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OZET

Bahgeci, M.B. (2011). Sepsis sirasinda olusturulan epileptik nobetlerin kan-
beyin bariyer gegirgenligine etkisi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Sinirbilim ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Enflamasyon zemininde ortaya ¢ikan epileptik ndbetlerin kan beyin bariyeri’nin
(KBB) fonksiyonel ve morfolojik ozellikleri tizerine olan etkileri tam olarak
bilinmemektedir. Bu ¢alismada, ¢ekal ligal perforasyon (CLP) metodunun uygulanmasi
ile sistemik enflamasyon olusturulan sicanlarda epileptik ndbetlerin KBB {izerine
etkileri arastirildi. KBB gegirgenligindeki degisiklikleri gostermek i¢in Evans blue (EB)
boyast kullanildi. KBB biitinliigii ile ilgili olarak okludin, p-glikoprotein (p-gp) ve
akuaporin (AQP)-4 proteinleri immiinohistokimyasal metodla arastirildi. CLP nin 24.
saatinde pentilentetrazol (PTZ) uygulanarak epileptik nobetler olusturuldu ve EEG
kaydi alindi. Septik hayvanlarda arteryal kan basinci diiserken, PTZ uygulanan
hayvanlarda arteryal kan basmeci artti (P<0.01). Sepsis olusturulan hayvanlarda
nobetlerin siddet ve siiresinde artis oldugu tespit edildi ve bu hayvanlarda beyin
bolgelerine gegen EB miktarinin kontrol ve PTZ gruplarindaki artisa gore daha fazla
miktarda oldugu tespit edildi (P<0.01). Okludin protein immiinoreaktivitesi gruplar
arasinda farklilik gostermedi. P-gp immiinoreaktivitesi PTZ ve CLP + PTZ gruplarinda
artt1 ve bu gruplardaki immiinoreaktivitedeki artis kontrol ve CLP gruplarindaki verilere
gore istatistiksel olarak anlamlilik gosterdi (P<0.05). AQP—4 immiinoreaktivitesi en
fazla CLP grubunda artt1 ve bu gruptaki immiin boyanma miktarindaki artis kontrol ve
CLP + PTZ gruplarina gére anlamli bulundu (P<0.01). Bu calismanin sonuglar1 septik
kosullarda daha kirilgan hale gelen bariyer tipteki beyin damar endotel hiicrelerinin
epileptik nobetler sirasinda asir1 derece bozularak bariyer ozelliklerini kaybettiklerini
gostermektedir. Sonug olarak, sepsis sirasinda ortaya cikabilecek epileptik ndbetlere
kars1 septik etkileri miimkiin oldugu kadar azaltmanin epileptik ndbetlerin bariyer

tipteki endotel hiicrelerine verecegi hasar1 azaltabilecegini sOyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, Epilepsi, Kan-beyin bariyeri, EEG

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T/4549



Xiii

ABSTRACT

Bahceci MB. (2011). The name of Thesis: The effect of epileptic seizures on the blood-
brain barrier integrity in septic animals. Istanbul University, The Institute of Health
Sciences, The Institute of Experimental Medicine, Department of Neuroscience, Master

of Science Thesis, Istanbul

The impact of epileptic seizures that emerge under a systemic inflammatory
background in sepsis on the functional and morphological features of blood-brain
barrier (BBB) is not fully understood. In this study, the effects of epileptic seizures on
BBB integrity in an experimental model of sepsis induced by cecal ligation and
puncture (CLP) in rats. Pentilentetrazol (PTZ) was administered to induce seizures and
EEG was recorded. BBB permeability was assessed by measurement of Evans blue
(EB) in the brain. Immunohistochemistry for occludin, p-glycoprotein (p-gp) and
aquaporin (AQP)-4 proteins was performed. Arterial blood pressure decreased in septic
animals, but increased in animals treated with PTZ (P<0.01). The severity and duration
of PTZ induced seizures were found to be increased in septic animals compared with
control group. The content of EB dye in the brain increased upon PTZ treatment in
septic animals compared to control group (P<0.01). Occludin immunoreactivity did not
show any significant differences among groups. Immunoreactivity for p-gp increased in
PTZ and CLP + PTZ groups compared with CLP operated animals and control
(P<0.05). Immunostaining for AQP-4 was most intense in CLP operated rats compared
with CLP + PTZ and control groups (P<0.01). The results of this study show that
epileptic seizures lead to the disruption of BBB, the barrier-type endothelial cells of
which have become more vulnerable under septic conditions. In conclusion, alleviating
the functioning mechanistic processes in sepsis may reduce the damage of barrier-type

endothelial cells by epileptic seizures under septic conditions.

Key Words: Sepsis, Epilepsy, Blood-Brain Barrier, EEG

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T/4549



1. GIRIS VE AMAC

Ciddi sepsis ve septik soktaki hastalarin siklikla ensefalopati ile ilgili klinik
semptomlar sergiledigi gozlenmektedir. Ozellikle, septik ensefalopatinin kan-beyin
bariyeri’nde (KBB) ortaya ¢ikan bir yetmezlik veya bozulma ile iliskili olabilecegi ileri
striilmiistiir (Freund ve ark. 1986; Papadopoulos ve ark. 1999; 2000). Bu konunun
aydinlatilmasi icin son yillarda farkli modeller kullanilarak olusturulan sepsis sirasinda
perivaskiiler 6deme neden olan KBB’de bir bozulmanin oldugu gosterilmistir (Tsao ve
ark. 2001; Esen ve ark. 2005; Brandt ve ark. 2008 a ve b; Flierl ve ark. 2010; Toklu ve
ark. 2009). Sepsis sirasinda, KBB bozulmasina neden olan faktorlerin basinda gelen
enflamatuar ajanlarin hem periferde hem de beyindeki iiretimlerinin artmasi sonucu, bu
ajanlarin bir yandan néronal uyarilabilirligi kolaylastirdiklari, diger yandan KBB’de
fonksiyonel ve morfolojik degisikliklere yol agtiklari ¢ok sayida g¢alisma ile rapor
edilmistir (Tsao ve ark. 2001; Stienen ve ark. 2011; Vezzani ve ark. 2011; Auvin ve ark.
2010; Riazi ve ark. 2010; Galic ve ark. 2008; Esen ve ark. 2005; Brandt ve ark. 2008 a
ve b; Flierl ve ark. 2010; Toklu ve ark. 2009). Periferal enflamasyonla KBB’nin hem
fonksiyonel hem de molekiiler 6zelliklerinin degistirilmesi sonucu beyin damar kapiler
gecirgenliginde artis meydana gelmektedir (Huber ve ark. 2001 ve 2002). Ilave olarak,
enflamatuar ajanlardan 6zellikle tiimor nekroz faktdr (TNF)-alfanin KBB gecirgenligi
tizerine etkili oldugu gosterilmistir (Mayhan 2002, Trickler ve ark. 2005). Beyindeki
enflamatuar aracilarin baslica parankimal hiicreler (mikroglia, astrosit ve noron) ve
KBB’nin endotel hiicreleri ile koroid pleksiis epitel hiicreleri tarafindan salgilandig ve

ayni zamanda, bu hiicrelerin sitokin reseptorlerini de eksprese ettikleri bilinmektedir.

Beyin damar kapiller endotel hiicreleri tarafindan KBB’nin normal koruma
islevi baslica perisit, perivaskiiler mikroglia, astrosit ve bazal laminanin fizyolojik
kosullarda gorevini yerine getirmesine baglidir. Enflamasyon sirasinda beyin kapiller
endotel hiicreleri ve parankimal hiicreler tarafindan salinan sitokin iiretimindeki artig
beyin kapiller endotel hiicre yilizeyinde adezyon molekiillerinin artigina,
metalloproteinaz aktivasyonuna ve arasidonik asit yikimina neden olabilir, bu olaylar da
KBB yikimina katki verir (Webb ve Muir 2000; Pachter ve ark. 2003; Lossinsky ve
Shivers 2004).



Enflamasyonun epilepsi patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi ileri stiriilmiistiir
(Vezzani and Granata 2005; Vezzani 2005). Enflamasyon sirasinda sitokin
diizeylerindeki artisin nobet esigini  distirdiigli ve epilepsiye meyli arttirdigi
gozlenmistir. Deneysel epilepsi modelleri ve bazi tiir klinik epilepsi vakalarinda
enflamatuar sitokinlerin hem plazma hem de beyin dokusunda arttigi gosterilmistir
(Vezzani and Granata 2005; Vezzani 2005). Deneysel olarak periferik bir organda
olusturulan enflamasyonun derece veya siddetinin pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan
epileptik nobetlerin daha da siddetlenmesine sebep oldugu gosterilmistir (Riazi ve ark.
2008 ve 2010). Kimyasal veya elektriksel olarak olusturulan epileptik ndbetlerin deney
hayvanlariin beyninde baslica interlokin (IL)-1 beta, interlokin (IL)-6 ve TNF- alfa
diizeylerinde artisa yol agtig1 tespit edilmistir (De Simoni 2000). Ayni zamanda, 1L-1
beta ve TNF- alfa reseptorlerinin de epileptik nobetler sirasinda hizli bir sekilde arttigi
bilinmektedir. Enflamatuar ajanlarin nobet Oncesi veya sirasinda beyin parankimine
enjekte edilmesinin; 6ncelikle bu maddelerin beyinde miktar olarak artisina ve sonugta
nobetlerin siddetlenmesine neden olduklari ileri siiriilmiistiir (Vezzani 2005). I1L-1
beta’nin ndbetler dncesi uygulanmasi, kainik asit veya bikukulin ndbetlerinin EEG
sliresini ve nobet davranigini uzattigi (Vezzani ve ark. 1999), ancak intraserebral olarak
IL-1 reseptdr antikor uygulanmasinin nobet aktivitesini azalttigi gosterilmistir (Vezzani
ve ark. 2000). Sistemik enfeksiyon kosullarinda, PTZ ile indiiklenen ndbetlerin 6nemli
oranda siddetlendigi, enfekte hayvanda IL-1 beta ve TNF alfa’ya karsi kullanilan
antikorlarin nobete meyil artigini1 6nledigi gosterilen bir ¢alismada; IL-1 beta ve TNF
alfa’nin enfeksiyonla iligkili nobetlere kars1 beynin daha duyarli hale gelmesinde 6nemli
rol oynadiklar1 ileri siiriilmiis ve Ozellikle TNF alfanin dolagimdaki diizeyine bagh
olarak ndbetleri siddetlendirici veya azaltic1 yonde ¢alistig ileri stiriilmistiir (Yuhas ve
ark. 1999; 2003). Enflamatuar ajanlardan dnemli biri olan IL-1 betanin deneysel febril
ndbetlerin ortaya ¢ikmasina 6nemli derecede katki yaptigi bildirilmistir (Dube ve ark.
2005).

Enflamasyonun neden oldugu KBB’deki bozulma sonucu beyine asir1 miktarda
kan kaynakli sitokin gecebilir ve beyinde sitokin miktarindaki artis nobet aktivitesinin
ortaya ¢ikmasi ile ¢cok yakindan iliskili olabilir. Beyindeki enflamatuar madde artisinin
KBB gecirgenligindeki artisla iligkili oldugu ve KBB’deki gecirgenlik artisinin da hem
nobetlerin baglatilmasi hem de ilerletilmesinde Onemli bir rolii oldugu iizerinde

durulmaktadir (Seiffert ve ark. 2004; Ivens ve ark. 2007; Van Vliet ve ark. 2007,



Marchi ve ark. 2011). flave olarak, bu konu ile iliskili son g¢alismalar KBB’deki
bozulmanin epileptiform aktiviteyi indiikledigini gostermektedir (Seiffert ve ark. 2004,
Oby ve Janigro 2006; lvens ve ark. 2007; Van Vliet ve ark. 2007; Marchi ve ark. 2007).
Diger yandan, saglikli bir beyinde ¢ok az miktarda iiretilen sitokinlerin, birgok patolojik
kosulda hizli bir sekilde arttig1 gosterilmistir (Virta ve ark. 2002). Endojen etkilerinin
yaninda, bu sitokinlerden 6zellikle TNF- alfanin ekzojen ilavesinin amigdala-kindling’e
yatkinlig1 arttirmasimin yaninda, KBB’de hasara neden olabildigi gosterilmistir
(Minagar ve ark. 2003; Bessis ve ark. 2005). Beyin dokusuna immiin sistem aracili bir
hasarin hem direkt olarak enflamasyon yoluyla, hem de indirekt olarak KBB hasar1 ile
epileptogeneze Onemli bir katki yaptigi ileri siriilmiistir (Kleen ve Holmes 2008;
Fabene ve ark. 2008). Daha da otesi, epileptik kosullarda 16kosit-endotel adezyon
mekanizmalarmin arastirildigt bir calismada, Fabene ve arkadaslar1 epileptojenik
olaylarin ortaya ¢ikmasinda en onemli tetikleyici faktorlerin kan damarlar1 diizeyinde
baslayabilecegini ileri siirmiis ve epileptik nobetler sirasinda arttig1 bilinen intraselliiler
adezyon molekiilii (ICAM)-1 ve vaskiiler adezyon molekiilii (VCAM)-1"¢e kars1 antikor
kullaniminin ndbet aktivitesini 6nemli derecede azalttigini gostermistir (Fabene ve ark.
2008). Anti-enflamatuar ajan uygulanan bir c¢alismada, IL-1 beta sinyal yolaginin
inhibe edilmesi, pilokarpin ile indiiklenen epileptik nobetlerin ve KBB yikiminin

onlenmesinde 6nemli bir yol oldugu ileri stiriilmiistiir (Marchi ve ark. 2009).

Postnatal 14. giinde, endotoksik enjeksiyonu sonrasi ortaya ¢ikan
enflamasyonun eriskin siganlarda epileptik nobetlere meyli arttirdigr tespit edilmistir
(Galic ve ark. 2008). Deneysel kolitis modelinde, enflamasyon artiginin nobet esigini
diisiirmesi sonucu subkonvulzif dozda uygulanan PTZ’nin epileptik ndbetlere yol
actigimi1 gosterilmistir (Rao ve ark. 2008). Ancak, cekal ligal perforasyon (CLP)
modelinin uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan septik kosullarda, olusturulacak epileptik
nobetler sirasinda KBB’nin fonksiyonel ve yapisal anlamda nasil etkilenecegi heniiz

bilinmemektedir.

Bu amagla bu c¢alisma, Rittirsch ve arkadaslar1  (Rittirsch ve ark. 2009)
tarafindan tarif edilen CLP modeli uygulanarak endotoksemi olusturulan si¢anlarda,
enflamasyon zemininde epileptik nobetlere KBB’nin hem fonksiyonel hem de yapisal
anlamda nasil bir cevap verecegini gostermek ve ayrica KBB cevabinin davranis ve

ndbet siddeti lizerine yansimasini degerlendirmek i¢in planlanda.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyinde Bariyer Tipte Damar icermeyen Bélgeler

Beyindeki bazi bolgelerde bariyer 6zelligi ihtiva etmeyen kan damarlar1 bulunur.
Bariyer 6zelligine sahip olmayan kan damarlarinin bulundugu beyin bdlgeleri baslica
area postrema, median eminens, norohipofiz, pineal bez, subfornikal organ ve lamina
terminalis’tir. Bu bolgeler beyin ile perifer arasinda ¢ok siki temasin oldugu besin
aliminin diizenlenmesi ve viicut 1sininin diizenlenmesi ile ilgili yapilardir (Murakami ve

ark. 1990; McKinley ve ark. 2003).

2.2. Noronal Homeostasizte Rol Oynayan Bariyerler

Beyindeki bariyer sistemleri baslica kan-beyin bariyeri (KBB), kan-beyin
omurilik s1vi ve kan ile avaskiiler araknoid epitelyum arasindaki bariyerlerden ibarettir.
Bu ii¢ bariyer aslinda fiziksel (siki baglantilar), metabolik ve ayni zamanda madde
tasima bariyeri olma Ozellikleri gosterir. Ancak, beyindeki damarsal yapinin bariyer
fonksiyonu ve gecirgenlik ozellikleri diisliniildiiglinde akla ilk gelen yapi, Oncelikle

endotel hiicreleri tarafindan olusturulan KBB dir.

Ozellikle KBB fizyolojik ve patolojik kosullarda modiile edilebilen dinamik bir
bariyer olma niteligi tasir (Abbott ve ark. 2010). Beyinde ideal bir néronal ortamin
saglanmasi i¢in gerekli olan homeostatik dengenin korunmasinda yukarida tanimlandigi
tizere endotelyal KBB’nin yaninda epitelyal kan-beyin omurilik siv1 bariyer sistemi de

15 gormektedir (Pardridge 1999; Sugiyama ve ark. 1999).

2.2.1. Kan-Beyin Omurilik Sivi Bariyeri

Kan-beyin omurilik sivi bariyeri koroid pleksiisteki epitel hiicrelerince
olusturulur ve bu hiicreler arasindaki siki baglanti yapilar1 sayesinde bu bolgeden
paraselliiler gecis Onlenir. Kan-beyin omurilik sivi bariyerinin genel ve detayh
goriinimii Sekil 1 ve 2’de goriilmektedir. Ancak, koroid pleksiisteki endotel hiicreleri
fenestral 6zelliklere sahip olmalarinin yaninda siki baglanti yapilari icermezler ve bu
durum burada bulunan endotel hiicresine asir1 bir gegirgenlik 6zelligi verir (Smith ve
ark. 2004). Sonug olarak, koroid pleksus ve araknoid zar kan ile beyin omurilik sivisi
arasinda morfolojik bir bariyer yapis1 olusturur ve bir bariyer gorevi iistlenir. Araknoid

zar genelde hidrofilik maddelere gegirgen degildir. Beyin omurilik sivisinin baglica



tiretildigi koroid pleksusta, kapiller endotel hiicreleri fenestral 6zellige ve kesikli bir
bazal membrana sahiplerdir ve bu endotel hiicreleri aralarinda kii¢iik maddelerin
serbestce gecisine izin veren agikliklar veya porlar igerirler. Ancak, BOS yiizeyine
bakan ve ependim hiicreleri olarak bilinen tek sira epitel hiicreleri sahip olduklar1 siki
baglant1 yapilar1 ile birbirlerine siki bir sekilde baglanarak kan-beyin omurilik sivi
bariyerini olusturur ve bu yapi1 sayesinde makromolekiilerin kandan beyin omurilik

stvisina gecisi onlerir (Abbott 2005).
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Sekil 1 Baslica koroid pleksiis epitel hiicreleri tarafindan olusturulan kan-beyin omurilik
sivl bariyerinin genel goriiniimii (Abbott ve ark. 2010).
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Sekil 2 Koroid pleksiis epitel hiicreleri tarafindan olusturulan kan-beyin omurilik s1vi
bariyerinin fenestral kapiller damar ve kapal siki baglantilara sahip epitel
hiicrelerinin goriiniimii (Kaya ve Ahishali 2011).

2.2.2. Kan-Beyin Bariyeri

Kan-beyin bariyeri (KBB) kavrami 19. ylizyilin sonlarinda Alman mikrobiyolog
Paul Ehrlich tarafindan ortaya atilmig ve bu arastirmact Tripan mavisini intravendz
yolla hayvanlara enjekte ettiginde, beyin hari¢ diger organlarin boyandigini gérmiistiir
(Davson ve Segal 1995). Sonraki yillarda, Ehrlich’in &grencisi Edwin Goldman ise
beyin omurilik sivisina (BOS) enjekte ettigi bir boya ile sadece beyin parankiminin
boyandigini, viicudun diger boéliimlerinin boyanmadigimi goézleyerek KBB varligini
iyice teyit etmistir (Davson ve Segal 1995). Broman, 1940 yilinda KBB’nin beyin
kapiller endotel hiicrelerinin 6zellesmis bir sekli oldugunu acgiklamistir (KBB Kitabi).
1960’11 yillarda elektron mikroskobun biyolojide kullanilmasini takiben, KBB varligini
gostermek icin Horseradish peroksidaz (HRP) belirtecini kullanan Reese ve Karnovsky
sistemik olarak enjekte edilen bu maddenin beyin parankimine ge¢medigini, intra
ventrikiiler enjeksiyonla beyin omurilik sivisina enjekte edilen HRP’nin ise beyin
ekstraselliiler sivisina ulasarak astrosit ayak sonlanmalarina kadar vardigi ve bazal
membranin arkasina kadar gegtigini gostermislerdir (Davson ve Segal 1995). Sonugta,

bu deneyler, kandan beyin parankimine maddelerin serbest hareketini sinirlayan



yapmin KBB oldugunu teyit etmistir. Daha sonra, periferik organlarin mikrodamarlar
ile karsilagtirildiginda KBB’yi olusturan yapilarin farkli ve olduk¢a 6zel donanimli
oldugu gosterilmistir (Stewart ve Wiley 1981). Beyin damar endotel hiicreleri tarafindan
olusturulan KBB’ye perisit, astrosit ve noron gibi komsu hiicreler destek verirler (Sekil
3).

Kapiller Limen

!

Sekil 3 Baslica beyin mikrodamar endotel hiicrelerince olusturulan KBB yapisi ve bu
yapiya destek veren hiicreler goriilmektedir (Kaya ve Ahishali 2011).

Endotel Sitoplazmasi

o —>» Bazal Membran

Siki Baglanti Accan 7

2.2.2.1. Kan-Beyin Bariyerinin Ozellikleri

Morfolojik olarak baslica beyin kapilller endotel hiicreleri tarafindan olusturulan
KBB, kan-beyin omurilik siv1 bariyerinden 1000 kat daha biiyiiktiir (Pardridge 2006).
Bu yap1 yaklasik olarak total beyin voliimiiniin % 0,1’ini olusturur. Yetigskin bir
insandaki beyin kapiller damar aginda yaklasik 100 milyar kapiller, toplamda 650 km
uzunluk ve 12-18 m?’lik total kapiller yiizey alam1 mevcuttur (Schlageter ve ark. 1999).
Caplar1 5 ila 100 mikron arasindan degisen beyindeki mikrodamarlarin yaklasik %95’
KBB o6zelligindedir ve bir kapiller damarin ortalama liimen ¢ap1 4-10 mikron arasinda
degisir. Bu nedenle beyindeki mikrodamarlarin %95’den fazlasinin bariyer tipte

olmasindan dolayi, beyin kapillerinin kelime karsilig1 yaklasik olarak KBB anlamina



gelir. Bir kapiller damarin bir ndérona uzaklig:r yaklasik 8-10 nm kadar oldugundan
hemen hemen her noéronun bir kapiller damara sahip oldugu tahmin edilir (Pardridge
2003).

KBB olarak isimlendirilen ve beyin mikrodamarlarinin en énemli eleman1 olan
endotel hiicreleri, kan ile beyin arasinda madde taginmasini kontrol eden oldukca
Ozellesmis yapilara sahiptir (Engelhardt 2003; Cecchelli ve ark. 2007). Endotel
hiicrelerindeki bu oOzellesmis yapilar; baslica tek veya cift yonlii calisan tasiyici
sistemler, maddelerin endotel hiicresi iginden gecerken bu maddeleri metabolize eden
metabolik igleve sahip bir enzimatik bariyer ve Ozellikle endotel hiicrelerinin siki
baglant1 yapilarinin olusturdugu bir fiziki bariyerden olusmaktadir (Abbott ve ark. 2006
ve 2010).

Ayni zamanda KBB, beyni kanda dolasan zararli maddelerden ve toksinlerden
korurken, noronal hiicre fonksiyonlart i¢in gerekli besinlerin gegisine izin veren
Ozellesmis karmasik hiicresel bir sisteme sahiptir. Periferik kapillerlerin hiicre igine
veya hiicreler arasi alana madde gecisine nisbeten izin vermesinin aksine KBB, beyin
parankimindeki glial veya noronal hiicrelere madde gegisini sahip oldugu hem
metabolik “enzim” hem de fiziksel “sik1 baglantilar” nitelikteki bariyerler sayesinde
cok siki bir sekilde kontrol eder. Bunun sonucu olarak, KBB’nin fizyolojik kosullarinda

terapotiklerin etkin dozda beyine gecisi miimkiin olamamaktadir.

KBB, kan damar1 ile beyin dokusu arasinda bir sinir teskil eder. KBB sadece, su
ve yagda eriyebilen kiiclik molekiil agirligina sahip maddelerin konsantrasyon
gradiyentleri dl¢lisiince serbest gecisine miisaade ederken, 400-700 Dalton’dan daha
bliylik molekiillerin ve suda eriyen maddelerin beyine gegisini engeller (Pardridge 1999,
2003, 2005, 2006, 2007). Bu nedenle KBB, noronal homeostazisin korunmasinda en
etkili yap1 olarak is gormektedir (Bernacki ve ark. 2008).

Genel Olarak Kan-Beyin Bariyeri:

1. Beyni, basta yiiklii iyon ve toksik maddelerin yol acabilecegi zararli etkilerden

korur,

2. Beyni periferik kaynakli hormon ve ndrotransmitterlerden korur,



3. Noronal ve glial kaynakli hiicreler i¢in uygun bir hiicreler aras1 ortam saglar,

4. Noron ve glial hiicreler i¢in gerekli olan oksijen ve besin maddelerinin
saglanmasi i¢in yeterli miktarda beyin kan akimi diizenlenmesine salgiladigi bazi lokal

hormonlarla katk: verir.

Fonksiyonel Olarak Kan-Beyin Bariyeri:

1. Bariyer 6zelliklerine sahip beyin damar endotel hiicreleri,
2. Perisitler,

3. Astrositler,

4. Mikroglia,

5. Noronlardan olusur.

2.2.2.2. Kan-Beyin Bariyerinin Karakteristik Ozellikleri

Beyinde bariyer tipteki endotel hiicre sitoplazmasinda ve zarinda bol miktarda
enzimatik veya tasiyici isleve sahip polipeptid veya protein yapida enzimler vardir
(Sekil 4). Beyindeki bariyer tip endotel hiicrelerinde bulunan gama-glutamil
transpeptidaz (g-GTP), glukoz tasiyici (Glut)-1 ve endotel bariyer antijeni’nin (EBA) en
onemli spesifik bariyer belirtegleri oldugu bilinmektedir. g-GTP, Glut-1, Na*-K*-ATPaz
ve alkalen fosfataz gibi bir¢cok enzim ve tasiyici proteinlerin KBB endotel hiicrelerinde
varhigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda tek yonlii ¢alisarak potansiyel toksik maddeleri
kana geri gonderen p-glikoprotein (p-gp) gibi pompalara da sahiptir (Loscher ve
Potschka 2005; Begley 2004).
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Sekil 4 KBB’de enzimatik bariyer islevi goren veya madde tasiyici olarak calisan
enzimlerin endotel hiicre sitoplazmasindaki goriiniimleri (Cecchelli ve ark. 2007).

2.2.2.3. Kan-Beyin Bariyeri Anatomisi

Basta noronlar olmak {izere beyindeki hiicrelerin optimal aktivite gostermeleri
icin, iyi diizenlenen bir mikrogevre ve homeostazisin etkin sekilde korunmasina ihtiyag
vardir ve bu ihtiyacin saglanmasinda KBB etkin bir sekilde ¢alisir (Abbott ve ark. 2010;
Bernacki ve ark. 2008). KBB’ye noronal homeostazisi saglama islevi sirasinda komsu
perisit, astrosit ve noronlar da fonksiyonel olarak énemli bir destek verirler (Sekil 3).
Astrosit, perisit, noron ve bazal membran basta olmak iizere hiicredis1 matriks yapilari
fonsiyonel katkilarinin yaninda KBB’ye anatomik olarak da destek verirler ve bdylece
bu yapilarin tamami ndrovaskiiler iiniteyi olusturur (Hawkins ve Davis 2005; McCarty
2009; Vangilder ve ark. 2011). Endotel hiicreler bir bazal membran {izerine oturmakta

ve bu yapiy1 perisitleri ile paylasmaktadir. Bazal membran baslica endotel hiicrelerince
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yapilan laminin 4 ve 5, astrositlerce yapilan laminin 1, 2 ve kollagen 4 ten ibarettir
(Perlmutter ve Chui 1990). Bazal membranin norovaskiiler iinitenin en 6nemli pargast

oldugu diistiniilmektedir.

Fenestra yapisi ihtiva etmeyen bariyer tipteki beyin damar endotel hiicreleri yok
denecek kadar az sayida pinositotik vezikiile sahiptir. Bariyer tipteki endotel hiicreleri
aralarinda siki baglanti yapilar1 olusturur ve bu siki baglanti bolgelerinde oldukga
yiiksek elektriksel dirence sahiptir (Petty ve Lo 2002; Abbott ve ark. 2006; Stewart
2000; Hawkins ve Davis 2005; Kniesel ve Wolburg 2000). Bariyer tipteki endotel
hiicreleri ayn1 zamanda hem tasiyici proteinleri hem de reseptorleri yapar. Bu tastyici
proteinlerin basinda glukoz tasiyicisi (Glut)-1, sodyum ve ve potasyum iyonlarin
taginmasinda is géren Na* - K*™-ATPaz ve bazi makromolekiillerin tasinmasinda is géren

insulin ve transferrin gibi reseptorleri yapar.

2.2.2.4. Kan-Beyin Bariyerinde Siki Baglant1 Yapilari

KBB’nin sik1 baglant1 yapilar1 Sekil 5’da sematize edilmistir. Endotel hiicreleri
adherens ve siki baglanti yapilari olarak adlandirilan 6zellesmis molekiiler yapilara
sahiptir. Adherens baglantilar hiicre-hiicre temasini saglar ve hiicrenin olgunlagsma ve
korunmasinda is goriir. Siki baglanti yapilar1 ise iyon ve solut gecisini diizenleyen
paraselliiler gecisi kontrol eder. Her iki baglanti hiicre ici sinyallari tagir ve endotel
hiicre fonksiyonuna katki saglar (Bazzoni ve Dejana 2004; Dejana 2004; Gonzalez-
Mariscal ve ark. 2008; Wallez ve Huber 2008; Dejana ve ark. 2009; Matter ve Balda
2003; Huber ve ark. 2001).
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Sekil 5 KBB’deki endotel hiicrellerinin temas bélgerindeki siki baglanti yapilarimin
goriiniimii (Engelharth ve Sorokin 2009).

Cok sayida kan kaynakli makromolekiil ve polar maddelerin beyin parankimine
ulagmasini1 beyin kapiller endoteli, koroid pleksus epiteli ve araknoid epitel hiicreleri
arasinda yerlesik siki baglanti yapilart engeller. Beyin kapiller endotel hiicreleri
arasindaki siki baglanti proteinleri baslica okludin ve klaudinlerden olusur. Adherens ve

sik1 baglanti proteinleri birbirleri ile etkilesim halinde bulunur (Sekil 6).
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Sekil 6. KBB’deki endotel hiicrellerinin temas bolgerindeki siki baglanti yapilarinin
goriiniitmii (Abbott ve ark. 2010).
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Bu etkilesimde okludin ve klaudinler sitoplazmaya ZO-1, ZO-2, ZO-3 gibi
regiilator baglant1 proteinleri ve singulin ile baglanmistir. TJ yapilar iginde ayrica
baglanti adezyon molekiilleri bulunur. Adheren baglantilar i¢inde bulunan kaderin
proteinleri hiicreler arasinda bir koprii olusturur ve baglayici proteinler o (alfa), B (beta),

v (gama) katenin ile sitoplazmaya baglanirlar (Sekil 5 ve 6).

Okludin ile klaudinler dort temel transmembran {iiniteye sahipken, baglanti
adezyon molekiilleri tek transmembran bolgeye sahiptir. 65 kDa’luk bir agirliga sahip
olan okludin’in, insan ve kemirgenlerde amino asit dizilimi %90 homoloji gosterir.
OKludin proteinin C-sonlanmasi en ¢ok ZO-1 regiilator proteini ile baglanir, F-aktin ile
direkt iliski de bulunur (Sekil 5 ve 6). Ca™?2 bagimsiz bir baglayic1 yapistirict protein
ozelligindedir (Sekil 5 ve 6). Okludin’in membrandaki varlig1 ve yogunlugu elektriksel
direng artist ile paraleldir (Forster 2008; Huber ve ark. 2001). Klaudin, siki baglanti
yapisindaki paraselliiler gecisi onlemek i¢in komsu endotel hiicredeki ayni yapiya
baglanir. Hiicre icinde ise ZO-1, ZO-2 ve ZO-3 ‘iin PDZ (postsynaptic density-95
protein) bolgesi ile baglanir. Klaudin’in bilinen 20 izoformu bulunmaktadir (Abbott ve
ark. 2010). Deneysel alerjik ensefalomyelitis ve glioblastome multiforme’de TJ iginde
selektif olarak “klaudin-3” kaybi1 s6z konusudur. Bu kayip KBB’de bariyer
biitiinliigliniin bozulmas1 ve fonksiyonel bir bariyer olma o6zelliginin yitirilmesiyle
sonuglanmaktadir. Beyin kapiller damar endotel hiicre siki baglantilar1 i¢inde klaudin-1

ve 5 etkinligi en 1yi bilinen proteinlerdir (Abbott ve ark. 2010).

Siki1 baglanti yapisinda bulunan immiinglobilin siiper ailesinin bir iiyesi olan
baglant1 adezyon molekiilleri genelde 16kosit go¢iinii diizenler. Epitel ve endotel hiicre
sik1 baglantilarinda bulunan 43 kDa’luk glikozile bir proteindir. Bu protein, {i¢ farkli
yapisal bolgeye sahip olup, iki degisebilir immiinglobulin bdlgesi igeren 215 amino
asitlik ekstraselliiler bolge; klasik tip II PDZ baglayan 6zellikte 45 amino asitlik kisa bir
intraselliiler kuyruktan olusur. Normal kosullarda baglanti adezyon molekiilleri
16kositlerin damar duvarindan gegisini engellerken, enflamasyon ve enfeksiyon
durumlarinda bu hiicrelerin mikrodamar dokusundan dokuya daha kolay gectigi

goriilmektedir (Bazzoni ve ark. 2000).

Singulin sadece siki baglanti yapist bulunan endotel ve epitel hiicrelerinde

bulunur. 140 ve 160 kDa’luk iki izoforma sahip olan singulin’in globiiler bas1 Z0-2,
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Z0-3, AF6, JAM, F-aktin ve myozin ile etkilesir (Sekil 5 ve 6). Singulin’in asir1 yapimi
Z0-1’in lokalizasyonunun bozulmasina neden oldugu i¢in, normal kosullarda singulin
ve ZO-1 arasindaki etkilesimin ¢ok iyi diizenlendigi varsayilmaktadir. Primer hiicre
iskelet proteini olan aktin de hiicre igcinde TJ proteinleri ile etkileserek paraselliiler

gecirgenligin kontroliinde 6nemli bir modiilator gorevi tistlenmektedir.

2.2.2.5. Kan-Beyin Bariyerinin Iyon Regiilasyonu

KBB sadece noronal fonksiyonlarin diizgiin ylriitiilebilmesi i¢in ¢evresel
stabiliteyi saglamakla kalmaz ayni zamanda sahip oldugu iyon kanallar1 ve tasiyici
proteinleri yardimiyla sinaptik sinyal fonksiyonlarin optimal diizeyde saglanacagi
iyonik gecisleri diizenler. Boylece K™ plazma konsantrasyonu 4,5 mM iken, beyin
omurilik sivi ve beyin intersitisyel sivisinda 2,5-2,9 mM civarinda tutulur. Plazma, K*
iyonlar1 yemek, egzersiz gibi durumlarda veya kimi patolojilerde degisir. Sonug olarak,
KBB ve kan-beyin omirilik siv1 bariyerleri basta potasyum (K*), kalsiyum (Ca*?),
magnezyum (Mg*?) ve klor (CI) gibi negatif ve pozitif yiiklii iyonlarin beyin

ekstraselliiler ortamdaki konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde énemli rol oynar.

ABC (ATP-Binding Cassette) tasiyicilar1 sinifinda is géren en Onemli
proteinlerin basinda p-glikoprotein (p-gp) ve c¢oklu ilaca direng protein (MDRI)
gelmektedir. P-gp endotel hiicrelerinin luminal tarafinda yapilirken, MDR-1 hem
luminal hem de abluminal tarafta yapilir (Cecchelli ve ark. 2007; Abbott ve ark. 2010).
Beyin endotel hiicreleri ayn1 zamanda birgok aminoasit ve glikoz gibi pek¢ok esansiyel
besin maddesi i¢in solut tasiyict proteinleri de yapar. Bu solut tasiyict proteinler iki
yonlii 1§ gorebilir. Bunlar baglica organik anyon ve organik katyon tasiyici proteinleridir
ve agirlikli olarak luminal membrana yerlesiktirler (Abbott ve ark. 2010; Zhang ve ark.
2002). Bariyer tipteki beyin kapiller endotel hiicreleri ayn1 zamanda alkalin fosfataz ve
gama glutamil transpeptidaz gibi metabolik enzimleri de icerir (Banks 2006; Begley ve
Brightman 2003; Abbott ve ark. 2006).

Bariyer tipteki endotel hiicre zarinda azda olsa su kanali olarak aquaporin
(AQP)-4 bulunur ve astrosit ayak sonlanmalarinda AQP-4 yapimi azaldigi zaman su
transferinde esas sorumlulugu endotel kaynakli AQP-4 alir (Amiry-Moghaddam ve ark.
2004; Albertini ve Bianchi 2010; Zelenina 2010). Endotel hiicreleri sahip olduklari bu
yapilar sayesinde siki bir bariyer islevine sahip olur ve bdylece kan ile beyin arasindaki

madde taginmasini siki bir sekilde kontrol ederler. Beyin kapiller endotel hiicrelerinin
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sahip oldugu tasiyici proteinler bu hiicrelerin 6zellikle luminal tarafinda bulunarak
baslica norotoksik maddelerin beyine girisini onler ve tedavi i¢in kullanilan ilaglarin
beyine gecisini oldukga sinirlarlar. Bu sinirlama %95-98 gibi oldukga yiiksek oranlarda
seyreder (Pardridge 1999, 2005 ve 2007; Cecchelli ve ark. 2007; Abbott ve ark. 2010;
Warren ve ark. 2009).

2.2.2.6. Kan-Beyin Bariyerinden Madde Tasinmasi

Kan dolasimindaki maddelerin KBB’den gegisi ve beyin parankimine girisi
bir¢ok faktore baglidir. Bunlardan KBB’ye ait faktorler baslica; maddenin molekiil
agirhigl, molekiiliin konformasyonel degisim kabiliyeti, hiicrenin enzimatik sabitligi,
hiicresel sekresyon, akima kars1 afinite (p-gp), hidrojen baglayici potansiyeller,
tasiyicilara karsi afinite sayilabilir (Huber ve ark. 2001). Diger faktorler ise baslica
sistemik enzimatik sabitlik, plazma protein baglayicilarin afinitesi, beyin kan akimi ve
mevcut patolojik kosullarin etkisi olarak sdylenebilir (Huber ve ark. 2001). Bariyer
tipteki endotel hiicrelerinde bulunan tagima sistemleri genellikle bu hiicrelerin luminal
yiiziinde bulunup kan iriinleri ile temas halindedir ve bu sayede beyindeki ihtiyaca
bagl olarak gerekli olan maddenin tasimasini gerceklestirirler. Beyinde yapilan birgok
madde ve artik {riinlerin kana gecisine izin veren sistemler ise endotel hiicrelerinin

beyin parankimine bakan abluminal yiiziinde bulunur.

Beyinde bariyer tipteki endotel hiicreleri madde tasima islevini baslica; basit
difiizyon, kolaylastirilmis diflizyon, primer aktif tasima, sekonder aktif tagima, kaveolar

vezikiiler tasima yollarindan birini veya birkagini kullanarak gergeklestirir (Sekil 7).

A B Cc D E F

Paraselliiler yol Transselliler yol Tasiyici Proteinler Spesifik reseptor Adsorbtive pep, MRP &
aaaaa i endositoz endositoz OAT tek yonli
calisan pompalar

Albiimin & diger ilaglar ve
plazma proteinler ksenobiyotikler

o
of A° A

Beyin Endotel Hiicresi  Kan

~
)
)
=

Sekil 7 Beyin bariyer tipteki damar endotel hiicrelerinde c¢ift yonlii madde tasima yollar:
(Neuwelt, 2004 ).
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Diger taraftan bir maddenin KBB’den taginmasinda baslica o maddenin yagda

¢cOziinlirligl, difiizyon yetenegi, molekiil agirligi ve elektrik yiikii olduk¢a onemlidir

(Sekil 8).

Tasinan
madde

40
9609

I

P
&

2

YUKIU
madde

‘-‘u )
ufu 19 iu

Hucreler arasi
baglantilar

—vr\%
©

Yagda eriyen

madde

©
© © © Kan tarafi

@i@
o)

= } Hiicre

Beyin tarafi

Sekil 8. Yagda eriyebilen maddeler ile elektriksel olarak yiiklii maddelerin KBB endotel
hiicrelerinden tasinmasi. Yagda eriyebilen maddeler lipid membranlardan
kolayca tasimirken elektriksel yiiklii molekiillerin bu yolu kullanamadig
goriilmektedir (Abbott ve ark. 2006).

Beyinde bariyer tipteki damar endotel hiicreleri iki yonlii ¢alisarak ihtiyag

duyulan maddeleri beyin tarafina ve atilmasi1 gereken maddeleri de kan damari liimenine

tagimak i¢in besin maddesi, peptid, iyon ve ABC gibi ¢ok sayida 6zellesmis tasiyici

veya yapilara sahiptir (Sekil 9).

Endotel



17

lyon
REVIM

Nae (Na'+KOATPase  yioyondri
Difizyon  CO, __ Amiloid - p
o \ D, @,
Pinositotik _, A FPCR) .
vezikiil \ N

Ensefalinler

© @ Kiciik lipofilik
Sikg @ maddeler

baglanti

Arginin
kv vazopressin

Esansiyel
amino asitler

Tiroid .
hormonu Gliikoz

tasiyicilart (0 ATP1C1

(A) Esansiyel olmayan
i amino asitler

Glutamat

@ : Besin
< Q //" tasyicilar

//
\__/

Endotel ht'icr;a\

Sekil 9. KBB’de madde tasima mekanizmalar: (Zlokovic 2011).

Sekil 9’da gosterilen bu tasiyicilardan 6zellikle ABC tasiyicilart fizyolojik
kosullarda KBB, beyne terapétik ilaglarin gegisinde hiz sinirlayan ve bu ilaglarin etkin
tedavi dozunda beyine ulagsmasini engelleyen en énemli bir faktorlerdir (Grant ve ark.
1998).

2.2.2.7. Kan-Beyin Bariyerinin Gelisimi

Kemirgen beyninde mikrodamarlar olusurken bunlarin bariyer 6zellikleri 16-17.
embriyonik gilinde tamamlanir. Kapiller damarlarin endotel hiicrelerinde bariyer
ozelliklerinin tamamlanmasinda baslica vaskiiler endotelyal faktdr ve reseptorleri ile
anjiyopoietinler rol oynar (Risau ve Wolburg 1990; Mancuso ve ark. 2008; Tam ve
Watts 2010; Davis ve Yancopoulos 1999; Lindahl ve ark. 1997; Armulik ve ark. 2010;
Daneman ve ark. 2010). Son calismalarda astrosit ve perisitlerin bariyer olusumuna
katki verdigi gosterilmektedir (Risau ve Wolburg 1990; Mancuso ve ark. 2008; Tam ve
Watts 2010; Davis ve Yancopoulos 1999; Lindahl ve ark. 1997; Armulik ve ark. 2010;

Daneman ve ark. 2010).
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2.2.2.8. Kan-Beyin Bariyerinin Yasla Degisimi

Beyinin olgunlagmasinda rol oynayan en oOnemli faktorlerden birini KBB
olusturur. KBB’nin segici gecirgen 0Ozelligi viicut gelisimi sirasinda degisebilir
(Stonestreet ve ark. 2000). KBB tam olarak olustuktan sonra 6zellikle prenatal donemde
ve postnatal donemin ilk evrelerinde daha az gecirgendir, bu durum gelismekte olan
beyni ndronal fonksiyonlar1 bozacak faktorlerden de korur. Diger taraftan eriskin
kemirgenlerde, KBB’nin hormonal kontrol altinda oldugu ileri siirtilmiistiir (Ziylan ve

ark. 1988).

Kortikosteroidlerin KBB yapis1 iizerine etki ederek genelde koruyucu isleve
sahip olduklar1 gosterilmistir (Stonestreet ve ark. 2000). Traser olarak Evans mavisinin
kullanildig1 bir calismada, KBB’nin gebe olmayan disi siganlar ile gebe sicanlar
arasinda anlamli fark gostermedigi tespit edilmistir (Oztas ve ark. 1993). Sonug olarak,
KBB’deki gecirgenlik 6zellikleri canlinin gelisim siireci, yas ve hormonal etkiler ile

degisebilmektedir.

2.2.2.9. Beyinin Beslenmesi

Beyin normal ihtiya¢larini gidermek igin temelde ihtiyaci olan besin maddelerini
depolama yetenegine sahip degildir. Bu nedenle beynin ihtiyaci olan besin maddelerine
hizlica ulagsmasi igin kapiller damarlar yardimet olur ve bu yapilarin zarlari {izerinde bol
miktarda spesifik tasiyicilar mevcuttur. Bu tasiyicilar 6zellikle embriyonel gelisim
stirecinde endotel hiicre zarinda kendilerine ait 6zgiin bolgelere yerlesirler. Noronlarin
beyin ihtiyacinin karsilanmasinda endotel hiicrelerinden sonra astrositler ayak
sonlanmalari ile 6nemli ig goriir (Abbott 2005). Ayrica beyin parankimindeki hiicrelerin
beslenmesi i¢in perisit, mikroglia ve sinir terminalleri de beyin kapiller damar endotel
hiicreleriyle siki bir sekilde baglantiya gecerek madde tasinmasinda 6nemli rol oynarlar.
Sonu¢ olarak, beyindeki bariyerler bir yandan beyin parankimi icin stabil bir
mikrogevre saglarken diger yandan onu kimyasal zararli etki ve hasarlardan etkin

sekilde korumaya calisir.

2.2.2.10. Kan Beyin Bariyeri Norotransmitter Iliskisi

Beyinde ndronlart uyarict yonde etkiledigi bilinen glutamat norotransmitteri
plazmada yliksek diizeylerde bulunur. KBB hasarinin gergeklestigi bir¢ok patolojik
kosulda KBB’nin agik olmasi sonucu plazma glutamatin kontrolsiiz ve asir1 diizeyde

beyin parankimine akisi ndrotoksisiteye veya noronlarin asir1 uyarilmasina neden olur.
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Glutamat hem beyinde hem de periferde bulundugundan, KBB’nin en &nemli
gorevlerinden biri iki sistemin norotransmitterlerini ayr1 tutmak ve capraz gecisi

onlemektir (Abbott ve ark. 2010; Bernacki ve ark. 2008).

2.2.2.11. Kan Beyin Bariyeri Makromolekiil iliskisi

Normal kosullarda saglam bir KBB birgok makromolekiiliin beyine girigine
engel olur. Beyin omurilik sivisindaki protein igerigi plazmaya gore oldukea diisiiktiir
ve proteinlerin kompozisyonu birbirinden farklidir. Albumin, protrombin, plazminojen
gibi plazma proteinleri normal kosullarda KBB sayesinde beyin dokusuna ancak
fizyolojik etkilerini gostermek i¢in oldukg¢a diisiik miktarda taginabilir (Abbott ve ark.
2010). Normal kosullarda beyine gecemeyen albumin, trombin ve plazmin gibi biiyiik
molekiil agirlikli bir¢ok plazma proteini, KBB’nin yetmezlige diigmesi sonucu beyin
parankimine asir1 miktarda gecerek basta epileptogenez olmak iizere beyinde bir¢ok
patolojik soruna neden olur (Abbott ve ark. 2010; lvens ve ark. 2007; Friedman ve ark.
2009).

2.2.2.12. Kan Beyin Bariyeri Norotoksin iliskisi

KBB’nin en o6nemli islevlerinden biri kanda dolasan ndorotoksinlerin beyin
parankimine ulagsmasina engel olmasidir. Norotoksinler baglica bir¢ok protein, endojen
metabolit, diyet yoluyla alinan ksenobiyotik, agir metaller ve cevresel kaynakl
maddeler olabilir. Bu maddeler bariyer tipteki endotel hiicrelerinin 6zellikle luminal
tarafina yerlesik ve tek yonli c¢alisan ABC (ATP-binding cassette transporters)
tastyicilart olarak adlandirilan pompalar tarafindan damar liimenine geri gonderilir. Bu
pompalarin basinda p-gp olarak isimlendirilen bir aktif pompa gelir ve bu pompa
norotoksinleri damar liimenine ATP enerji bagimli yolla pompalar. Yetiskin bir insanin
beyninde bulunan noéronlar herhangi bir toksik etki ve zedelenme karsisinda koklii bir
rejenerasyon yetenegine sahip olmadiklarindan, saglikli her insanin beyninde dogumdan
baslayarak yasam boyunca sabit hizla siiren bir ndron 6liimii s6z konusu olup bu durum
daha diisiik hizla seyreden bir norogenezis ile goreceli olarak kompanse edilmeye
calisilsa da yeterli olmamaktadir (Abbott 2005). Sonug olarak KBB yetmezlige diisiince
beyinde norotoksik maddelerin artist s6z konusu olmakta ve ndrotoksik maddeler néron
Oliimiiniin hizlanmasina, beyin fonksiyonlarinda da belirgin 6l¢iide bozulmaya neden

olur (Abbott 2005).
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2.2.2.13. Kan Beyin Bariyeri Glial Hiicre Iliskisi

Astrositlerin KBB’nin olusturulmasi ve biitiinliigiiniin korunmasinda énemli rol
oynadig1 iizerinde durulmaktadir (Janzer ve Raff 1987). Ozellikle glial kaynakl
faktorlerin hem KBB yapiminda hem de korunmasinda 6nemli isleve sahip olduklari
gosterilmistir (Hori ve ark. 2004; Lee ve ark. 2003; Wosik ve ark. 2009). Astrositler,
KBB endotel hiicrelerinin %90’dan fazlasini kusatarak onlara hem anatomik hem de

fonksiyonel destek veren hiicrelerdir (Sekil 12).

Bazal

— membran

Perisit

Mikroglia/ k

Sekil 10 Astrosit ve mikrogilialarin KBB endotel hiicreleri ile iliskisi (Cardoso ve ark.
2010).

Astrositler sekil 12°de ifade edildigi gibi beyindeki potasyum (K¥) iyonlarinin
fazlasim kana atarak, anormal K" varlhigi ile noronal aktivasyon sonucu olusabilecek
epilepsi kaynakli norolojik bozukluklarin dnlenmesine ve beyin doku hiicreler arasi
alaninin pH kontroliiniin saglanmasina yardim ederler (S& Santos ve ark. 2005). Bu
hiicreler ayn1 zamanda vaskiilogenez veya anjiyogenez sirasinda KBB’nin gelismesi ve
korunmasinda 6nemli role sahiptir (Miller 1999; Neuwelt ve ark. 2008; Sa Santos ve
ark. 2005). Astrositler ozellikle ayak sonlanmalar1 araciligiyla endotel hiicrelerine
gonderdikleri sinyallerle, TJ yapilarimi etkileyerek KBB’nin saglamligin1 korumasina

katkida bulunurlar (Neuwelt 2004). Astrositlerin sitoplazmasinda mikroflament
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yapidaki glial fibriller asidik proteinin (GFAP) varligi bu hiicrelerin taninmasinda
yaygin olarak kullanilir. Astrositik aktivite belirteci olarak GFAP miktar
kullanilmaktadir (Eng ve Ghirnikar 1994). GFAP boyanmasindaki artisin, 6demden
dolay1 glial filament demetlerinin ayrilmasindan veya sentezindeki artistan dolayi
oldugu disiiniilmektedir (Eng ve Ghirnikar 1994). Ancak, astrosit-endotel arasindaki

iligki heniiz ¢ok iyi bilinmemektedir ve yeni ¢caligsmalarla aydinlatilmaya caligilmaktadir.

2.2.2.14. Kan-Beyin Bariyeri Perisit Tliskisi

Endotel hiicreleri ile ayni bazal membrani paylagsan perisitler, KBB’nin
korunmasina is goriirler (Lindahl ve ark. 1997; Peppiatt ve ark. 2006; Nakagawa ve
ark. 2007). Beyindeki mikrodamarlarin abluminal tarafinda bolca bulunan ve bazal
lamina tarafindan kusatilan perisitler, beyin parankiminin kapiller ag1 {izerinde

serpistirilmis halde bulunur (Sekil 13).

Perisit

Kapiller

Sekil 11 Perisitlerin KBB endotel hiicreleri ile cok yakin temas iliskisi (Cardoso ve ark.
2010).

Neredeyse endotel hiicrelerini ortecek sekilde kapillerin disin1 kapatirlar. Bir
perisit hiicresi 5-6 endotel hiicresini Oortmeye veya kusatmaya calisir. Sonug olarak,
perisitler, endotel ile yakin iliskiye girerek beynin savunulmasinda KBB’nin ikinci bir
hatt1 gibi is goriir ve siklikla astrositlerle temas halinde bulunarak endotel hiicrelerine

destek olacak sekilde asagida belirtilen bir¢ok gorevi ustlenir (Sekil 14).
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Sekil 12. Perisitlerin KBB endotel hiicreleri ile iliskisi (Winkler ve ark. 2011).

Perisitlerin endotel hiicre ¢ogalmasini, canliligini, gogiinii, faklilagmasini ve
damarsal dallanmay1 diizenledigi ileri stiriilmiistiir (Hellstrom ve ark. 2001). Perisitlerin
ayni zamanda beyin mikrodamarlarinin kasilmasinda araci bir rol oynadigi ileri
stiriilmiistiir (Yemisci ve ark 2009). Perisitler basta endotel hiicreleri olmak iizere
komsu hiicrelerle iligkide etkilerini otokrin veya parakrin yolu kullanarak saglarlar

(Yemisci ve ark 2009).

Perisitler KBB fonksiyonu ve anjiyogenez iizerine olan etkilerini baslica TGF-
B, ANG-1 ve 2, PDGF (Platelet deriveted growht factor) ve sfingozin-1 fostat gibi
faktorlerle gergeklestirler (Dore-Duffy ve ark. 2000). Perisitler anjiyogenez iizerine etki
ederken kapiller damar capmin belirlenmesinde de etkin rol oynarlar (Nag 2003;
Peppiatt ve ark. 2006; Ramsauer 2002). Perisitler KBB’nin fonksiyonel g¢alismasini
destekleyen immunmodiilator maddeler salgilarlar (Miller 1999). Perisitler aym
zamanda beyinde fagositoz gorevi goriir ve beyine ulasan kan kaynakli proteinleri
fagosite eder (Miller 1999). Fagositik kapasite ve yetenekleri ile beyin ekstraselliiler
stvisini temizlemenin yaninda, immiin yanitla da ilgilenerek KBB’de ikinci bir savunma
hatt1 olustururlar. Bu islevlerin sonucu olarak, ndronlar i¢in homeostatik bir ortamin
saglanmasinda baglica i géren KBB’ye katki verirler. Diger yandan, KBB yetmezligini
ortaya ¢ikaran hipoksi ve travmaya cevap olarak perisitlerin kapiller yataktan

uzaklastiklar1 bilinmektedir.
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2.2.2.15. Kan-Beyin Bariyeri Noron iliskisi

Norovaskiiler iinitenin bir iiyesi olarak bu yapidaki diger hiicrelerle direkt veya
dolayli bir sekilde baglanti halinde bulunur. Ancak, KBB iizerine olan fizyolojik veya
patofizyolojik etkileri hakkinda detayli bir bilgi mevcut degildir.

2.2.2.16. Kan-Beyin Bariyeri Patofizyolojisi
Normal kosullarda siki bir bariyer gorevi goren KBB patolojik kosullarda

fizyolojik iglevini yitirmekte ve bunun sonucu olarak kan kaynakli istenmeyen maddeler
asir1 miktarda beyin parankimine gegcmektedir. KBB’nin patolojik bir kosulda yikilmasi
ile kan kaynakli maddeler ya siki baglantilarin agilmasiyla paraselliiler yolu kullanarak
ve/veya pinositotik vezikiil sayisindaki artis sonucu transselliiler yolu kullanarak beyine

gecerler (Sekil 15).

Normal kosul Patolojik kosul

Aminoasit
Pgp, tagiyicist

scre @

Glukoz
iy @ tagryicist

® o e

KBB'den gegen Vezikiler tagimada
ana tasima yollar artis

Sekil 13 Patolojik kosullar sonucu KBB yetmezligi ve istenmeyen maddelerin beyine gecisi
(Paolinelli ve ark. 2011)
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Bu patolojik kosullarin basinda akut veya kronik hipertansiyon, radyasyon,
hiperosmolar solusyonlar, iskemi, enfeksiyon, travmatik beyin hasari, ensefalomiyelitis
gelmekte ve bunlar KBB gecirgenliginde artisa neden olmaktadirlar. Patolojik
kosullardaki ¢esitli faktorler ilaglarin biyoyararlanimindaki degisikliklere, yani KBB’yi
temelde etkileyerek protein tasiyicilari, reseptdr yeri ve enzimlerdeki degisikliklere
neden olduklar i¢in ilaglarin gelistirilmesinde dikkate alinmalidir (Kaya ve ark 2004;
Kucuk ve ark. 2002; Arican ve ark 2006; Blackwell ve Christman 1996; Tetzlaff ve ark.
2003). Sonug olarak KBB’deki spesifik degisiklikler TJ’larin agilmasi, kaveolar aracili
pinositik aktivite artisi, bazal membran stabilitesinin azalmasi, hastalik veya toksinlerin
neden oldugu besin tasinimindaki degisiklikler ve por olusumu ilacin biyoyararlanimin

azaltabilir veya artirabilir.

KBB’yi a¢cmak ve istenen siire acik tutup tekrar kapatmak ozellikle
norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in hayati anlamda onemlidir. Bu amagla, son
yillarda yapilan calismalarda, KBB gecirgenligi hiperosmolar mannitol kullanilarak
biiylik oranda arttirilirken magnezyum tedavisi ile diizeltilmeye calisilmistir (Kaya ve
ark. 2004; Neuwelt ve ark. 1979). Ayrica, fizyolojik kosullarda KBB’yi 6zellikle
endojen fizyolojik etkili maddelerle agma konusunda ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur
(Zhang ve ark. 2007; Sanovich ve ark. 1995). Bahsi gecen bu endojen maddelerin
basinda eikosanoidler, serbest radikaller, histamin, bradikinin, serotonin, sitokinler,
platelet aktive eden faktdr, kompleman faktorler, arasidonik asit ve metabolitleri

sayilabilir.

Diger yandan, KBB yikimimin MSS patolojilerinde anahtar rol oynadig: ortaya
konulmustur. KBB c¢alismalar1 gittikgce artan yogunlukta fizyologlar, patologlar,
norologlar ve norobilimciler tarafindan ilgi odag: haline gelmistir. Normal kosullarda
baslica KBB tarafindan saglanan ndronal homeostazis, enflamasyon, sepsis, beyin
tiimorleri, hipertansiyon, epilepsi gibi bir¢cok patolojik kosulda KBB’nin yetmezlige

diismesi halinde bozulur.

2.3. Norovaskiiler Unite ve Ozellikleri
Norovaskiiler iinite oldukc¢a 6zellesmis hiicreler toplulugundan olusur ve bu

hiicreler baslica kapiller endotel, perisit, astrosit ve ndronlardan ibarettir (Sekil 10).
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Sekil 14 Norovaskiiler iiniteyi olusturan hiicresel elemanlarin goriiniimii (Abbott ve ark.
2006).

Endotel hiicreleri ozellikle perisitler ile ortak bir bazal membrani paylasir,
astrosit ayaklar1 ve noronlar bu bazal membranla temas halindedirler (Abbott ve ark.
2006; Hawkins ve Davis 2005; Wolburg ve ark. 2009). Beyinde bariyer tipteki
damarlarin endotel hiicreleri bir diflizyon bariyer 6zelliginden sorumlu olup
ekstraselliiler matriks ile norovaskiiler iinitenin diger hiicresel elemanlar ile karsiliklh
konusma ve haberlesme halindedir (Bernacki ve ark. 2008). Bu haberlesme bariyer
tipteki endotel hiicrelerinin morfolojisini, biyokimyasini ve fonksiyonunu etkiler ve bu
endotel hiicrelerini viicudun diger boliimlerindeki endotel hiicrelerinden ayirir (McCarty
2009; Paolinelli ve ark. 2011). Sonug olarak, nérovaskiiler {initenin tiim yapilari siirekli
bir etkilesim halinde ¢alisarak KBB yapisinin saglam bir sekilde islev gérmesini saglar
(Sekil 11).
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Sekil 15 Kandan beyine veya beyinden kana madde tasinmasinda esas rolii iistlenen
endotel hiicreleri ve bu hiicrelerle iliskide olan norovaskiiler iinitenin diger
elemanlari goriilmektedir (Cardoso ve ark. 2010).

2.4. Sepsis

Ciddi sepsis ve septik sok, kontrol edilemeyen bir enfeksiyon ile karakterize
edilen bir patoloji olup beyin dahil tiim organlari etkiler. Ozellikle yogun bakim
tinitelerinde antibiyotik kullanimina ragmen klinik bakterial enfeksiyonlarda en 6nemli
Olim nedenlerinden biri septik sokun sikligidir. Septik sok kosullarinda monosit,
makrofaj ve diger 10kosit hiicreleri tarafindan salgilanan (Morrison ve Ryan 1987;
Glauser ve Zanetti 1991; Billiau ve VVandekerckhove 1991) ve kana verilen basta tiimor
nekroz faktor (TNF)-alpha ve interlokin (IL)-1 olmak iizere bol miktarda sitokin septik
sokun patogenezinde Onemli rol oynar (Alexander ve ark. 2008; Billiau ve
Vandekerckhove 1991; Calandra ve ark. 1990; Tsao ve ark. 2001; Van Furth ve ark.
1996). Agir sepsis sonucu ortaya ¢ikan septik ensefalopati yogun bakim {initelerinde
goriilen en yaygin ensefalopati formu olup dikkat ve konsantrasyon bozuklugundan
nobetlerin ortaya ¢ikmasina, KBB yikimi ve komaya kadar giden agir bir tabloya neden

olur (Davies 2002; Basler ve ark. 2002; Ari ve ark. 2006; Flierl ve ark. 2010).

Sepsis sirasinda ortaya ¢ikan mekanizmalari 6grenmek i¢in hem bir bakteriyel

endotoksin olan lipopolisakkarid (LPS) hem de ¢ekal ligasyon ve perforasyon (CLP)
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modelleri hayvanlar iizerinde uygulanmaktadir. LPS’nin periferik enjeksiyonu
sonucunda hem perifer hem de beyinde 6zellikle mikroglialarda IL-1 beta, IL-6 ve
TNF-alfanin gen ve protein yapiminda artisa neden oldugu bildirilmistir (van Dam ve

ark. 1992; Gatti ve Bartfai 1993; Breder ve ark. 1994; Quan ve ark. 1999).

Hayvan modellerinde LPS uygulanmasinin KBB’yi kiigiik veya biiyiik molekiil
agirlikl traserlere kars1 gegirgen hale getirdigi gosterilmistir (Rosenberg ve ark. 2007;
Gaillard ve ark. 2003; Noooteboom ve ark. 2002; Boje 1995 ve 1996; Shukla ve ark.
1995; Temesvari ve ark. 1993; Mayhan 1998). CLP uygulanan hayvan modellerinde
olusturulan septik kosullarda yine KBB’nin yikildig1 bilinmektedir (Clawson ve ark
1966; Toklu ve ark.2009; Esen ve ark. 2005; Avtan ve ark. 2011). Ancak, septik
kosullarda KBB yikimina neden olan hiicresel olaylar heniiz ¢oziimlenememistir. Bu
konuda yapilan ilk ¢aligmalarda KBB yikimina neden olan olaylarin basinda endotel
hiicrelerinde pinositotik vazikiil artist gosterilirken (Clawson ve ark. 1966), sepsis
sirasinda beyin mikrodamarlari ve astrosit ayaklarinda 6dem yaninda endotel hiicre
zarinda haraplanmalar tespit edilmis ancak bu kosullarda siki baglant1 yapilarinin

saglam kaldigin1 gosterilmistir (Papadopoulos ve ark. 1999).

Sepsis sirasinda KBB’nin yikilmasiyla toksik maddelerin ve kan kaynakh
enflamatuar hiicrelerin beyne gectigi beyinde enflamasyonun baslamasina ve néronal
hasara neden olduklari ileri stiriilmiistiir (Jacob ve ark. 2011; Nishioku ve ark. 2009).
Septik ensefalopati sirasinda goriilen KBB’deki bozulmaya TNF-alfa dahil olmak iizere
kandaki miktar1 artmis sitokinlerin neden oldugu bildirilmistir (Tsao ve ark. 2001,

Alexander ve ark. 2008; Chesler ve Reiss 2002).

Noron ve glial hiicrelerin IL-1 beta kaynagi olduklar1 bilinmektedir (Benveniste
1992; Bartfai ve Schultzberg 1993; Hopkins ve Rothwell 1995). Ayni zamanda,
periferik kaynakli TNF-alfa ve IL-1 beta’nin KBB’den gegtigi bilinmektedir. IL-6’nin
astrositlerde asir1  miktarda yapildigr  transgenik fare modelinde  gliosiz,
norodejenerasyon, anjiyogenez artisi, epileptogenezin ortaya ¢ikis1 ve KBB’de bozulma
oldugu ¢ok sayida arastirici tarafindan rapor edilmistir (Champbel ve ark. 1993; Chiang
ve ark. 1994; Brett ve ark. 1995).

Epilepsi, diinyada 50 milyon {izerinde insam ilgilendiren 6nemli bir saglik
problemi olup bunlardan 5 milyonu ayda en az bir kere nébet gecirmektedir (Porter

1988). Kronik enflamatuar problemlere sahip hastalarda nobet sikliginin normal
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populasyondan daha fazla oldugu ileri siiriilmistiir (Kidd ve Urban 2001). Nobetler
sirasinda hemen sitokin salgilamaya baglayan mikroglia ve astrositlerin beyindeki
proenflamatuar sitokin kaynaklar1 oldugu ve ayni zamanda sitokin reseptorlerinin de

beyinde baslica glia ve néronlarda bulundugu bildirilmistir (Vezzani 2005).

Yukarida detayli olarak anlatildigi iizere, KBB normal sartlar altinda kan
kaynakli madde ve immiin hiicrelerin beyine gegisini kontrol ederken, ndbetlerin dahil
oldugu bircok patolojik kosulda bu kontrolii kaybeder. Ozellikle KBB biitiinliigiinde
meydana gelen bir yetmezlik ve enflamasyonun tetiklenmesi epilepsi dahil bircok
norolojik patolojinin ortaya g¢ikmasinda onemli rol oynar (Ravizza ve ark. 2011,

Vezzani ve ark. 2011; Krizanac-Bengez ve ark. 2004).

Rasmussen ensefaliti kronik beyin enflamasyonu sirasinda mikroglia, astrosit,
KBB endotel hiicreleri ve periferal immiin hiicrelerin aktive olduklar1 gésterilmistir
(Rasmussen ve ark. 1958). Nobetleri olan bazi hastalarda immiin sistem aktivasyonu ile
elde edilen bilgiler ile otoimmiin hastaliklarda nobetlerin sikliginda artis gézlenmis,
immiin ve enflamatuar mekanizmalarin epilepsinin bazi tiplerinde 6nemli role sahip

olduklari ileri siiriilmiistiir (Vezzani ve Granata 2005; Aarli 2000).

Beyinde baslica astrositler tarafindan yapilan AQP-4, KBB’nin endotel hiicreleri
tizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Astrositlerde AQP-4 yapimi azaldiginda su
transferinde sorumlulugu endotel hiicreleri tarafindan yapilan AQP-4 alir (Amiry-
Moghaddam ve ark. 2004; Albertini ve Bianchi 2010). Endotel hiicrelerinde yapilan
AQP-4 miktar1 normalde ¢ok azdir ve bu yapim endotel hiicrelerinin hem luminal hem
de abluminal bolgelerine dagilmistir (Nagelhus ve ark. 1998 ve 2004; Kobayashi ve ark.
2001; Amiry-Moghaddam ve ark. 2003).

Su molekiillerinin hem beyine girisi hem de c¢ikisi1 saglayan AQP-4
miktarindaki degisikliklerle hiicrei¢ci ve dist alanlarin su miktarindaki oynamalar
epileptik nobetlere meyili arttirir (Agre ve ark. 2002; Papadopoulos ve ark. 2004).
Hipotonik bir etki ile hiicredis1 voliimdeki bir azalma hipereksitabiliteye ve
epileptogeneze neden olurken hiperosmolar etki ile nobetler azalir (Hsu ve ark. 2007;
Dudek ve ark. 1990; Roper ve ark. 1992; Pan ve Stringer 1996; Traynelis ve Dingledine
1989; Chebabo ve ark. 1995). Normal beyinde AQP-4 intakt KBB igin kritik bir faktor

olarak is gormez, ancak herhangi bir patolojik kosulda KBB iizerine oldukg¢a 6nemli
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etkiler yapabilir (Badaut J, Ashwal S 2011, 819). Artmig AQP-4 mRNA yapimi1 KBB
hasart ile iliskili oldugu gosterilmistir (Vizuete ve ark. 1999).

Sonug¢ olarak, KBB’yi olusturan beyin kapiller endotel hiicreleri normal
kosullarda ndronal homeostazisi koruyarak basta ndronlar olmak iizere beyin
parankiminde bulunan diger hiicrelerin fizyolojik kosullarda ¢aligmasin1 saglar. Ancak,
etkili bir patolojik kosulda KBB’nin siki bariyer niteligini yitirmesi néronal homeostatik
cevrenin bozulmasina ve bunun sonucu olarak basta albumin ve kan kaynakli potasyum
iyonlarinin beyine asir1 girisine sebep olur, bu maddeler de ndronal aktiviteyi

degistirebilirler (Seiffert ve ark. 2004; Tomkins ve ark. 2007).

Epileptogenezde enflamatuar olaylarin roliinii ortaya ¢ikarabilmek ve ozellikle
enflamatuar kosullar altindaki KBB ile epileptogenez arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in
bir¢ok deneysel epilepsi modeli ¢alisilmistir (De Simoni ve ark. 2000; Turrin ve Rivest
2004; Kaya ve ark. 2008). Diger taraftan, beyinde immiin aracili hasarin
epileptogenezin ortaya ¢ikmasma onemli bir katki vermekte ve bu isi hem direkt
enflamatuar etki ile hem de KBB’yi bozarak yapmaktadir (Kleen ve Holmes 2008).
Boylece enflamatuar kosullardan etkilenen bir KBB yapisinin epileptik nobetlere
verecegi yanit ortaya c¢ikacak beyin hasari ciddiyeti baglaminda énemli olacaktir. Daha
da otesi, septik kosullarda olusturulan epileptik nobetlere KBB’nin verecegi cevapta
transselliiler ve/veya paraselliiler yollardan hangilerinin 6n plana gectigini 6grenmek

KBB’yi kontrol etmede énemli olacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada 200-250 gram agirhiginda 64 Sprague Dawley geng eriskin disi
sican kullanildi. Hayvanlar Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Enstitlisti’'nden temin edildi. Deneyler baslica; kontrol, sepsis, pentilentetrazol (PTZ) ve
sepsis + PTZ gruplarindan olusturuldu. Her grupta 2 alt parametre incelenmis ve 8
hayvan EEG ile immiinohistokimyasal degerlendirme, 8 hayvan da KBB
gecirgenligindeki degisiklikleri gostermek i¢in kullanilmistir. Hayvanlarin diyet
programlar1 ve bakimi Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’'nde
(DETAE) gerceklestirilmistir. Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimince desteklenmis (Proje No: 4549) ve Istanbul
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun (HADYEK) 97/2009 no’lu

karariyla onaylanmistir.

3.1. Sepsis Olusturulmasi:
Rittirsch ve arkadaslar1 tarafindan 6nerilen ¢ekal ligal perforasyon (CLP) metodu

uygulanarak siganlarda sepsis olusturuldu (Sekil 16; Rittirsch 2009).

Sekil 16 Cekal ligasyon perforasyon yontemi ile sicanda sepsis olusturulmasi (Rittirsch ve
ark. 2009).
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Bu islem i¢in kloral hidrat (360 mg/kg, I.P.) anestezisini takiben hayvanin batin
bolgesi %70’lik alkollii pamukla temizlendikten sonra aseptik kosullarda agilarak
cekum agiga cikarildi. Bu asamada mezenterik damarlarin kanatilmamasina 6zen
gosterildi. Cekum ligasyonunu takiben, agir sepsis olusturmak icin ¢ekum ile ¢ekal
valfa olduk¢a yakin bir noktadan baglandi ve yesil renkli enjektor ignesiyle (18 G)
¢cekum iki tarafli delinerek bir miktar barsak icerigi disar1 ¢ikarildi. Takiben ¢ekum
tekrar batina yerlestirildi ve i¢ dis deri dikilerek kapatildi. Serum fizyolojik (37°C’de
100 gram viicut agirligina 5 ml) hayvanin sirt bolgesinden deri altina subkutan olarak
enjekte edildi ve hayvanlar kafeslerine alinarak takip edildiler. Kontrol grubundaki

hayvanlara ise CLP olusturulmadan sadece batin bolgesi agildi ve takiben kapatildi.

3.2. Kateterizasyon:

Sicanlarin sistemik arteryal kan basincini 6lgmek ig¢in sag femoral artere bir
kateter yerlestirilerek kateterden alinan sinyal yiikseltici (trandiiser) araciligiyla kan
basinci monitorize edildi. Madde enjeksiyonu ve kan 6rneklemeleri igin sag femoral ven

kateterize edildi.

3.3. Elektrod Yerlestirilmesi ve Nobetlerin Degerlendirilmesi

Aseptik kosullar altinda kloral hidrat (360 mg/kg, i.p.) ile anestezi edilen hayvanin
kafasi stereotaksi (Stereotact, World Precision Instruments, Inc., USA) aletine sabitlendi
ve kafa derisi orta hat iizerinde agildi. Paxinos sican beyin atlasina gore stereotaksik
Olctimler sonucu (bregmadan anterior: -3.8 mm, lateral: + 2.0 mm, dorsal: -3.0 mm) sag
ve sol hipokampus CA1 bolgesine bipolar elektrodlart yerlestirmek i¢in ve disci turu ile
birer adet 0.8 mm capinda sag ve sol taraf kafatasi kemiginde delik agildi. Toprak ve
referans kayit elektrodu islevi gormek lizere 1 mm ¢apinda bir adet delik bregramin
onitinde (Bregmadan anterior: 1.0 mm; Lateral: 2.5 mm) agildi ve bu delige 1.2 mm
capinda bir vida yerlestirildi. Ikinci vida ise elektrodlarm kafatasi kemigine sabit
kalmasi icin (Bregmadan anterior: -7.0 mm; Lateral: 2.0 mm) yerlestirildi. Sag ve sol
hipokampus CA1 bolgesinden derin doku EEG kayitlamasi1 yapmak i¢in, teflon kaph
paslanmaz celik telden yapili bipolar elektrodlar (teflonlu dis ¢ap1: “0.011 inch” 260
um; iletken i¢ ¢apt: “0.08 inch” 200 um; A-M Systems, Inc. #791900, Carlsborw WA,
USA) kullanild1. Takiben elektrod uglart mini usb soketine baglandi ve hemen disgi
dolgu materyeli ile kafatasi1 kemigine sabitlendi. Elektrodlarin mini usb soketine

baglanmasi sirasinda asla lehimleme metodu uygulanmadi. Bdoylelikle lehimleme



32

esnasinda 1sinin tel iizerinden yumusak dokuya zarar vermesi engellenmis oldu. Her
adimda EEG monitor {izerine sinyal iletisi olup olmadig: test edildi ve elektrodlarin
elektriksel akimi mini usb sokete aktardiklari teyit edildi. Elektrodlarin yerlestirme
islemi tamamlaninca kafatasi derisi kapatilma sirasinda lokal analjezik (2 ml/kg,

bupivacaine s.c.) uygulandi ve hayvanlar kafeslerine konuldu.

Elektrodlarin yerlestirilmesinden sonra, hayvanlar tam uyanik hale gelince (6 saat
sonra) PTZ ve CLP + PTZ gruplarindaki hayvanlarin hem EEG kaydi hem de video
monitorizasyon kaydina baslandi ve hayvanlara 70 mg/kg PTZ intraperitoneal (IP) yolla
verilerek nobetler olusturuldu. PTZ verilmesinden itibaren 60 dakika siiresince hem
EEG (Micromed System, Italya) hem de video monitorizasyon kaydi alindi. Deney
sonunda Video EEG monitorizasyon kayd1 incelenerek spontan tekrarlayici ndbetlerin
siddet ve siiresi tayin edildi. Ayn1 zamanda, Video kayitta klinik karsiligina bakilip

Racine siniflamasina gore skorlama yapildi (I-V; Racine,1972).

3.4. Kan-Beyin Bariyeri Degerlendirilmesi

KBB gegirgenligi, intravendz yolla verilen Evans blue (EB; %2, 5 ml/kg)
boyasmin beyindeki miktarinin dl¢iilmesiyle tayin edildi. EB boyasi verildikten 30
dakika sonra, siganlara serum fizyolojik soliisyonu (%0.9 NaCl, pH 7.4, 200 ml) ile
yaklasik 15 dakika transkardiyak perfizyon yapildi. Dekapitasyonu takiben beyin
cikarilarak sag ve sol beyin korteksi ile sag ve sol hipokampus olmak iizere 4 bolgeye
ayrildi; her bolge onceden daralari alinmis aluminyum folyolarda, hassas terazide
tartilarak net doku agirliklar1 hesaplandi. Her bolgeye ait doku pargasi 2.5 ml fosfat
tamponunda (PBS pH 7.4) homojenize edildikten sonra proteini ¢oktiirmek igin esit
miktarda %60°lik triklorasetik asit eklenerek 2 dakika vortekslendi. Ornekler 30 dakika
4°C’de sogutulduktan sonra, 14.000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek, siipernatanttaki
boya konsantrasyonu spektrofotometre kullanilarak 620 nm dalga boyunda 6l¢iildii. EB,
hazirlanan standart egriye kars1 “pug EB/mg beyin dokusunda” olarak hesaplandi (Sekil
17).
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Sekil 17 Evans Blue boyasinin standart egrisi

3.5. Immiinohistokimya

Kontrol, sepsis, PTZ ve sepsis + PTZ gruplarindaki hayvanlarin beyin
bolgelerindeki  okludin, mdr-1 (p-gp) ve akuaporin  (AQP)-4 proteinleri
immiinohistokimyasal yontemle arastirildi. Bu amacla deney sonunda hayvanlar yiiksek
dozda kloral hidrat (720 mg/kg) ile anestezi edildi ve takiben 200 ml 0.1 M fosfat
tamponlu %4 paraformaldehit fiksatifi ile sol ventrikiilden perfiizyon fiksasyon
uygulamasi yapildi. Fiksasyon sonrasinda beyinler ¢ikarilip, ayni fiksatifte 4°C’de bir
gece tutulduktan sonra parafine gomiildi. 3 mikron kalinligindaki beyin kesitleri
tizerinde endotel hiicre siki baglantilarinda bulunan okludin, endotel plazma
membraninda ve Ozellikle astrositik ayak sonlanmalarinda bulunan p-gp ve baslica
astrositik ayak sonlanmalarinda bulunan ve bir su kanali proteini olan AQP—4

proteinlerinin immiinoreaktivitesi aragtirildi.

Bu amacla kesitler suya indirildikten sonra endojen peroksidaz inhibisyonu i¢in
%3 hidrojen peroksit inkiibasyonu yapildi. Okludin i¢in proteaz enzimi (Sigma;
37°C’lik etiivde 5—7 dakika); p-gp icin tris-EDTA tamponu iginde mikrodalga ve AQP—
4 i¢in sitrat tampon i¢inde diidiiklii tencere (1 Atmosfer basing) uygulamalari ile antijen

tyilestirme iglemi gerceklestirildi.
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Nonspesifik antikor baglantilarint  6nlemek amaciyla blok soliisyonu
uygulamasinin ardindan poliklonal tavsan anti-okludin antikoru (1/50, 2 saat;
Invitrogen, USA), monoklonal fare p-gp antikoru (1/50, 4 °C’de bir gece; ABCAM,
UK) ve poliklonal tavsan anti-AQP—4 antikoru (1/100, 2 saat; Millipore, San Francisco,
USA) ile primer antikor inkiibasyonlart yapildi. Takiben baglanan antikorlar
isaretlemek iizere biyotinlenmis sekonder antikor ve streptavidin peroksidaz
soliisyonlarini igeren deteksiyon kiti (Skytek, USA) kullanildi ve aminoetil karbazol
kromojeni uygulamasi yapildi. Ardindan Kkesitler, karsit boyama igin Mayer
Hematoksilen nukleus boyasi ile boyandi. Negatif kontroller i¢in komsu es kesitlere
primer antikor uygulamasi yapilmaksizin ayni iglemler yapildi. Isik mikroskobuna
monte edilmis dijital bir kamera (Nikon, Coolpix 4500) araciligiyla beyin kesitlerinde
hipokampus ve serebral korteksin parietal bolgesinden goriintiiler alindi. Her hayvandan
en az 100 kapillerde bilgisayar goriintii analiz programi (Image Pro Plus 6.0 software,
Media Cybernetics Inc.) ile immiinoreaktivite analiz edilerek antikorlarin immiin

boyanma siddetleri tespit edildi.

3.6. Istatistiksel analiz

Istatiksel analiz i¢in SPSS (Statistical Package for Sociel Sciencis 11.0 ver.)
bilgisayar programi kullanildi. Verilerin genel anlamliligini degerlendirmek i¢in tek
yonllii varyans analizini (one way ANOVA) takiben Turkey ve Wilcoxon testleri

kullanildi. P<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Arterial Kan Basinci ve Viicut Sicakhigindaki Degisiklikler

Deney gruplarindaki hayvanlarin ortalama arteryal kan basinci ve rektal sicaklik
degisiklikleri Tablo 1’de verilmistir. CLP grubundaki hayvanlarin ortalama arteryal kan
basinct degerleri azaldi, kontrol ve PTZ grubu baslangig kan basinct degerleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05). PTZ ve CLP + PTZ
gruplarindaki hayvanlarin PTZ verildikten sonra ortaya g¢ikan ndbetler sirasindaki
ortalama arteryal kan basinci degerleri hem baslangi¢c kan basinct hem de kontrol ve
sepsis gruplarindaki hayvanlarin kan basinci degerleri ile karsilastirildiginda anlamli
artiglar gozlendi (Tablo 1; P<0.01). CLP ve CLP + PTZ gruplarindaki hayvanlarin
rektal sicaklik degerleri kontrol ve PTZ gruplarina gore kiyaslandiginda artt1 (Tablo 1;
P<0.05).

Arteryal Kan Basinci Viicut sicakhgi
(mmHg) (S
Gruplar n  Baslangig Nobetler sirasinda
Kontrol 8 105,25+2,79 - 36,87+0,33
CLP 8 93,62+3,53" - 38,08+ 0,44%
PTZ 8 108,00+3,76 149,75+4,98" 36, 56+0,36
CLP+PTZ 8 91,29+4,89 160,43+11,31" 38,00+0,43

Tablo 1 Deney gruplarindaki hayvanlarin fizyolojik parametreleri

Deney verileri; ortalama (X) £ ortalamanin standart hatas1 (SEM) olarak
degerlendirildi. CLP grubundaki hayvanlarin arteryel kan basinglar1 kontrol ve PTZ
grubundaki hayvan sonuglar ile kiyaslandiginda #p<0.05.

PTZ enjeksiyon sonrasinda gozlenen kan basinci artist baslangig degerlerle

karsilagtirildiginda *p<0.01.

CLP grubundaki hayvanlarin rektal temperatiirleri kontrol ve PTZ grubundaki
hayvanlarin verileri ile kiyaslandiginda #p<0.05.

n: Her grupta kullanilan hayvan sayisi.



4.2. EEG Degisiklikleri
PTZ grubundaki hayvanlarin EEG paternleri incelendiginde, PTZ enjeksiyonunu
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takiben 11 ile 47 saniye arasinda degisen siireler i¢inde ndbet aktiviteleri basladi. PTZ

enjekte edilmeden once ve sonra EEG’de izlenen degisiklikler bir hayvan Orneginde

detayli olarak verilmistir (Sekil 18 ve 19). Bu hayvanda nobet sirasinda ortaya ¢ikan

EEG amplitiid degerlerinin nobet oncesi degerlere gore 13.40 kat arttig1 tespit edildi.

EEG ve monitorizasyon kaydi yapilan bu gruptaki 5 hayvanda ortalama ndbet gegirme

stireleri 7.84+0,51 dakika ve Racine skorlamasina gore ortalama nobet siddetleri de

4.1+0.32 idi.
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Sekil 18 PTZ enjekte edilmeden 6nce ve sonra EEG’de izlenen degisiklikler bir hayvan
orneginde detayh olarak verilmistir.
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Sekil 19 Bir hayvan 6rneginden alinan PTZ enjeksiyonu sonrasi ortaya ¢cikan nébetler
sirasindaki bir EEG paterni. EEG paterni sag ve sol hipokampus CAI boélgesine
derin elektrodlar yerlestirilerek kaydedildi. Nobet dncesi ve nobet sirasindaki
EEG amplitiidiindeki degisiklikler ol¢iildii. Nobet siiresi, nobet aktivitesinin
basladigi ve sona erdigi noktalar arasindaki zaman dilimi secilerek EEG
iizerinde tayin edildi.
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CLP + PTZ grubundaki hayvanlarin EEG paternleri incelendiginde, PTZ
enjeksiyonunu takiben 7 ile 33 saniye arasinda degisen siireler iginde ndbet aktiviteleri
basladi. Septik hayvanlara PTZ enjekte edilmeden 6nce ve enjeksiyonu takiben EEG’de
izlenen degisiklikler bir hayvan 6rneginde detayli olarak verilmistir (Sekil 20 ve 21). Bu
hayvanda ndbet sirasinda ortaya ¢ikan EEG amplitiid degerlerinin ndbet Oncesi
degerlere gore 14.01 kat arttig1 tespit edildi. Bu grupta EEG ve monitorizasyon kaydi
yapilan 5 hayvanda ortalama ndbet gegirme stireleri 11,89+1,15 dakika olarak bulundu
ve bu degerler PTZ grubundaki hayvanlardan elde edilen degerler ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.01). CLP + PTZ grubundaki hayvanlar Racine
skalasina gore 4.2+ 0.74 siddetinde nobet gegirdiler.
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Sekil 20 PTZ enjekte edilmeden 6nce ve sonra EEG’de izlenen degisiklikler bir septik
hayvan 6rneginde detayh olarak verilmistir.
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Sekil 21 Bir septik hayvan 6rneginden alinan PTZ enjeksiyonu sonrasi ortaya ¢ikan
nobetler sirasindaki bir EEG paterni. EEG paterni sag ve sol hipokampus CAI

bolgesine derin elektrodlar yerlestirilerek kaydedildi. Nobet dncesi ve nobet

sirasindaki EEG amplitiidiindeki degisiklikler olciildii. Nobet siiresi, nobet
aktivitesinin basladig1 ve sona erdigi noktalar arasindaki zaman dilimi secilerek
EEG iizerinde tayin edildi.
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4.3. Beyin dokusunda Evans Blue Boyasinin Kalitatif ve Kantitatif Degisiklikleri
Deney gruplarindaki hayvanlarin makroskopik olarak EB boya goriintimleri sekil
22’de verilmistir. Kontrol grubundaki hayvanlarin beyinlerinde belirgin bir mavi
boyanma izlenmezken, sepsis ve PTZ gruplarindaki hayvanlarin beyinlerinde belirgin
bir EB boyanmasi izlendi ve boyanma siddeti en fazla sepsis + PTZ grubundaki

hayvanlarda gozlendi.

CLP+PTZ

Sekil 22 Deney gruplarindaki herbir hayvan 6rneginden alinan beyin yiizeyindeki Evans
blue boyasinin makroskopik goriiniimii
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Deney gruplarindaki hayvanlarin beyin dokusuna gecen EB boya miktar1 beynin
sag ve sol serebral korteks ile sag ve sol hipokampus bolgelerinde kantitatif metod
kullanilarak olciildiigiinde (Sekil 23), CLP ve PTZ grubundaki hayvanlarin sag ve sol
serebral korteksinden elde edilen EB boyasi artti ve bu artmis boya miktari kontrol
grubundakiler ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01; Sekil
23). Diger yandan, beyin dokusuna gecen EB boya miktarinin CLP + PTZ grubunda en
fazla oldugu ve bu gruptan elde edilen boya miktarlarinin kontrol CLP ve PTZ
gruplarindaki boya miktarlar1 ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi (p<0.01; Sekil 23).

0,012 -

M Left cerebral cortex *
0,010 - M Right cerebral cortex * ok
m Left hippocampus

M Right hippocampus

0,008

0,006

0,004

yg Evans Blue / mg Brain tissue

o
o
o
N

0,000
Kontrol CLP PTZ CLP+PTZ

Sekil 23 Kontrol, CLP, PTZ ve CLP+ PTZ gruplarinda hayvanlarin beyin dokusuna gecen
EB miktarimin kantitatif degerlendirilmesi. *P<0,01 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda. Deney verileri; ortalama (X) + ortalamanin standart hatasi
(SEM) olarak degerlendirildi. Her grupta 8 hayvan kullanildi.

4.4, Immunuhistokimyasal Boyanma Degisiklikleri

Kontrol, CLP, PTZ ve CLP + PTZ gruplarindaki hayvanlardan alinan beyin
kesitlerinin hipokampus bolgesindeki mikrodamarlarda bir siki baglanti proteini olan
okludin immiin boyanmasi sekil 24’te goriilmektedir. Imaj analiz ydntemi ile yapilan

incelemede PTZ ve CLP + PTZ gruplarindaki hayvanlardan alinan beyin kesitlerindeki
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okludin  immiin boyanmasinda azalma goriilmesine karsin  gruplar arasi

karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.

Sekil 24 Herbir deney grubuna ait beyin Kesitlerinin hipokampus bélgelerindeki okludin
immunreaktivitesi. Bar: 10pm

Kontrol, CLP, PTZ ve CLP + PTZ gruplarindaki hayvanlardan alinan beyin
kesitlerinin hipokampus bolgesindeki mikrodamarlarin g¢evresindeki astrosit ayak
sonlanmalarinda bulunan p-gp immiin boyanmasi Sekil 25°te goriilmektedir. imaj analiz
yontemi ile yapilan incelemelerde tiim gruplardaki hayvanlardan almman beyin
kesitlerindeki p-gp immiin boyanmasinin PTZ ve CLP + PTZ gruplarinda arttig1 tespit
edildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalarda, PTZ ve CLP + PTZ gruplarindaki
immiin boyanma miktarindaki artisin kontrol ve CLP gruplarindaki boyanmalara gére

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 25 Herbir deney grubuna ait beyin Kesitlerinin hipokampus bélgelerindeki p-gp
immunreaktivitesi. Bar: 10pum

Deney gruplarindaki hayvanlardan alinan beyin kesitlerinin parietal korteks
bolgesindeki mikrodamarlar1 kusatan astrosit ayak sonlanmalarinda AQP-4 immiin
boyanmasi goriilmektedir (Sekil 26). Imaj analiz yontemi ile yapilan incelemelerde tiim
gruplardaki hayvanlardan alinan beyin kesitlerindeki AQP-4 immiin boyanmasinin en
fazla CLP grubunda ve az bir miktar da PTZ grubunda arttig1 tespit edildi. Gruplar arasi
istatistiksel karsilagtirmalarda, CLP grubundaki immiin boyanma miktarindaki artisin
kontrol ve CLP + PTZ gruplarindaki verilere karsi anlamli oldugu bulundu (p<0.01).

Diger gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik gosterilemedi.
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Sekil 26 Herbir deney grubuna ait beyin Kesitlerinin hipokampus bélgelerindeki AQP-4
immunreaktivitesi. Bar: 10pm
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5. TARTISMA

Bu calismada, septik kosullar sirasinda PTZ ile olusturulan epileptik nobetlerin
siddeti, siiresi ve KBB gecirgenligi lizerine etkileri arastirildi. Bu ¢alismanin en 6nemli
sonuglar1 septik kosullar altinda olusturulan epileptik nobetlerin KBB gecirgenligini
asir1 miktarda arttirdigimi  gostermektedir. Epileptik nobetler Oncesi hayvanlarda
olusturulan sepsisin basta beyin kapiller endotel hiicrelerini etkilemesi sonucu KBB
biitiinliiglinde neden oldugu yetmezligin nobetler sonrasi daha da agirlastig
goriilmektedir. Ayn1 zamanda, normal hayvanlarda gozlenen epileptik nobetlerin siddet
ve siiresinin sepsis sirasinda olusturulan epileptik nobetler sirasinda degistigi ve septik

hayvanlarda ndbet siddetinin arttig1 ve nobet siiresinin de uzadigi tespit edildi.

Sepsis olusturulan hayvanlarda ortalama arterial kan basinci KBB’yi bozacak
degerlere ulagmadi. Ancak, ndbet aktivitesi gozlenen normal ve septik hayvanlarin
ortalama arteryal kan basinglarinda ortaya ¢ikan degisikliklerin KBB biitliinliglini
bozacak bir potansiyele ulastigi goriildii. Onceki caligmalar, ortalama arteryal kan
basincinin 60 mmHg’ nin altina inmesi veya normal basing degerine en az 50 mmHg
eklenecek sekilde yiikselmesi durumunda KBB gecirgenlik artisinin s6z konusu
oldugunu bildirmektedir (Ishikawa ve ark. 1983; Johansson ve Linder 1978; Mayhan ve
ark. 1987). Sonug olarak, ortalama arteryal kan basincinin nébet olusturulan gruplarda
asir1 artisinin, yukarida belirtildigi tlizere tek basina KBB yikimini saglayacak bir

potansiyele sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Rektal yolla o6lciilen viicut sicaklik degerlerinin sadece septik kosullarda
yiikseldigi tespit edildi. Diger gruplara nazaran, sepsis olusturulan hayvanlarda yiiksek
degerlere ulagan viicut sicakligmin, bize uygulanan bu deneysel yontemin uygun
isledigini ve hayvanlarin sepsis evresindeki kosullar1 sagladigini (arterial kan basincinda
diisme ve viicut sicakliginda artis) diistindiirmektedir. Tek basina hipertermik kosulun
KBB gecirgenligini arttirdigini gosteren ¢alismanin aksine (Sharma ve ark. 2010),
calismamizda septik kosullarda artmis viicut sicaklik degerlerinin KBB biitlinliiglinii
bozacak diizeyin oldukca altinda oldugunu sdyleyebiliriz. Bu ifademiz, 40°C’nin
altindaki viicut sicaklik degerlerinin beyin damar geg¢irgenligini tek basina arttiracak
diizeyde olmadigini gosteren birgok calisma ile desteklenmektedir (Katsumura ve ark.

1995; Ohmoto ve ark. 1996). Sonu¢ olarak, sepsis nedeni ile viicut sicakliginda
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kaydedilen artisin, tek basina KBB gecirgenligini arttirmadigi, fakat KBB biitiinliigilinii
bozacak oOzellikteki bir¢ok faktoriin yapimina katki verdigini sOylemek miimkiin

goriinmektedir.

Bu c¢alismada sepsik kosula ilaveten epileptik ndbetler sirasinda da KBB’nin
acilmasi sonucu kan kaynakli eksitator nitelikte birgok aminoasitin yaninda ¢ok sayida
toksik madde de beyine geger ve bu maddeler beyinde néronal homeostazin bozulmasi
ve noronlarda asir1 uyarilmaya neden olur. Boylece beyine asir1 miktarda gegen kan
kaynakl1 bircok madde epileptogenezi tetikleyerek nobetlerin hem daha siddetli hem de
stirelerinin uzamasina neden olabilir. Bu durum c¢ok sayida arastiricinin bulgular ile
paralellik gostermektedir (Semmler ve ark. 2008; Alexander ve ark. 2008; Wratten
2008; Hofer ve ark. 2008; Sharshar ve ark. 2005; Piazza ve ark. 2007; Handa ve ark.
2008; Toklu ve ark. 2008). Beyin kaynakli proenflamatuar ajanlarin 6zellikle
norovaskiiler tinite arasindaki fonksiyonel baglantida dnemli rol oynadiklari bir¢cok
arastirt tarafindan gosterilmistir (Ban ve ark. 1991; Benveniste 1992; De Simoni ve
Immeri 1998). Daha da &tesi, ¢cok sayida calismada enflamatuar maddelerin yapiminm
indiikleyen birgok deneysel kosulda, yapimi artan bu enflamatuar ajanlarin hem ndbet
esigini azalttigi hem de nobetlerin neden oldugu noéron hasarimi daha da agirlastirdig:
gosterilmistir (Vezzani ve Riiegg 2011; Rao ve ark. 2008; Auvin ve ark. 2007; Galic ve
ark. 2008).

Beyinde {iretilen veya beyin dokusuna gegen periferik kaynakli enflamatuar
sitokinlerin epilepsi patogenezindeki roliinii ortaya koymak i¢in yapilan ¢aligsmalarda,
IL-1 alfanin temporal lop epilepsili insan otopsi beyninde arttig1, hayvan ¢aligmalarinda
ise IL-1 beta veya alfa, IL-6 ve TNF-alfa diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (Minami ve
ark. 1991; Sheng ve ark. 1994; Plata-Salaman ve ark. 2000; De Simoni ve ark. 2000).
Beyin enfeksiyonu sonrasinda noébetlerin ortaya ¢ikma riskinin 5-15 yil devam ettigi
ileri strilmistiir (Annegers ve ark. 1988). LPS enjeksiyonu sonrasi yapimi artan
sitokinlerin farede klonik nobet esigini diistirdiigii gosterilmistir (Sayyah ve ark. 2003).
IL-1 betanin deneysel febril nobetlerin ortaya c¢ikisina katki sagladigi bilinmektedir
(Dube ve ark. 2005; Vezzani 2005).

Diger taraftan, sepsis sirasinda goriilen beyindeki enflamasyonun
norodejeneratif hastaliklar i¢in bir risk faktorii oldugu ve beyindeki enflamasyondan

immiin etkili hiicre olarak da adlandirilan mikroglial hiicrelerin baslica rol oynadig ileri
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stiriilmektedir (Teeling ve Perry 2009; Wiillner ve Klockgether 2003). Ayrica plazma
diizeyi artan sitokinlerin de KBB yetmezligi sonucu beyine ge¢meleriyle beyin
enflamasyonunda rol oynayabilirler (Combrinck ve ark. 2002). Bunlarin yaninda
enflamatuar kan hiicreleri direkt olarak KBB endotel hiicrelerini etkileyip beyin
parakimine ge¢meleri sonucu beyinde enflamatuar olaylar etkilerler. Septik kosullarla
iligkili olarak beyinde eflamatuar olaylarin tetiklenmesi ise ndronal aktivasyona neden

olan olaylar1 baslatabilir.

KBB normal sartlar altinda kan kaynakli madde ve immiin hiicrelerin beyine
gecisini kontrol ederken, nobetlerin dahil oldugu bir¢ok patolojik kosulda bu kontrolii
kaybeder (Zucker ve ark. 1983). Ozellikle KBB biitiinliigiinde meydana gelen bir
yetmezlik ve enflamasyonun tetiklenmesi epilepsi dahil bir¢ok nérolojik patolojinin
ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynar (Krizanac-Bengez ve ark. 2004; Ravizza ve ark.
2011).

Son yillarda epileptogenez sirasinda KBB’de meydana gelen inflamatuar
olaylarin rolii Fabene ve arkadaglar1 tarafindan ortaya konulmus ve damarsal
enflamatuar mekanizmalar ve 16kosit-endotel adezyonunun nébetlerin ve epilepsinin
patogenezine katki yapabildigi gosterilmistir (Fabene ve ark. 2008). TNF-alfa ve IL-1
betanin PTZ nobetleri ile ilgisini ortaya ¢ikarmak igin yapilan bir ¢aligmada Shigella
dysenteriae enjekte edilen farelerde PTZ ile olusturulan nobetlerin daha siddetli oldugu
ve KBB’nin yikildigi, ancak anti-TNF alfa ve IL-1 beta antikor uygulanmasi ile
hayvanlarda bir iyilesme gozlenmedigi tespit edilmistir (Yuhas ve ark. 1999).
Enflamasyonun epilepsinin sebebi oldugu kadar sonucu olarak da ortaya c¢iktigi ileri

stiriilmiistiir (Vezzani ve Riiegg 2011).

Tek basina septik kosul veya epileptik ndbetler sirasinda KBB yikildigr ve bu
yikimdan kapiller endotel hiicrelerindeki transselliiler yoldaki artisin ve/veya siki
baglantilardaki a¢ilmanin sorumlu oldugu ¢ok sayida arastirici tarafindan gosterilmistir
(Flierl ve ark. 2010; Nishioku ve ark. 2009; Tsao ve ark. 2001; Ballabh ve ark. 2004;
Papadopoulos ve ark. 2000; Ahishali ve ark. 2010; Gurses ve ark. 2009, Petito ve ark.
1977; Nitsch ve ark. 1986). Tek basina sepsis ve septik kosullarda olusturulan epileptik
nobetler sirasinda, KBB’nin endotel hiicrelerinde bir TJ proteini olan okludin’in immiin
boyanmasinda nisbi bir azalma gozlendi. Ancak, kapiller yap1 iizerinde bulunan bu

proteinin boyanma siddetinde bir azalma olmakla birlikte, hala o bolgede gorev
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yaptigini ve siki bir TJ yapisina hala destek verdigini sdyleyebiliriz. Sonug olarak sepsis
ve/veya PTZ ile olusturulan ndbetler sirasindaki KBB gecirgenlik artisindan TJ’larin
acilmasi ile aktiflenen paraselliiler yoldan ziyade, bariyer tipteki endotel hiicrelerinde
pinositotik vezikiil sayisindaki artis ile ifade edilen transselliiler yolun aktif olarak

sorumlu oldugunu soyleyebiliriz.

Normal kosullar altinda baslica astrosit ayak sonlanmalarinda bulunan p-gp, az
miktarda beyin kapiller endotel hiicresi ve néronda bulunur. Aksine, p-gp’nin 6zellikle
direncli epileptik insan beyin dokusu ve deneysel epileptik hayvan modellerindeki beyin
dokusunda yapimi arttig1 bilinmektedir (Loscher ve ark. 2011; Pekcec ve ark. 2009;
Volk ve ark. 2004). Calismamizda PTZ ile olusturulan nobetler sirasinda p-gp’nin
kapiller endotel hiicre duvarinin yaninda 6zellikle endotel hiicre duvarina komsu astrosit
ayaklarinda asir1 miktarda arttigi gosterildi. Bu bulgularimiz 6nceki caligmalarla
paralellik gostermektedir. Status epileptikus sonrasi sigan hipokampus kapiller endotel

hiicrelerinde p-gp yapiminin iki kat arttig1 gosterilmistir (Bankstahl ve Loscher 2008).

P-gp’nin ndbetler sirasinda beyin kapiler endotel hiicreleri, astrositler ve
noronlarda yapiminda artis gosterilmistir (Lazarowski ve ark. 2004; Volk ve ark. 2004;
Volk ve Loscher 2005; Bankstahl 2008).  Aksine, pilokarpin ile ndbetler
olusturulduktan sonra 24. saate kadar p-gp’nin hipokampus, amigdala ve piriform
kortekste azaldig1 gosterilmis ve bu azalmaya akut nobetler sirasinda hipokampusta
yapimi artan IL-1beta, IL-6, and TNF-alfa neden olabilecegi ileri siirtilmiistiir
(Kuteykin-Teplyakov ve ark. 2009). Bulgularimdan ozellikle septik hayvanlarda
nobetlerin olusturulmasini takiben p-gp’nin yine artis gosterdigi ancak normal
hayvanlardaki nobetler sirasinda gozlenen degerlere ulasamadigi tespit edildi. Septik
kosullarda p-gp yapimminin arttigi veya azaldigr ile ilgili olarak literatiir bilgisi
tartismalidir. P-gp’nin  TNF alfa, IL-2, IL-4 ve IFN-gamma gibi sitokinlerin
serbestlemesi ile iligkili olabilecegi ileri siirtilmiis ve farede LPS ile olusturulan septik
sok sirasinda verapamil serum TNF alfa ve IFN-gama diizeylerini azalttig1 gosterilmistir
(Heemskerk ve ark. 2008). LPS enjekte edilen sicanlarda ilk 6.saatte beyin Mdrl
diizeylerinde azalma olurken 24.saatte normal diizeylere geldigi bildirildi (Wang ve ark.
2005).

Septik hayvanlarin beyin AQP-4 immiinoreaktivitesindeki artisin, bu hayvanlara

PTZ verildikten sonra ortaya ¢ikan nobetlerin daha siddetli ve uzun siire seyretmesinde
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onemli bir rol oynadigini sdyleyebiliriz. Bu bulgularimiz, su molekiillerinin hem beyine
girisi hem ¢ikigin1 saglayan AQP-4 miktarindaki degisikliklerle hiicrei¢i ve dist
alanlarin su miktarindaki oynamalar epileptik nobetlere meyili arttirdigini bildirinen
calismalarda paralellik gostermektedir (Agre ve ark. 2002; Binder ve ark. 2004;
Papadopoulos ve ark. 2004; Eid ve ark. 2005; Binder ve Steinhduser 2006). AQP-4 ile
KBB iligkisine gelince normal beyinde AQP-4 intakt KBB icin kritik bir faktor olarak is
gormez, ancak herhangi bir patolojik kosulda KBB iizerine olduk¢a onemli etkiler
yapabilir (Badaut ve ark. 2011). Artmis AQP-4 mRNA yapimi BBB hasari ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Vizuete ve ark. 1999). Ancak AQP-4 ile ilgili verilerimiz
ozellikle CLP + PTZ grubunda en siddetli KBB yikimi1 gerceklesirken bu grupta AQP- 4
diizeyinde herhangi bir artis s6z konusu olmadi. Ancak, tek basinda septik kosulda
AQP-4 yapimindaki asir1 artisin yaninda KBB yikimi orta diizeyde gerceklesti. AQP-4
ile ilgili verilerimiz, AQP-4 immiinoreaktivitesindeki degisikliklerin KBB

biitiinliglinden ziyade epileptogenez lizerine etki yaptigini géstermektedir.

Sonu¢ olarak, KBB’yi olusturan beyin kapiller endotel hiicreleri normal
kosullarda noéronal homeostazisi koruyarak basta noéronlar olmak {izere beyin
parankiminde bulunan diger hiicrelerin fizyolojik kosullarda ¢alismasini saglar. KBB’yi
hasarlayan agir bir septik kosul bir yandan beyinde immiin aracili bir hasar1 aktifleyerek
diger yandan albumin gibi bir ¢ok proteini ve kan kaynakli potasyum gibi bir ¢ok
iyonun beyine asir1 miktarda girisine neden olarak epileptogenezin ortaya ¢ikmasina
onemli bir katki verir. Ayn1 zamanda septik kosul sirasinda ortaya ¢ikan nobetler

sonucu KBB hasar1 olduk¢a siddetli olarak ortaya cikar.
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