toplam Su igerigi (%)= Yas adirlik-Kuru adirhk x100
Yas Agirhik

3.6. immiinhistokimyasal Boyama
Orneklerin hazirlanmasi

Doku ornekleri en kisa surede (1-25 dakika) sivi azot icerisinde -196°
derecede donduruldu. Derin dondurucuda antijenitesi bozulmadan kesitlerin
elde edilebilmesi icin en ¢ok 3 gun bekletildi. Kriyostat (Leica Frigocut 2800E)
ile 7 mikrometre kalinhiginda seri kesitler dnceden jelatinle kaplanmig lamlara
alindi. Oda isisinda kurutulduktan sonra slikajel kullanilarak nemi alinmis kapali

kutularda immun isaretleme uygulanana kadar (en ¢ok 1-2 glin) saklandi.

Kullanilan malzeme ve soliisyonlarin hazirlanmasi

* Primer antikor

* Sekonder antikor

* Fosfat tampon solusyonu (PBS)

* Fosfat tamponu solisyonu-sigir serumu albumini (PBS-BSA) karisimi

* Floresan kromojen
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Primer antikorlar

Galismada kullanilan primer antikorlar AQP1 ve AQP4 (rabbit ANTI-
AQUAPORIN 1 ve 4, Chemicon, AB3594) Bu antikorlar onerilen oranlarda
(1:100) PBS-BSA karisimi ile sulandirilarak kullanildi.

Sekonder antikor

Sekonder antikor (GOAT ANTI-Rat IgG FLUORESCEIN CONJUGATED
SECONDARY ANTIBODY, Chemicon, AP132F) PBS-BSA solusyonu ile 1/200

oraninda sulandirildi.

Hazirlanan fosfat tampon sollisyonu igine 1/40 oraninda sigir serum

albumini (%22'lik solusyonu, Sigma 11h9413) eklenerek hazirlandi.

Jelatin kaplanmis lamlara alinan kesitler;

Saf asetonda, oda isisinda 10 dakika tespit edildi,

Cevreleri pap-pen (Zymed Laboratories inc. Kod no:71310) ile
sinirlandirildi,

Oda 1sisinda, 1 saat slreyle uygun sekilde dilisyonu yapilmig primer
antikorlar kesitlere damlatildi ve nemli ortamda inkube edildi,

PBS yikama solusyonu ile 3 kez 10 dakika sure ile yikandi,

Uygun sekilde hazirlanmis sekonder antikor kesitlerin Uzerine
damlatildi ve 30 dakika sUreyle ile nemli ortamda bekletildi,

PBS yikama solusyonu ile 3 kez 10 dakika sure ile yikandi,

DAPI anti fade (DAPI/Antifade Solution, Chemicon S7113)

kullanilarak kesitler kapatildi.

Degerlendirme

indirekt immunofloresan yéntemi kullanilarak immiin boyama uygulanmis

kriyostat kesitlerinde AQP1 ve AQP4-ifadelerinin dagilimini saptamak igin yari

kantitatif bir degerlendirme sistemi kullanildi. Kesitler floresan atagmanli
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mikroskopta (Leica DM 6000B Almanya) incelendi ve fotograflandi (Leica DC
490 dijital kamera). Buyutmesi 40x olan goéruntuler alindi ve tiff formatinda
kaydedildi.

AQP1 ve AQP4 antikorlariyla yapilan boyamalarda hem kortikal kesitler
hem de ventrikll duzeyinde alinan kesitler karsilastirildi. Bu kesitler alinirken
AQP171’in daha c¢ok ventrikller koroid pleksusda, AQP4’Un ventrikul

komsulugunda ve korteks parankiminde yer almasi nedeniyle bu kesitler alindi.

Bu boyamalar Macnification 1.6.2 versiyon programiyla (Orbicule,
Belcika) iMac Bilgisayarda (3.06 GHz Intel Core 2Duo Apple Co. ABD) analiz
edildi. Daha sonra bu goruntiler Macnification programina yuklenerek renk

analizi igin kalibrasyon yapildi. Goruntl secilerek renk analizi yapildi.

Renkler Gzerinden yesil renk agirlikli boyanan AQP ifadeleri ve kirmizi
renkli boyanan hucreler ise hucre gekirdeklerini gostermektedir. Yesil ve kirmizi
renk yogunluklarin dlgulmesi ile alinan ortalamalar ve standart sapmalari ile

istatistiksel degerler elde edildi.

3.7. Western Blotlama

Bu yontem ile beyin dokusundan protein elde edilerek bu proteinler
elektroforezde yurutulur ve molekuler agirliklarina gore ayristirilir. Saptanmak
istenen proteine karsi gelistiriimis bir antikor ile muamele edilerek, beyin

dokusundaki bu protein gorunur hale getirilir.

Siganlarin daha 6nce alinan ve -80°C’de bekletilen beyin dokulari, her
grup icgin ayri ayri hazirlanarak RIPA solusyonunda homojenize edildi.
Homojenatlarda spektrofotometre ile protein dlcimu yapildi, jele esit miktarda
protein yuklendi. %10’luk Novex Bis-Tris (Invitrogen, ABD) hazir jeli kullanildi.
Jel elektroforez cihazina yerlegtirilip her kuyucuga bir doku 6rnegi yuklendi. Bir
kuyucuga molekuler agirlik isaretleyicisi, bir kuyucuga da pozitif kontrol olarak
rat aquaporin 1 ve aquaporin 4 kontrol antijeni (Chemicon, ABD) yuklendi. Daha

sonra iki saat slre ile 120 voltta elektroforez gerceklestirildi. Ardindan jel
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cikarilarak bir gece boyunca yari kuru transfer gerceklestirildi. Daha sonra
PVDF membrana (Invitrogen, ABD) transfer olan proteinler %5’lik st ile bloke
edildi. Ardindan AQP1 ve AQP4 antikoru (rat, poliklonal, Chemicon, ABD,
1:1000, % 5 sutte) ile bir gece inkibe edildi. Yikamalar takiben sekonder
antikor ile oda 1sisinda 1 saat inkube edildi ve kemiluminesans teknigi ile Kodak
Image Station 2000 MM kullanilarak gériintileme yapildi. islem sirasinda
Western blotlama jelindeki her kuyucuga esit miktarda protein yuklenip
yuklenmedigini test etmek amaciyla alfa tubulin proteini kullanildi. Elde edilen
goruntulerden bantlarin toplam intensite degerleri NIH image programi ile

okundu ve deg@erler ayni banda sahip alfa tubulin degerine orantilandi.

3.8. istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalama ve standart sapma (SD) olarak verildi. Su yuzdesi ve
immunohistokimyasal oOlgimler Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. p<0,05
degeri istatistiksel olarak énemli olarak kabul edildi. immiin boyama ve western

blotlama sonuglari Wilcoxon testi ile karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney hayvanlarinda iskemi/reperflizyon sonrasi 6demin

gosterilmesi

Beyinde global iskemiye en duyarl bdlgelerin baginda hippokampal CA1
ve CA4 bolgeleri, serebellumun Purkinje hicreleri serebral neokorteks (3-4
katmanlar) ve bazal ganglia (globus pallidus) ve talamus (retiktler nikleus) gelir
(175). Deney hayvanlarinda iskeminin en ¢ok etkilendigi bdlge olan hipokampus
kesitleri alindi ve hematoksilen eozin (HE) ile boyandi. Bu goruntuler normal
olan histopatolojik goéruntulerle ile karsilastirildiginda iskemi/reperfizyon

sonrasl, iskeminin gergeklestigi ve 6demin olugtugu goruldu (Sekil 4.1.1).
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Sekil 4.1.1. A: Hipokampusun normal goérinisi gumuis boyama olup

Duvernoy’dan alinmistir (42). B: iskemi/reperflizyondan 24 saat sonrasi, ddem

ve nekrozun oldugu hipokampusun HE boyama goruntusu.

A: Alveus, SO: Stratum oriens, SPy: Stratum piramidale, SR: Stratum radiatum,
SL: Stratum lakunozum, SM: Stratum molekullare, HS: Hippokampal sulkus,
SM1: Stratum molekulare disg 2/3’'G, SM2: Stratum molekulare i¢ 1/3'U, SG:

Stratum granulozum, PL: polimorfik tabaka, CA4: Kornu amnios’un alani.
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Blyutulmus bir kesitte hipokampusun stratum granulozum tabakasindaki
cekirdeklerin butinlesmis dizisinin acildigi, stratum molokllere tabakasina
dogru yer degistirdigi ve stratum molokller tabakasinda néronlarda sisme,

hiicre ¢ekirdeklerinde kromatolizis géruldu (Sekil 4.1.2).
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Sekil 4.1.2. Girus dentatus’'un goéruntisu. A: GUimus boyama, Duvernoy’dan
alinmistir (42). B: iskemi/reperfiizyon 24 saat sonrasi HE boyama goriintiistddr.
Hucreler arasi aralikta genigsleme (sari ok), vazojenik 6édemde, ¢ekirdeklerde
vakuollesme (mavi ok), sitotoksik 6demde, stratum granudlozum tabakasinin

bitinlugindn bozulmasi (kirmizi ok), iskemide gérilmektedir.

1. Stratum molekilare, dig tabaka, 2. Stratum molekilare, i¢ tabaka, 3. Stratum

granulozum, 4. Polimorfik tabaka
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4.2. Yas/Kuru Agirlik Bulgulari

Deney hayvanlarinin beyninde yapilan yas/kuru agirlik olgimlerinde su
yuzdesi orani, kontrol grubuna gore reperfizyonun ilk 1, 6 ve 12 saatlerinde
artis goruldl, daha sonra 24 ve 48 saatlik reperflzyon suresinde azalma
goruldu (Tablo 4.2, Sekil 4.2).
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Tablo 4.2. Gruplarin yas/kuru agirliktan elde edilen su yuzdeleri

Gruplar Ortalama (%) SD
Sham 67.346 16.655
1. saat 81.02 +3.83
6. saat 71.209 15.163
12. saat 69.879 16.013
24. saat 52.863 13.75
48. saat 55.997 +8.188
Beyin Su Miktar B Su Miktan (%)
90
60
30 I
0
Sham 1 6 12 24 48

Sekil 4.2. Yas/Kuru agirliktan elde edilen su yuzdesinin grafik olarak
gosterilmesi. Gruplardan 24. saatten sonra su yuzdesindeki azalma istatistiksel
olarak anlamh bulundu (p<0.001). Reperfizyon slresi artikca beyin su

miktarinda azalma goruldu.
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4.3. immiinohistokimyasal AQP-ifadesi Boyama Sonuglari

4.3.1. Parankimdeki AQP4-ifadesi ve Hiicre Yogunluk Olgiimleri

AQP4-ifadesinin parankimdeki yogunluklarin d&l¢lilmesinde iskemi/
reperfUzyonun 6 saatinde artis gorulirken, 12 saatte azalma, 24 ve 48
saatlerinde baslangi¢ duzeyine donmektedir. Bu degerlerde, gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (Tablo 4.3.1.1, Sekil 4.3.1.1). Boyanma
daha ¢ok kapillerler gcevresinde gorulmektedir (Sekil 4.3.1.2).

Hucre ¢ekirdegi yogunluklari bakildiginda ise yine gruplar arasi anlamli
bir fark bulunmadi. Ancak 6demin reguler bir sekilde gelistigi géruldu (Tablo
4.3.1.2., Sekil 4.3.1.3).
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Tablo 4.3.1.1. Parankimde AQP4-ifadesi dlgimleri

Gruplar Ortalama SD
Sham 0.1960178750 +0.07054843792
1. saat 0.1906394000 +0.02593234532
6. saat 0.2615193800 +0.06705470547

12. saat 0.1550583600 +0.04385312138

24. saat 0.2093828400 +0.08559291695

48. saat 0.1856443867 +0.05475834785

AQP4-ifadesinin parankimdeki yogunlugu B AQP4

0.4
0.3
0.1 i I ' i
0
Sham 1 6 12 24 48

Sekil 4.3.1.1. AQP4’in parankimdeki 6lcumlerinde 6 saatte ylkselme ve 12

saatte bir azalma gorildi. Istatisitiksel olarak anlamli bulunmadi.
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Sekil 4.3.1.2. AQP4-ifadesinin parankim icinde immunhistokimyasal olarak

gbsterilmesi. Parankimde ventrikile gére daha yogun boyanan AQP4 damar
etrafinda (tek ok) uzunlamasina bir kapiller boyunca yer aldigi (oklar)

gOrulmektedir.
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Tablo 4.3.1.2. Parankimdeki hiicre ¢ekirdek yogunlugu

Gruplar Ortalama SD
Sham 0.1351433925 +0.04773032786
1. saat 0.1197896250 +0.0152211868
6. saat 0.1362539800 10.02930144324

12. saat 0.1246221440 1+0.0320930518

24. saat 0.135733200 +0.02669307736

48. saat 0.1329891850 +0.04323450879

Parankimdeki hiicre gekirdek yogunlugu B Hucre cekirdek

0.2
0.1
0.1 I
0
6 12 24 48

Sham 1

Sekil 4.3.1.3. Parankimdeki hlcre cekirdek yogunlugunun grafik ile

gosteriimesi. istatistiksel olarak gruplar arasi anlamli fark yoktur.
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4.3.2. Koroid pleksusdaki AQP4 ve Hiicre Yogunluk Olgiimleri

AQP4 koroid pleksusda daha az boyanmasina karsin komsulugundaki
yapilarda yogun boyanma goruldu (Sekil 4.3.2.2). Ventrikul icinde olgimlerde
gruplar arasi bir fark bulunmadi (Tablo 4.3.2.1, Sekil 4.3.2.1).

Ventrikdl icindeki koroid pleksus hucre c¢ekirdegi olgcumlerinde gruplar
arasi belirgin farkin olmadigi goruldu (Tablo 4.3.2.2 ve Sekil 4.3.2.3.).



Tablo 4.3.2.1. Koroid pleksusda AQP4-ifadesinin dlgumleri

Gruplar Ortalama SD
Sham 0.1911330500 +0.0660082993
1. saat 0.1581354250 +0.05900227758
6. saat 0.1960391000 +0.06276269702
12. saat 0.1346636600 +0.0180164665

24. saat 0.1257807900 +0.02451528806

48. saat 0.1401571217 +0.04369043356

66

Koroid pleksusda AQP4-ifadesi yogunlugu B AQP4
0.3
0.2
0.1 I I i
0
Sham 1 6 12 24 48

Sekil 4.3.2.1. AQP4’'in koroid pleksusdaki o&lgumlerinin grafik olarak
gosterilmesi. Ventrikulin subepandimal bdlgesinde yeralan degerleri iskemi/

reperflizyonda giderek azalmaktadir, ancak istatistiksel anlamlilik yoktur.
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AQP4
Ventrikdl

Sekil 4.3.2.2. APQ4-ifadesinin ventrikll i¢indeki koroid pleksusdaki
yogunlugunun immun-histokimyasal olarak gosterilmesi. Ventrikil iginde daha
az ifade olurken ventrikili doéseyen epandima komsulugunda daha yogun

olarak ifade olmaktadir (oklar).
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Tablo 4.3.2.2. Ventrikildeki icindeki hlcre yogunlugunun dlgilmesi

Gruplar Ortalama SD
Sham 0.146128500 +0.03750050026
1. saat 0.1102906650 +0.04978639911
6. saat 0.1522149840 +0.06336135425
12. saat 0.1151277200 +0.01276383558
24. saat 0.1194799080 +0.03682283777
48. saat 0.11278550033 +0.02180523209
Ventrikildeki hiicre gekirdek yogunlugu B Hucre cekirdek
0.3
0.2
0-1 ' i I i '
0
Sham 1 6 12 24 48

Sekil 4.3.2.3. Ventrikil iginde yer alan hicrelerin zaman icindeki dagilhmi.

Gruplar arasi anlaml bir fark yoktur.
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4.3.3. Koroid pleksusda AQP1-ifadesi ve Hiicre Yogunlugu

Olgiimleri

AQP1-ifadesinin ventrikil icinde koroid pleksusda yodun oldugu, zaman
icindeki dagiliminda ise iskemi/reperfuzyonun 1 ve 6 saatlerinde hafif azalmakla
birlikte  esas olarak 12 ve 24 saatlerde belirgin azalma gosterdi ve bu
azalmanin istatistiksel olarak da 1, 6 ve 24 saatlere gore anlamh (p<0.05)
bulundu (Tablo 4.3.3.1 ve Sekil 4.3.3.1 ve Sekil 4.3.3.2).

AQP1 ifadesi ile iligkili hlicre yogunlugundaki azalma paralellik gésterdi.
Elde edilen sonuglarda gruplar arasinda anlaml bir istatistiksel fark
bulunmadi(Tablo 4.3.3.2, Sekil. 4.3.3.3).
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Tablo 4.3.3.1. Koroid pleksusda AQP1-ifadesinin yogunluk dlgimleri

Gruplar Ortalama SD
Sham 0.1714585000 +0.0463967288
1. saat 0.1447301250 +0.04741918389
6. saat 0.1655549560 +0.06376668111

12. saat 0.1144753820 +0.03791508362

24. saat 0.1140329660 +0.05257119848

48. saat 0.1848630000 +0.07799356754

Koroid pleksusda AQP1-ifadesi 6lgim B AQP1
0.3

0.2
0.1 i i i
0
6 12 24 48

Sham 1

Sekil 4.3.3.1. AQP1-ifadesinin ventrikil duzeyinde Oolgumlerinin grafikle
gbsteriimesi. iskemi/reperfiizyonun 12 ve 24 saatlerinde belirgin azalma

gOsterdi ve deger istatistiksel olarak (p<0.05) anlamh bulundu.
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AQP1
Ventrikul

Sekil 4.3.3.2. AQP1-ifadesinin koroid pleksusdaki immunhistokimyasal
boyamalari gértilmektedir. AQP1 koroid pleksusda daha yodun boyanmaktadir

(beyaz okKlar).
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Tablo 4.3.3.2. AQP1-ifadesinin birlikte bulundugu ventrikildeki hiicre yogunluk

Olcumleri

Gruplar
Sham

1. saat
6. saat
12. saat
24. saat
48. saat

0.3

0.2
0.1 i
0

Ortalama
0.1831357250
0.1223711075
0.1613853860
0.1179780420
0.1394178860
0.1386988350

AQP1 ve hucre yogunlugu

Sham

6 12 24 48

SD
+0.04312914701
+0.04175775144

+0.061074911155
+0.02287425575
+0.05066074398
+0.08173350727

B Hucre cekirdek

Sekil 4.3.3.3. Ventrikll icinde yer alan hucrelerin ¢ekirdeklerinin yogunluk

dagilminin iskemi/reperfizyon sonrasi zaman igindeki degiskenligini

gOstermektedir.
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4.3.4. Parankimdeki AQP1 ve Hiicre Yogunluk Olgiimleri

AQP1 daha c¢ok koroid pleksusda yer almasina karsin parankimde de
g6sterilmistir. immiinhistokimyasal boyamalar parankimde daha soluk
gorulmustar (Sekil 4.3.4.2). Gruplar arasi anlaml istatistiksel bir fark goértlmedi
(Tablo 4.3.4.1, Sekil 4.3.4.1).

Parankimde AQP1-ifadesi ile birlikte hicre yogunluk verilerinde iskemi/
reprflizyonun 6 saatinde anlamli bir artis (p<0.05) goruldu (Tablo 4.3.4.2, Sekil
4.3.4.3).
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Tablo 4.3.4.1. Parankimdeki AQP 1-ifadesinin dlgumleri

Gruplar Ortalama SD
Sham 0.1843834250 +0.07473334728

1. saat 0.1297524000 10.05455391421

6. saat 0.1728420560 1+0.09039270685
12. saat 0.1267431260 +0.0233782766
24 saat 0.1417923400 +0.0220708403
48. saat 0.1225440917 +0.02254040261

Parankimde AQP1-ifadesinin yogunlugu B AQP1
0.30

o

o

Sham

0.20
0.1 i

6 12 24 48

Sekil 4.3.4.1. AQP1’in parankimdeki 6lcimlerinin grafik olarak gosteriimesi.

Parankim degerlerinde bifazik bir degisim goérilmektedir. istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.
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Parankim.

Sekil.4.3.4.2. Parankimde AQP1-ifadesinin immunhistokimyasal boyama ile
gOsterilmesi. Boyanmanin daha c¢ok parankimde vaskuler bir yapi etrafinda

yogun oldugu goérilmektedir (beyaz oklar).



76

Tablo 4.3.4.2. AQP1 ile birlikte bulunan parankimdeki hticre yogunlugu

Gruplar Ortalama SD
Sham 0.167850075 +0.055048378
1. saat 0.121042565 +0.055987825
6. saat 0.1986400480 +0.050897189
12. saat 0.141390696 +0.027288888
24. saat 0.14790300 +0.027923388
48. saat 0.135220800 +0.030797045
Hiicre yogunlugu B Hicre gekirdek
0.3
0.2
0.1 I I '
0
Sham 1 6 12 24 48

Sekil 4.3.4.3. Parankimdeki hicre yogunlugu olcimlerinin grafik olarak
gbsterilmesi. Parankimde yer alan hicre yogunlugu iskemi/reperflizyonun 6

saatinde anlamh bir artis géstermektedir (p<0.05).
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4.4. Western Blotlama Sonuglari

AQp1 ve AQP4 proteinlerine kargl yapilan western blotlama ile gruplar
arasinda total intensite agisindan degerlere bakildi (Sekil 4.4.1). Veriler 6n veri
asamasinda olup daha sonra daha detayli olarak incelenmesi gerekmektedir.
Western blotlama teknigi ile gruplar arasinda protein analiz dlgimlerde teknigin
uygulamasinda zorluklarla karsilasildi. Alfa tubulin ile proteinlerin esit yiklendigi

gOzlendi.

AQP1 Proteini
GRUP Sham 1 6 12 24 48 KONTROL

Alfa-tubilin

AQP4 Proteini
GRUP Sham 1 6 12 24 48 KONTROL

B e pe
’ “ "' " L

Sekil 4.4.1. Western blotlama. AQP1 (Ustte) ve AQP4 (altta) ile yapilan western
blotlama ile degisiklik saptanmadi. Alfa-tubdlin ile kutucuklara esit protein

yuklendigi gézlendi.
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Elde edilen goruntulerden bantlarin toplam yogunluk degerleri NIH image
programi ile okundu. AQP1 ile yapilan western blotlama degerlerinde grup

ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (Tablo 4.4.1.

ve Sekil 4.4.2.)

Tablo 4.4.1. Western blotlamada AQP1 ifadesi yogunluk dlgimleri

Gruplar AQP1 SD
Sham 55,776.49 +21,861.620354
1 saat 81,510.49 +16,315.074762
6 saat 104,907.49 +2,518.007248
12 saat 51,853.99 +36,910.973978
24 saat 110,163.99 +27,584.54556
48 saat 77,584.55 +29,524.377403

Western blotlamada AQP1 yogunlugu B AQP1

150,000
100,000
B i I I i '
0
Sham 1 6 12 24 48

Sekil 4.4.2. Western blotlamada jel tGzerinde yurtilen protein degerlerinde

anlamli sonu¢ ¢cikmadi.
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AQP4 ile yapilan western blotlama degerlerinde grup ortalamalarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (Tablo 4.4.2. ve $ekil 4.4.3.)

Tablo 4.4.2. Western blotlamada AQP4 ifadesi yogunluk olgumleri

Gruplar AQP4 SD
Sham 29,153 12,822
1 saat 31,384 4,521
6 saat 24,659 9,615
12 saat 48,558 12,932
24 saat 68,154 16,547
48 saat 43,962 33,681
AQP4 -ifadesi B AQP4
90,000
67,500
45,000
- i I i
0
Sham 1 6 12 24 48

Sekil 4.4.3. AQP4’Un western blotlamada protein yogunluklarinin grafikle

gosterilmesi. Istatistiksel olarak anlamli ¢ikmadi.
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6. TARTISMA

Tarlerin Kokeni 1859 yilinda Charles Darwin tarafindan yazilmasindan
yaklasik 100 yil sonra Homer Smith 1953 yilinda insanda dahil olmak Uzere tim
memelilerde bobregin konsantrasyon yeteneginin olmasinin, evrime ve turlerin

olusumuna 6nemli katkida bulundugunu ileri stirmustar.

Beyin su metabolizmasi diger sistem metabolizmalarina benzemekle
birlikte KBE, kan-BOS engeli ve BOS ureten koroid pleksusun olmasi nedeniyle
farkhlik gostermektedir. Beyin kapali ve sert bir kafatasi icinde bulunmasi, ¢ok
iyi korunmasinin yaninda kafa i¢i basing artmasi durumunda ise morbidite ve

mortalite Uzerine olumsuz etkide bulunmaktadir.

Beyin 6demi, beyin parankiminde net su artisi demektir. Klatzo’'nun
tanimlamasindan bu yana kabul edilen sitotoksik ve vazojenik 6dem tipinin

islergesi henliz anlagiimamis ve etkili bir tedavisi de bulunamamistir.

AQP’lerin bulunmasi ile birlikte yeni arastirmalar isiginda beyin su
metabolizmasi anlasilir hale gelmektedir. Beyin ddeminde AQP’lerin etkinligi

son dénemde ilgi geken bir konu olmustur.

Daha onceki gcalismalarimda klinik ve deneysel global serebral iskemi
modeli kullanarak iskemik beyin 6demi c¢alismalari yapilmigtir (3-5, 45). Bu
c¢alismalarin birinde beyin su metabolizmasinin renin anjiotensin sistemi ve
ANP ile iligkili oldugu dusuncesinden yola ¢ikliarak AQP’lerinde bulunmasi ile

bu calisma planlandi.

Serebral iskemi modeli, deneysel 6dem olusturmada sik kullanilan
yontemlerden biridir. Fokal iskemi modellerinin yanisira global serebral iskemi
reperfiizyon modeli de tercih ediimektedir. ilk tanimlamayi yapan Pulsinelli
(161), bu modelin gecerlilik ve guvenirligini yapmistir. Daha sonra birgok

arastirmaci bu modeli tercih etmistir (90, 197).
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Bu calismada global serebral iskemi modelinin tercih edilmesindeki amag
si¢anlarda olusturulan dort damar oklizyonu ile koroid pleksuslarin iskemisinin
tam olarak saglanmasi amacglanmistir. Koroid pleksuslar baziller dolagim ve her

iki karotid arterden beslenmektedirler (227).

Global serebral iskemi/reprfluzyon ile olusturulan iskemik 6dem
siganlardan alinan hipokampus goéruntuleri ile gosterilmistir. Ancak hipokampus
AQP1 ve AQP4-ifadeleri yogun olmadigdi i¢cin immunhistokimyasal ¢aligmalar
icin kesitler daha ¢ok ventrikil ve ventrikil komsulugundaki parankimlerden
alinmistir (17). iskemiye duyarli hipokampal CA1 ve CA4 bbdlgeleri,
serebellumun Purkinje hucreleri serebral neokorteks (3-4 katmanlar) ve bazal
ganglia (globus pallidus) ve talamus (retikiler niukleus) gelir (13, 175). Bu
calismada hipokampus goruntulerinde iskemi/reperflizyon sonrasi, iskeminin

gerceklestigi, nekroz ve ddemin olustugu goruldu (Sekil 4.1.1 ve 4.1.2).

Yas/kuru agirhk oOlgumleri, beyin 6demini kantitatif olarak gdstermekte
kullanilan baglica yontemlerden biridir (81). MRG’deki gelismelerle birlikte beyin
o0deminde ki su hareketleri diffuzyon-MR ile apparent diffusion coefficient (ADC)
haritalamasi yapilmakta ve édem tipleri hakkinda radyolojik bilgiler vermektedir
(202, 211, 212). Bu gcalismada deneysel modeller icin geligtiriimis MR olanagi

bulunamadi.

Yas/kuru agirhik Olgciminde elde edilen sonuglarda reprflizyonun 1
saatinde beyin su miktarinda kontrol grubuna gore artigs gorulmektedir (Tablo
4.2. ve Sekil 4.2). Bu artisin iskemi sonrasinda gelisen hiperperflizyon sonucu
oldugu disinildi. iskemi sonrasi erken dénem hiperperfiizyon, serebral
otoregullasyon bozulmasinin bir sonucudur (183). Heiss ve dig.‘nin (67) yaptigi
kedilerdeki fokal iskemi calismasinda reperfizyonun 30 ve 60 dakikalarinda
hiperperfuzyonun varhdi gosterilmisgtir. Bu hiperperflizyon bazan oklizyon
oncesi degerlerin %125-300 katina kadar ulagtigi gosterilmistir (67, 183). Global

iskemide ise hiperperfuzyonun benzer etkileri gosterilmistir (221, 222).
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Hiperperfuzyon vaskuler yatakta yaralanmaya ve beyin parankiminde sismeye,

serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (49, 187).

Bu calismadaki yas/kuru agirlik 6lgimiu Sandoval'in (181) bifazik édem
olusumu ile benzer gérinti olusturmaktadir (Sekil 4.2 ve 2.3.1). ik saatte
gorulen ddem, hiperperflzyonun ortaya ¢gikmasi ile sivi artigsina neden olmustur.
iskemi/reperflizyonun 6 saate kadar olan dénemde, sitotoksik &dem
gerceklesmistir. Serebral otoregulasyonun saglanmasi ile birlikte, iskemi sonrasi
ortaya c¢ikan ikincil faktorler KBE'inde gegirgenligi artirmis ve vazojenik 6dem
ortaya cikmistir. 24 saatindeki azalma, serebral kan akimin gegirgenliginin
bifazik olmasi ile agiklandi. Bu ¢calismaya benzer sonuglar, Ito’'nun (81), yaptigi
gegcici iskemi galismasinda, 21 saatten sonra su igeriginde azalma gortulmus ve

bu azalmanin KBE'nin yeniden yapilanmasi ile agiklanmistir.

Cahgmanin ana amaci AQP1 ve AQP4‘Un ifadelerinin beyin de diger
AQP tiplerine gore fazla olmasi nedeniyle iskemik 6dem gelisim suresince
beyinde bulunduklari dokularin ozelliklerine gbére zaman igindeki dagilimini

g6zlemek ve 6dem olus islergelergelerine katkida bulunmakti.

Serebral su metabolizmasindaki ana etken KBE’dir. Kan plazmasindan
gelen ve onkotik basing ile kontrol edilen beyin su metabolizmasinin kontrolu
serebral otoregllasyon, KBE’ni gecirgenligini etkileyen iskeminin ortaya

cikardigi etkenler iskemik 6demin dnemli bilesenleridir.

iskemik 6demin erken fazinda ortaya gikan sitotoksik 6dem de ise temel
etken kan akiminin azalmasi ile gerekli oksijen ve enerjiden yoksun kalan hlicre
duvarindaki Na*/K*-ATPaz in etkinlginin azalmasi sonucudur. AQP’lerin etkinligi
burda ortaya cikmaktadir. KBE engelinde yer alan AQP4 iskemik 6demin

sitotoksik fazinda etkin oldugu goruldu.
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AQP4 ve Sitotoksik Odem

AQP4’Gn parankimdeki ifadesinde reperfuzyonun 1 saatinde normale
gbre azalma gosterdigi 6 saatinde artis 12 saatinde azalma ve sonra 24 ve 48
saatlerde normale déndigi goriildi. istatistiksel olarak bu azalma ve artislarin
anlamli olmadig goruldi (Sekil 4.3.1.1). Odem siiresince ddematdz parankimde
hicre yogunlugunda zaman iginde degisim gostermekle birlikte istatistiksel
olarak bir anlamhlik bulunmadi (Sekil 4.3.1.3).

iskemik 6demin ilk 6 saatinde KBE intaktir. Kapillerlerden beyin
parankimine sivi sizmasi olmaz. Sitotoksik 6demde hucre igine giren sivi
hicreler arasi sividan gelir. Dolayisiyla hilcreler arasi aralik daralirken
hicrelerde sisme goralur (71, 87, 214). Calismanin sonuglari bu sureci dogrular

niteliktedir.

Parankimde KBE'ni olusturan astrosit son ayaklarda yodun olarak
bulunan AQP4’Un reperfluzyonun 1-6 saatleri arasinda yukselme gostermesi
astrositlerin son ayaklarinda sisme ile aciklanabilir. Yapilan c¢alismalarda
iskeminin ilk doneminde olugan sitotoksik 6demde, hicre membranindaki ener;ji
yetmezligi sonucu hicreler arasi sivinin hicre igine girmesi ile astrosit son

ayaklarda sigsme oldugu gozlenmistir (107, 114).

AQP4-yoksun fareler ile AQP4-ifadesi olan farelerde yapilan
karsilastirmali ¢alismaya gore, AQP4 yoksun farelerde mortalitenin daha az
olmasi, norolojik durumlarinin daha iyi olmasi, iskeminin erken doneminde
AQP4Un beyin aleyhine 6dem gelisimine katkisi oldugunu dustindirmektedir
(119). AQP4‘Un iskemi/reperfuzyonun ilk saatlerinde geligsen sitotoksik 6deme
etkisi, net sivi artigina katkida bulundugu anlamina gelmektedir. Bu etkinin,

beyin igin zararli bir etki oldugu dusunulmastur (178, 232, 237).

AQP4 ifadesinin yogun sekilde bulundugu astrosit son ayaklari, sitotoksik

0demde, d6dem sivisini alarak sismeye ugrayan ve KBE’ni olusturan ana
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yapilardir (87, 168). Sitotoksik 6dem ilerledikge gri ve beyaz maddedeki butin

hicreleri etkileyerek klinik vermeye baglar

immiinhistokimyasal boyamalarda, AQP4-ifadesi daha gok parankimde
ve ventrikll komgulugunda subepandimal astrositlerde yogun olmustur. AQP4
iskemi reprflzyonu ilk saatinden gecerli olmak Uzere ifade olmus ve édeme
katkida bulunmustur. Sitotoksik 6demin baslayip ve yogun oldugu iskemi/
reprflizyonun 1. ve 6 saatlerinde arasinda bir farkin olmamasi AQP4 ifadesinin
bu saatlerde devam ettigi seklinde yorumlanmistir. iskemi/reprfiizyonun erken
déneminde ortaya gikan sitotoksik 6édem nedeniyle hicreler arsi sivi, hicre
icine girerek, hucresel sismeye, hicreler arasi sivi miktarinda azalmaya neden
olmaktadir. KBE de intakt oldugu icin kapiller gecirgenlik artmamistir. Bu
nedenle hucreler arasi aralik daraldigi igin birim alana dugsen hucre
yogunlugunda artis olmasini anlamli kilmaktadir. 12 saatten KBE’nin
gegirgenligin artmasi ile birlikte hicreler arasi sivi miktarinda artis ve vazojenik

0dem gelismektedir.

AQP4 ve Vazojenik Odem

Yapilan bu calismada da iskemi/reperfizyonun AQP4 ifadesinin 6.
saatinde artis gosterdigi ki sitotoksik 6demin vazojenik 6demle devam etme
suresidir, 12. saatinde azalma, 24. ve 48. saatlerinde ise etkinliginin tekrar
normal sinirlara geldigi gozlenmigtir (Sekil 4.3.1.1). KBE yeniden restore olmus
vazojenik 6dem ¢dzilmeye baslamistir. Hlcreler arasi 6dem sivisi restore olan
KBE'ndeki AQP4ler yardimiyla kapillerlere bogalarak emilimine olmaktadir. Bu
sonu¢ yas/kuru agirlik sonuglari ile bir paralellik gdstermektedir. Elde edilen

sonuca gore AQP4’Un vazojenik ddemde etkinligi devam etmektedir.

Vazojenik 6dem KBE'nin butunligunun bozulmasi ile kapiller igindeki
sivini hlcrereler arasi araliga gegmesi sonucu beyinde sivi artigi olmasidir.
Temel ayrim KBE'nin butunlagunin bozulmasidir. Vazojenik ddem gelismesi
AQP4’ den bagimsizdir.
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AQP4’Un katkisiyla sismis olan astrositik son ayaklar KBE'ndeki NVB’in
batunligunu bozmaktadir. Son ayaklarin sismesi nedeniyle KBE’nin etrafindan
ayrildigi  dustintiimektedir (149). iskemi/reprfiizyonun 6. saatinde baslayan
vazojenik 6dem, sitotoksik 6dem nedeniyle sismeye ugramis astrositik son

ayaklarin KBE'nden ayrilmasiyla ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.4.2).

AQP4’Un vazojenik 6dem Uzerine etkileri beyin 6deminde arastiriimigtir.
AQP4 yoksun farelerle, AQP4 ifadesi olan farelere, beyin tumor eklenmis ve
vazojenik 6dem olusturulmus ve her iki grup arasinda yapilan karsilastirmada,
AQP4 yoksun farelerde su eliminasyonu daha yavas oldugu gorulmustur (146).
Hlcreler arasina birikmis vazojenik 6dem sivisi astrositler yardimiyla
kapillerlere katilmaktadir. Vazojenik 6demin olusumu AQP4’den bagimsiz ancak
eliminasyonu AQP4 bagimlidir. Eliminasyonun glia limitans, epandima ve
yeniden restore olna KBE yardimiyla oldugu dusunulmketedir (207). Bu
durumda AQP4 vazojenik 6demde sitotoksik ddemdekinin aksine beyin lehine

yararli bir etkide bulunmaktadir.

AQP4 ve Odem Tedavisi

AQP4’Gn beyin 6deminde hicre mebraninda iki yonli ve iki asamall
katkisi oldugu dusunulmektedir. Santral sinir sisteminde AQP4, hlcresel su
alimini artirmakta (sitotoksik 6demde) hucreler arasi suyunda temizlenmesine

(vazojenik 6demde) katkida bulunmaktadir (118).

Bu calismanin katkisi daha o6nceki ayri ayri yapilan sitotoksik ve
vazojenik 0dem modellerinin bir arada goruldugu global serebral iskemi

modeliyle ilk defa gosterilmesidir.

AQP4 ifadesinin ortadan kaldiriimasi ya da inhibe edilmesindeki amag,
sitotoksik 0demdeki zararli etkisini ortadan kaldirmaya yonelik olmalidir. Bu

inhbisyonu gerceklestirecek etken maddenin etkkinligi, 6. saatten Once
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baglamaldir. Etkiniligi 6. saatten sonra ortaya c¢ikarsa vazojenik 6dem
olusumunu artiracaktir. AQP4‘Un ifadesi artirilacaksa 6. saatten sonra
yapilmaldir. Ancak sorulmasi gereken soru, sitotoksik 6dem tamamen bitmig
midir? Bu ayrimi net olarak ortaya koymak, bilimin ¢dzmesi gereken bir sorun

gibi gozukmektedir.

Bunun yanisira su tasinmasinda sadece AQP4 sorumlu degildir. AQP4
yoksun farelerde iskemi sonrasinda AQP9, AQP5, AQP3 ve AQPS8’in ifade
oldugunun gorulmesi, alternatif su kanallarinin da varligini gostermistir (230).
Gegici serebral iskemi deneyinde AQP9’un iskemi kenarinda ifade gosterdigi
saptanmigtir (16). AQP9Q’un oOzellikle laktat ve su gecirgenligi ile ilgili oldugunu
disundurmus, pH'nin 5.52'nin altinda oldugunda gegirgenligin 4 kat artigi
gozlenmigtir (209).

Sonug olarak sitotoksik 6demdeki sivi girigsi AQP4-bagimhdir. Vazojenik
0dem de ise AQP4 -bagimsizdir. Hem sitotoksik hem de vazojenik édemde

o0demin ¢ozulmesi AQP4 -bagimlidir.

AQP4 ve Koroid Pleksus

AQP4‘in hidrosefalik 6demde etkinligi de arastiriimistir. AQP4 yoksun
farelerde kaolin enjekte edilerek olusturulan kommunike hidrosefalide
karsilastirma yapildiginda, ventrikl hacimlerinin AQP ifadesi olan farelere goére
daha genis bulunmus ve AQP4 yoklugunun subepandimal astrositlerden su

tasinmasinin olmadigi seklinde yorumlanmistir (24).

AQP4-ifadesi ventrikul iginde koroid pleksusda da goéruldu ve 6dem olus
surecinde parankimdeki davranig bicimini gosterdi (Sekil 4.3.2.1). Hucre

yogunlugu acisindan da parankim ifadeleri ile parallelik gosterdi (Sekil 4.3.2.3).
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AQP4’Un koroid pleksusdaki aktivitesi AQP1‘e gore az oldugu igin

tartisiimayacaktir.

AQP1 ve Beyin Odemi

Bu calismanin sonuclarinda immunhistokimyasal boyamalarda
ventriktldeki koroid pleksus epitelinde AQP1 ifadesi yodun olarak goézlendi
(Sekil 4.3.3.2). immiinhistokimyasal boyamalarda elde edilen sonuclara gére
AQP7Tlerde 12. ve 24. saatlerde azalma gorulmus ve istatistiksel olarak da
anlamhdir (p<0.05) (Sekil 4.3.3.3). Bu azalmanin hem koroid pleksus epitelinde
iskemiden 6 saat sonra nekroz gelismesi, hem de AQP17’in intrakranial basing
arttiginda, Monro-Kelli doktrinine goére, artmis kafa i¢i basingindan korumaya
yonelik olarak, BOS yapimini azaltmasi olarak degerlendirildi. Parankimde ¢ok
olmamakla birlikte ifadesi gozlendi (Sekil 4.3.3.3).

Kafa ici basin¢g artmasi durumunda Monro-Kelli doktrinine gére kafa igi
yapilar kendi icinde dengesini bir biri aleyhine degistirmektedir. Odem nedeniyle
artmis kafa ici basinci, BOS yapimini azalttigi yillardir bilinmektedir. Bu azalma
ventriklldeki koroid pleksusdaki Uretimin azalmasi seklindedir. Bu calismada
dort-damar oklizyon modelinin secilmesindeki amag¢ koroid pleksusda tam
iskemi saglamaya yoneliktir. AQP1’le ilgili calismalarda eger iskemi modelleri
kullanilacaksa global iskemi modeli tercih edilmelidir. Koroid pleksusun
memelilerde dort damardan kan destegini almasi nedeniyle, fokal iskemilerde
koroid pleksus da yeterli iskemi saglanamayabilir. Ayrica koroid pleksusun
global iskemiye verdigi yanit iskeminin ilk 6. saatinde nekrozun basladidi, ilk 24
saatte ise en yuksek noktaya ¢ikmasi, sonrasinda da yenilenmenin baglamasi
seklindedir (161, 227).

AQP1 koroid pleksus epitelinin apikal membraninda yer alarak beyin
omurilik sivisinin Uretimini artirdid1 dusunulmektedir. Ayrica kapiller endotelyal
hicrelerde ifadesi gosterilmistir (141). AQP1 BOS yapimini kan-BOS

engelinden suyun gegisini inhibe ederek saglamaktadir. AQP1-yoksun farelerle
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yapilan galismalarda BOS uretiminin % 20-30 oraninda azaldigi gosterilmigtir
(145).

Western blotlama calismasinda alinan orneklerde parankim-ventrikul
ayrimi yapilamamistir. Sadece AQP1 ve AQP4 tim beyinde calisiimistir. Elde
edilen sonuglar on g¢alisma olup degerlendirme yapilacak duzeyde sonuglar

elde edilemed.i.

Beyin 6demi siniflamasinin degistirme zamani gelmistir. Sadece hucresel
(sitotoksik) ya da hicreler arasi sivi birikimine dayanan (vazojenik) 6dem tiplesi
tedavide farkhlik yaratmamaktadir. Gelecekte 6dem tedavisi AQP’ler lGzerinden
olacaksa siniflamayi da buna gore yapmak gerekir. Bu nedenle yeni bir 6dem
siniflamasini AQP-bagimli ve AQP-bagdimsiz 6édem olarak yapmak daha iyi

olacaktir.
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6. SONUGLAR VE ONERILER

10.

11.

Sitotoksik 6demde, saglam olan KBE'ndeki astrositik son ayaklardaki
AQP4, astrositik sismeye neden olarak iskeminin ilk 6 saatinde 6demi
artirmaktadir.

KBE’deki astrositik son ayaklardaki sisme, KBE’nin butinlGginu
bozarak vazojenik 6deme neden olmakta, hicreler arasi sivi miktarini
artirmaktadir.

KBE'nin yeniden yapilanmasi ile AQP4 vazojenik 6demin hucreler
arasi sivisini kapillerlere aktarak 6demin ¢dzllmesine katkida
bulunmaktadir.

AQP4 beyinde iskemik 6dem sirecinde her iki 6dem tipinde goérev
almaktadir. Sitotksik 6demi 6demi artirici vazojenik ddemde, ddemi
azaltici etkisi vardir.

Beyin 6demi siniflamasina katki olmasi i¢in yeni 6dem siniflamasi:
AQP-bagiml (sitotoksik 6dem), AQP-badimsiz (vazojenik 6dem)
olarak Onerilir.

AQP4’Un iskemik 6dem siurecinde zaman iginde kesintisiz olarak
etkindir. Bu nedenle AQP4’in dokularda zaman igindeki dagiliminda
farklihk saptanmamustir.

Tedavi amacgli AQP4 inhibisyonu veya aktivasyonu saglanacaksa
iskemik 6dem de kullanilmasi zamanlama acgisindan sorun
doguracaktir.

AQP4 ifadesi artirilarak pur vazojenik ddemin tedavisinde etkin olabilir
(timor, abse vb).

AQP1, koroid pleksus epitelinde bulunmasi nedeniyle BOS yapimini
azaltarak KiB’I azaltmaya yonelik katkisi olmaktadir.

Koroid pleksusda iskemisinde AQP1 calisilacaksa, global iskemi
modeli tercih edilmelidir.

AQP ile yapilacak calismalarda AQP-yoksun deney hayvanlari ile
kargilastirma yapilmasi, sonuglarin daha belirgin olmasini

saglayacaktir.
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