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S'io credesse che mia risposta fosse, a persona che mai tornasse al mondo.
Questa fiamma staria senza piu scozze. Ma perciocche giammai di questo
fondo, non tornovivo alcun, s'i'ode il vero, senza tema d'infamia ti

rispondo.

Let us go, long since on carth, to take possession; in cities, theaters,
gardans, parks, courts, behind the bars and in the air then. At lenght 1
heard a ragged noise and mirth of thieves and murderes; there myself
espied, who straight "your [ife is granted” said and...
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KAN BEYIN BARIYERININ KISA TARIHSEL GELISIMI:

Yaklagik 100 yil kadar 6nce Paul Ehrlich, vaskiiler sisteme enjekte
edilen boyalarnin organlara hizh bir sekilde gegtiini, ama beyne gegmedigini
gormiigtiir(31). Ayrica serebrospinal siviya (Beyin Omurilik Sivisi: BOS) enjekte
edilen boyalarin da néronal dokuya kolayca gectigini ancak néronal dokudan tekrar
kan damarlarina donemedigini gormiistiir. Bu gézlemler Kan Beyin Bariyeri fikrinin
ilk defa ortaya atilmasinda rol oynamustir.

KBB'nin ultrastritktiirel ~ yapisinin ~ saptanmasi  ise  elektron
mikroskobunun kullanildigt 1960'h yillara rastlamaktadir. Reese ve Karnovsky
elektron mikroskobu ile beyin kapillerinin spesifik yapisini1 (108), bundan iki yil
sonra da Brightman ve Reese, histokimyasal olarak elektron mikroskobu ile endotel

hiicreler arasindaki siki baglantilan géstermistir (10).
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Bu bilgilere dayanilarak 1970'lerde beyin kapillerlerinin ince yapisi
ve buna bagh olarak fonksiyonu arastinlmistir (9, 10, 22). 1980'lerde galigmalar
KBB transport kinetigi, izole beyin kapillerleri, hiicre kiiltiirleri {izerinde
yogunlagmigtir (45, 74, 127). 1990'h wyillarda ise KBB molekiiler diizeyde
incelenmeye konu olmugtur (6, 33, 128).

BEYINDE ANJIOGENEZ:

Beyni kandaki degisimlerden koruma, selektif transport, kan ve
beyindeki maddelerin metabolizma ve modifikasyonu gibi ¢esitli fonksiyonlar
iistlenen KBB, balik tiirlerinden kopekbaligi ve vatoz digindaki bilinen tiim memeli
ve ¢ogu vertebrali canlilarin endotel hiicrelerince olusturulur (109). Endotel hiicre
orijininin,

1) néroektoderm kaynakli endotel 6n hiicreleri (angioblastlar),
yada
2) noronal ¢evre stimuluslarina cevap olarak diferansiye olup MSS'ne

yerlesen ve MSS dis1 kaynagi olan endotel hiicreleri,
oldugu ileri siiriilmektedir.

Yapilan galigmalar endotel hiicre orijinin, vaskiilarizasyon sirasinda
ekstranoronal kan damarlanindan kaynaklandigi hipotezini desteklemektedir.
Embriyonik beyin dokusunun bagka bir tirden embriyonun ektopik bélgesine
transplante edilmesinin, burada anjiogeneze yol agma bulgusu ve nakledilen néronal

dokunun KBB 6zelliklerini gostermesi ile bu hipotez destek bulmaktadir (109).
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Son yillarda yapilan ¢aligmalar anjiogenezin asidik fibroblastik
biiyime faktérine gok benzeyen bilyiime faktorleri ve anjiogenetik faktorlerle

degistirilebilecegimi gostermistir(6, 109).
EMBRIYONIK KAN BEYIN BARIYERI:

4 Calismalar KBB permeabilitesinin  embriyonik donemde olugmaya
bagladigin1 géstermistir (19, 60, 61, 88). Bu olay tavuklarda embriyonik 13. giinde,
siganlarda da embriyonik 15. giinde gergeklegmektedir (136). Bu bize KBB
gelisiminin tiire bagli oldugunu gostermektedir. Ancak su iki noktada aragtirmacilar
fikir birligine varmuglardir:

1) Embriyonik 10. giinden Once hangi tiir canli olursa olsun KBB
olusmamaktadir. '

2) Herhangi bir tiirde KBB olugmas, biitiin damarlarda ayn1 anda olmaktadir.

KAN BEYIN BARIYERININ MORFOLOJISI:

Beyin damarlarindaki endotel  hiicrelerinin, viicudun diger
organlarindakilerden farkli olarak, siireklilik gostermesi diginda, KBB morfolojisi
once elektron mikroskobu, daha sonra da freeze-fracture galigmalari, izole beyin
kapillerleri, hiicre kiltiirleri ve molekiiler biyoloji tekniklerinin devreye girmesi ile
daha agik bir sekilde anlagilmaya baglanmigtir. Bu morfolojik 6zellikler 6zetle (Sekil
la);

* Siirekli bir bazal membran yapisi,
* Endotel hiicrelerin siki baglantilar (tight-junction: zonula occludentes) ile
birlesmis olmasi,

* Hidrofilik non-elektrolitlere kargt diisitk permeabilite,



(a) Normal
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nikleus

Astrositi’k .
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€ 1996 Current Opinion in Neurobiology
Sekil 1 a-b Normal (a) ve Patolojik(b) durumlarda beyin endotelyal hiicreleri(128).

(a) Endotel hiicreler tight junction (siki baglantilar olusturarak ion ve protein gecisine engel
olur. P-Glikoproteinler (PGP) bariyerin luminal yiizeyinde bulunur ve istenmeyen ilaglarin
gecisini engeller. KBB'de endositotik vezikiil nadirdir. Sk'de siirekli bazal membran,
astrositik ayakgiklar goriilmektedir.

(b) Patolojik durumda bazal membran siirekliligi bozulur. Vezikiil sayisi artar, ion ve

proteinler beyne gecer.



* Diigiik iyonik permeabilite,

* Cok diisiik hidrolik konduktivite,

* Yiiksek elektriksel direng,

* Periferdeki endotel hiicrelerinden fazla mitokondri igermest,

* Transendotelyal kanallarin olmayig,

* Endotel hiicre sitoplazmasinda vezikiillerin nadir olmast,

* Astrositer ayakg¢iklarin bazal membram sarmasi (Sekil 2),

* Luminal yiizde istenmeyen maddelerin digan g¢ikarilmasini saglayan
p-glikoprotein(PGP) (Sekil 1a) yerlesmis olmast,

* Luminal ve abluminal membranlarda farkh olabilen transport sistemlerinin
bulunmasi,

* Siki baglantilarda okludin, singulin ve diger proteinlerin yerlesmis olmasi
(Sekil3)
olarak belirtilebilir.

Arastirmalar bu ozellikleri ve kan ile beyin arasinda madde transportunu
siirlayan veya segici Ozellikler gosteren degisik gecirgenlik ve serbest akig
ozellikleri ile karakterize ii¢ bariyeri ortaya gikarmigtir (110, 127):

a) Kan Beyin Bariyeri (Dolasan kan ile ekstraseliiler alan arasinda),

b) Kan Serebrospinal sivi Bariyeri (Dolagan kan ile Serebrospinal sivi
arasinda),

¢) Parankimal hiicre merﬁbran bariyeri (Ekstraseliiler alan ile intraseliiler alan
arasinda).

Beyinde biitiin bolgelerde KBB bulunmamaktadir. KBB bulunmayan bu
bolgeler; area postrema, pineal bez, alt komisural organ, subfornikal organ, median
eminens, arka hipofiz ve supraoptik lamina olarak sayilabilir. Bunun 6nemi periferik
degisikliklerin beyin tarafindan rahatga saptanabilmesidir. Bu bolgeler sekil 4'de

gosterilmigtir.
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Sekil 3 Endotelyal hiicreler arasi siki baglant: ve protein arsitektiirii(128).

Endotelyal hiicreler arasi siki baglantilari olusturan protein yapist ve olusma mekanizmasi
goriilmektedir. 7H6 antijen ve cinguline, periferik siki baglanti proteinleridir. Cadherine ise,
Cat2' a bagh adezyon olaymndan sorumludur. Ancak fonksiyon gorebilmesi igin o-

catenine proteini varlifina ihtiyag gﬁsterir.
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Sekil 4 Sirkemventrikiiler organlarim anatomik lokalizasyonlar: (6)

Siyah zonlar sirkuventrikiiler organlar1 géstermektedir. ap: area postrema, pb: pineal bez, sco:
alt komissural organ, sfo: subfornikal organ, me: median eminens, pp: arka hipofiz, Iso:
supraoptik lam,

Diger anatomik bolgeler; CC: korpus kallozum, Fx: forniks, AC: 6n komissiir, IIIv: 3. ventrikiil,
OC: optik kiazma,
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Yukanda belirtilen bu bariyer sistemleri disinda, merkezi sinir
sisteminde noronal ig ortarmi dengeleyen ve serebral endotel hiicrelerin
sitoplazmalarina  yerlesik enzimatik bariyer bulunur. Ozellikle birtakim
norotransmitterler kapiller endotelyal hiicresinin luminal yiizeyinden sitoplazmaya
girince, sitoplazmada mevcut gesitli enzimler ile tutularak pargalanir ya da farkh
inaktif formlarina gevrilerek beyne gegisi engellenir.

Izole beyin kapillerleri ve kiiltiir ortaminda yapilan galismalarda
endotel hiicre membran ve sitoplazmasinda bulunan enzimler ve reseptorler
tanimlanmgtir. Bunlar arasmnda (9, 32);

* Na'-K" ATPaz,

* Adenilat siklaz,

* Gunilat siklaz,

* Glikoz transportorii ve geni,

* Serotonin reseptori,

* Gama-glutamil transpeptidaz,

* Alkali fosfataz,

* MAO,

* Buturil kolinesteraz,

* Asetil kolinesteraz
say1labilir.

Beyin endotel hiicreleri ayrica, vazoaktif potansiyele sahip
nérotransmitter maddeleri sentezleyip, depo edebilir. Serotonin, GABA ve adrenalin
sentezinde rol alan enzimlerin beyin mikrodamarlarinda varlig: 6zel histokimyasal

tekniklerle gosterilmistir(33).
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KAN BEYIN BARIYERINDEN MADDE GECISI

Son yillardaki in.vivo aragtirmalar, KBB'nin kapiller endotel hiicre
membraninda, insiilin ve transferrin reseptdrlerinin de bulundugunu ve bunlarin
dolagimdaki peptidlerin transportuna aracilik ettiklerini gostermigtir. Beyinde
insiilin sentezi olmadigindan bu transportun énemi agiktir (92).

Beyin dokusu digindaki organlann interstisyel bogluguna serbestge
girebilen peptidler ve kiigiik molekiiller, beyne ancak KBB'de lokalize olan spesifik
transport sistemleriyle girebilirler. Transport sistemleri KBB'nin ¢ogunlukla luminal
yiiziinde bulunur; kandan endotelyal hiicre sitoplazmasina dogru beyinden kana
gecise izin veren sistemler ise KBB'nin abluminal yiizeyinde bulunurlar.

KBB'inde bilinen 'transport sekilleri (Basit diffiizyon, kolaylagtirilmig
diffiizyon, aktif transport, vesikiiler transport) ile beyne madde transportu
gergeklestirilir. Ancak KBB'den transport olayinda su 6zellikler de ¢ok énemlidir:

* Maddelerin lipidde goziintirliikleri,
* Maddelerin diffiizyon yetenekler,
* Maddelerin molekiil agirliklan,

* Maddelerin elektrik yiikleri,

KBB'den iyonlarin taginmasi olduk¢a yavastir. Na™ 'a kars1 gegirgenlik
KBB'de pratik olarak olmamasma karsin, koroid pleksustan BOS igine dogru
pompalantr. K" igin transportér abluminal yiizdedir. Suyun gegigi osmotik ve
hidrostatik basinca bagli olarak diffiizyonla gergeklesir. Glikoz kolaylagtirilmig
diffizyonla beyne girer. Glikozun stereospesifikligi nedeni ile D-Glikéz beyne
girdigi halde L-Glikoz giremez. Simdiye kadar klonlanan glikoz transportérlerinden
iic tanesi (GLUTI1, GLUT3 ve GLUTS) nin beyinde fonksiyon gordiigii
bulunmustur(93).
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* Aminoasitlerin transportu tagiyic1 sistemlerle gergeklesir (76, 92).
Bilinen ii¢ tagtyici sistem,;
L-Sistemi  : Biiyiik bazik aminoasitler ve nétral aminoasitler igin,
ABC Sistemi : Kiigiik nétral aminoasitler i¢in,
A Sistemi  : Esansiyel aminoasitler igin

gosterilmigtir.

KAN BEYIN BARIYERI FONKSIYONLARININ BOZULMASI-
ISKEMI

Oldukga hassas bir dinamik denge ile beyin homeostazisini saglayan
KBB baz patolojik durumlarda gegici ya da kalic1 olarak aktivitesini kaybedebilir.
Kalic1 olarak KBB'ni bozan faktorler arasinda donma lezyonlan,
radyasyon, tiimérler, agir metal zehirlenmeleri gosterilebilir.
Hipertansiyon, konviilsiyonlar, hiperkapni, osmotik dengesizlik
KBB'ni gegici olarak hasarlayan faktorler olarak bilinmektedir.
Beyin iskemisi de KBB'ni hasarlayan bir patolojik durumdur (113)
(Sekil 6). Genelde, iskemi KBB'ini gegici olarak hasarlasa da, iskeminin siiresi,
siddeti ve sekli kalic1t KBB hasarina da yol agabilir (85).
Beyin iskemisi, beyni besleyen damarlardan biri, birkagi ya da
titmiindeki patolojik bir olay nedeni ile beyin kanlanmasinin bozulmasidir.
.Beyin iskemisi smanlardg ¢ok degisik sekillerde olusturulabilirse de
(66, 81) genel olarak iki grup altinda toplanabilir:(Tablo 1)
1) Fokal Beyin Iskemisi,
2) Global Beyin Iskemisi
Fokal beyin iskemisinin, orta serebral arterin (MCA) degisik
lokalizasyonlarda okliizyonu, spontan hipertansif siganlarda(SHR) stroke modeli,



12

Tablo 1,

Serebral iskemi Modelleri

1) Siganlarda giobal serebral iskemi

¥Onbeyin iskemisi iki damar okilizyon modeli
*Gecici bilateral ana karotis oklizyonu ve hipotansiyon

w¥Onbeyin iskemisi dort damar okliizyon modeli
*Gegici bilateral ana karotis okilizyonu ve sirekli bilateral vertebral arter oklizyonu

¥¥¥Arttan BOS basingl iskemi modelleri
*Bihemisferal 6nbeyin kompresyon iskemisi
**Unihemisferal n beyin iskemisi

Yy¥Diger modeller
*Boyun turnikesi iledn beyin iskemisi
**Dekapitasyon ile 6n beyin iskemisi

2) Siganlarda fokal serebral iskemi
¥Orta Serebral Arterin degisik lokalizasyonlarda okliizyonu

¥¥Spontan Hipertensif siganlarda stroke

¥¥¥Serebral emboli ve trombozlar
*Kan pthti embolizasyonu
**Mikrosfer embolizasyonu
***Fotokimyasal fokal serebral tromboz
****Aragidonat ile olugturulan tromboz
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fotokimyasal fokal serebral tromboz gibi gesitleri vardir. Fokal beyin iskemisinin
diger grup ve alt gruplar1 Tablo 1'de gériilmektedir.

Global serebral iskemi ise iki damar (A.carotis communisler)
okliizyonu ve sigandan kan alinarak hipotansiyon olusturulan model, dért damar
(A.carotis ¢ifti ve A.vertebralis ¢ifti) okliizyonu modeli, artan BOS basinghh model
ve digerleri olmak iizere belirtilebilir.

Bu modeller igerisinde dért damar tikanarak yapilan model, global
beyin iskemi modelleri arasinda en ¢ok kullanilan modellerden biridir (102). Bunun
nedeni, bu modelde her iki vertebral arter kalic1 olarak tikanirken, karotis arterlerini
gegici olarak kapatip daha sonra agarak beynin yeniden kanlanmasina (reperfiizyon:
resirkiilasyon) ve reperfiizyon hasarini da incelemeye olanak saglamasidir (30, 103,
104, 105, 106).

Beyin iskemisi ve reperfiizyonda iskemik néronal hasar, ilk ii¢ saatte
akut noronal degisime, 3 ila 24 saat arasi maturasyonel hiicre hasarina, 2 ile 7 giin
arast da gecikmis néronal 6liime sebebiyet verir.

Beyin iskemisindé, sadece iskemik donemin degil, iskemiden sonraki
resirkiilasyon doneminin de beyinde hasari yapabilecegi bilinmektedir. Iskemi ve
reperfiizyonun olusturdugu olaylar zinciri su sekilde 6zetlenebilir (Sekil 5):

** Beyin kan akiminin azalmasi / kesilmesi (iskemik dénem),

** Beyin kan akiminin agin artigi (reperfiizyon ilk dsnem),

ve biitiin bunlarin sonucunda ;

- beyin enerji metabolizmasinin iflasi(54, 55, 75),

- Sodyum, Kloriir ve Kalsiyum saliminin artig1(25),

-Eksitator aminoasitlerin (EAA) re-uptake'nin bozulmasi(5,15),

-Anoksik  depolarizasyon ile = EAA'lerin  ekstraseliiler  ortama

salinmalari(5, 16),



14

Protein Sentezi

enzim indiiksiyonu.
*Fosfolipaz
*Protein kingz C
*Proteaziar
Fridoniikleazla
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Sekil 5. iskemide meydana gelen olaylarin sematik gosterimi
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- EAA'lerin ion kanallanim etkilemesi ;NMDA reseptorleri (Sekil 6), AMPA
reseptorleri (137), )

- Metabotrofik reseptorlerin aktivasyonu ile Ca™ 'un fosfolipaz C(PLC) ve
inosital-trifosfataz(IP,) aracilig ile hiicre igine girigi(75,84),

- Artan Ca™ 'un proteoliz, DNA fragmantasyonu ve lipolize yol agmasi(79),

Lipoliz sonucu;

- Platelet aktive edici faktor(PAF)(75),

- Arasidonik asit ve metabolitlerinin olugmasi, bunun sonucunda da

- serbest oksijen radikalleri (48,56),

- NO(75),

- glutamat olusumunda art1§(55).

Bu olaylar birbirlerini tetikleyerek kisir déngii geklinde siiregelir.
Sonugta néronal ve vaskiiler yap: zarar goriir.

Bunlardan bagka, beyin iskemisinin ve reperfiizyonun neden oldugu
beyin 1sisinin da 6neminin alt1 ¢izilmelidir. Beyin 1sisinin artmasi, néronal dokunun
iskemiye karsi olan direncini azalttifi, beyin kan akimim etkiledigi, uyarlmig
potansiyellerde ve manyetik rezonans goriintiileme yontemleri ile de saptanabilen
degisikliklere yol agtig1 bildirilmigtir(17, 28, 77, 80).

POLIAMINLER(PA)

Natiirel alfatik di-, tri-, tetraminlerin (-ki jenerik olarak PA olarak
adlandinhirlar-) yapilan Sekil 7a'da gosterilmigtir.

PA terimi Putresin(PUT) 1-4 butenediamin, Spermidin(SPMD) :
N-3-amino propil 1-4 butenediamin ve Spermin(SPE) : N,N'-bis-3-aminopropil 1-4
butenediamin i¢in kullamlir. Ilk kez 1677'de van Leuwenhook tarafindan

mikroskopta, semendeki kristaloid yapilara isaret edilerek varliklarindan soz



Poliaminler
r
ANTAGONIST ANTAGONIST ANTAGONIST ngﬁf‘sﬁ'
[7-cixvmw] [ o-aps, DET AGONST _ ["pato ¥
cPP | SPERMINE Na
\ AGONIST X AGONIST ‘
GLU,
GLY NMDA

Sekil 6 NMDA reseptor-ionofor kompleksinin sematik modeli (137).

Sekilde poliaminlerin agonist ve antagonist olarak etki edebilecegi bolgeler ve bu

bolgelerin kanallar iizerine olan etkisi gosterilmigtir.



Putresin

H,N
2 \/\/\NHz
Spermidin
H
HzN, N
AV Y \/\/\NH2
Spermin y
HzN\/\rN\/\/‘s’\/‘NHg
Sekil a
Arginine
GABA ¢ —— Ornithi:'la
Acetylputrescine : :
Sekil b
Sekil 7a-b. Poliaminlerin yapisi (a) ve Poliaminlerinbiosentez déniisim ve

metabolizmasi (b)1-Arginaz, 2-ornitin dekarboksilaz, 3-S-Adenozil dekarboksilaz, 4-
Spermidin sentaz, 5-Spermin sentaz 6-SPMD /SPM n asetiltransferaz, 7-Poliamin
oksidaz., SAM: S-Adenozil metionin, DC-SAM: Dekarboksile S-Adenozil metionin,
MTA:Meti tioadenozin.
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edilmigtir. Bununla beraber PA iizerine odaklanan ¢aligmalar son 20 yilda
yogunlagmigtir.

PA'ler olarak isimlendirilen biojenik aminlerin "6nemli" kabul
edilmesi su ana nedenlere dayandinlmaktadir(38, 49, 122):

1) PA'ler biitiin hiicrelerde bulunurlar. Prokaryotlar normalde Putresin ve
Spermidin'e sahip iken, Okaryotlar bu PA'lere ek olarak Spermin'e sahiptirler.
Archobakteria, algler ve baz: yiiksek bitkiler PUT, SPMD ve SPM 'in homolog
analoglanim igerirler. Poliaminlerin "ubik" (vazge¢ilmez) olarak adlandirilmalarinin
nedeni, onlarin bitiin hiicrelerde bulunmalarinin yamisira, evrimin hem ilk
evrelerinde  hem de evrim boyunca  varliklarimi  siirdiirmelerinden
kaynaklanmaktadir. |

2) PA'lerin inaktive edilmesi ya da bogaltilmasi, proliferasyonu 6nledigi gibi,
biiyiime lzini da yavaglatir, hatta durmasina yol agar. Proliferasyonun durmas ise
bir siire sonra o canli hiicre ya da organizmanin 6liimii ile sonlanacaktir.

3) PA'ler(rutin olarak) ihtiyaca yonelik olarak sentez edilirler. Hiicresel
konsantrasyonlan ¢ok hassas olarak diizenlenir.

Hizli prolifere olan hiicrelerde hem PA konsantrasyonlari hem de
sentez hizlan diger hiicrelere gore daha yiiksektir.

Fizyolojik pH'da PA'lerin amino gruplan protonlanmaktadir.
Stritktiirel agidan bakildiginda PA'ler pozitif yiikleri alifatik karbon zinciri boyunca
dagilan molekiillerdir. Inorganik polikatyonlar (Mg *? ve Ca ** noktasal yiiklerdir)
PAlerin pozitif yiikii negatif yiiklii molekiillerle ion-gifti olugturur. Bu baglanmanin
enerjisi elektrik yiikle orantih olarak artar (PUT<SPMD<SPM). PA'lerin
fonksiyonlarinin gofu DNA, RNA, protein ve membranin negatif yiiklii molekiilleri
ile kurulan baglantilar ile gergeklesir.

Elektrostatik olarak bagli ve serbest PA'ler dinamik bir denge

i¢indedirler. Elektrostatik interaksiyonun yamsira PA'ler aminoasit ve proteinlerle
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de kovalent baglar kurar, ancak bu PA'lerin ¢ok kiigiik bir fraksiyonunu temsil eder
(130).

Organizmada PA iiretemeyen tek hiicre tipi niileusu olmayan
hiicrelerdir. Onlar da PA'leri depolama ve diger dokulara tagima gibi gorevlerde
bulunurlar.

PA'ler hakkinda bilinmesi gereken en o6nemli seylerden biri de
biosentez ve yikimidir(Sekil 7b).

Omitin, putresinin yegane prekiirsériidiir ve dekarboksilasyon ile
argininden olusur. SPMD ve SPM'in olusumu igin gerekli olan aminopropil
iiretimine yonelik olarak metionin ATP ile reaksiyona girer ve S-Adenosilmetionin
olusur. S-Adenosilmetionin putresine aminopropil grubunu vererek SPMD, SPMD'e
aminopropil grubunu vererek SPM olusumunu saglar.

PA N!-asetiltransferaz ve PA oksidaz enzimleri SPM ----> SPMD ve
SPMD ----> PUT olusumunu saglarlar. Bu, hiicresel PA déngiisii igin
gereklidir(119). |

Dogada hiz sinirlayici enzimler iki 6zellikleri ile taninirlar:

1) Diisiik aktivite,

2) Cok yiiksek yarilanma hizi.

Omitin dekarboksilasyonu ile PA olugsumunu Ornitin Dekarboksilaz
adl1 bir enzim katalize eder. Yarilanma 6mrii dogada bulunanlarin en hizlist olup
yaklagik 10 dakika kadardir.

Ikinci dekarboksilasyonu SPMD'den S-Adenosilmetionini dekarbosile
hale getiren S -Adenosilmetionin dekarboksilaz(SAMDC) ki bu enzim aminopropil
ortami saglayarak SPMD ve SPM olusumunu saglar.

Her iki enzim PA biosentez ve degragasyonunun hiz smirlayici

enzimleridir.
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PA dongiisii ashinda ¢ok karmagiktir. Birgok PA inaktif formu ve
birgok enzimin gérev aldifi bu dongii, basit bir sekle indirgenmigtir (Sekil 7b).

PA'lerin hem biosentezi hem de degredasyonu hiicrelerin ihtiyaglarina
gore diizenlenmektedir. Bu nedenle gelismekte olan MSS'de yiiksek
konsantrasyonlarda PA bulunmasi sagirtict bulunma z. Ancak erigkin MSS'de
heterojen olarak yitksek miktarlarda PA varlifinin 6nemi heniiz yeterince
aydinlatilamamgtir.

Normal fizyolojik durumlarin diginda bazi patolojik durumlarda da PA
sentez ve konsantrasyonlan incelenmigtir:

- konviilsiyonlarda (3,78),

- elektriksel stimulasyonlarda (90,140),

- gegici hipoglisemide (73,82,96),

- kimyasal ve mekanik hasar ve travmada (1),

- neurotoksinlerle zehirlenmede (1,72),

- iskemi ve resirkiilasyonda (23, 24, 70, 95.111).

Sonuglar bir galigmadan digerine farklhiliklar gosterse de biitiin bu olaylarda
PA sentezinin tetiklendigi bildirilmistir.

Serebral iskemi ve reperfiizyon SPMD ve SPM seviyelerinde pek bir
degisime yol agmazken PUT sentezi ve konsantrasyonunun arttig1 gosterilmigtir. PA
biosentezinin ve 6zellikle de PUT'in artig1 hiicresel hasara baglanmigtir(24, 70, 95).
Ancak, bir grup aragtiric1 da PA biosentezindeki artigin SPMD ve SPM'e yansimayip
sadece PUT ile simrh kaliggm PUT ile SPMD arasindaki bir blokajdan
kaynaklandigin ileri siirmiiglerdir(41).
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Normalde KBB sadece kanda dolasan maddelerin beyne girigine engel
olmakla (bariyer fonksiyonu) kalmaz, beyin igin esansiyel maddelerin (besinler,6n
maddeler) beyne girigini de kolaylagtirir ve istenmeyen maddelerin beyinden kana
dogru elimine edilmelerini (tagiyici fonksiyonu) saglar. Goriilecegi iizere dinamik
olan KBB'nin iki 6nemli fonksiyonu vardir.

iskemide bu iki 6nemli fonksiyonun incelenmesi ilging sonuglar
ortaya ¢ikarmugtir. '®I-AMT(3-iodo-metil-L-tirozin) -ki biiyilk nétral aminoasit
transport sistemine afinitesi vardir- ve  “C siikroz KBB'nin sirasiyla tagtyici ve
bariyer fonksiyonlarim1 incelemek igin kullamlmigtir(139). Sonuglar her iki
maddenin beyne transportunun aym durumda farklihk  gdstermesi nedeni ile ( **C
siikroz uptake > '"I-AMT uptake) KBB'ni herhangi bir durumda incelerken sadece
saglam ya da gegirgen(yikilmig,bozuk) seklinde nitelendirmenin 6tesinde belirtilen
iki fonksiyonun ayrintili olarak incelenmesi gerektigini ortaya koymustur.

Yapilan ¢aligmalar, hasarli beyne eksojen olarak PA'ler verildiginde
santral néronlarin hasara karg1 korundugunu gostermistir(39)

Bu ¢aligmalar ¢ok 6nemli bir soruyu da beraberinde getirmigtir. PAler
normalde KBB' den ¢ok simmirh bir gsekilde beyine gegmelerine ragmen (29),
iskemide transportlarin1 nasil olmaktadir?. Bu ancak PA' lerin iskemide kan beyin
engelini normalden farkh bir gekilde gegmeleri ile miimkiin olabilir.

Her ne kadar iskemi sirasinda(70) ve resirkiilasyonda(70, 97) PA
biosentezinin hizli bir indiiksyonu s6z konusu ise de iskemiden sonraki kisa siire
igerisinde biitiin PA'lerin ekstraselliiler konsantrasyonlant diigiik bulunmugtur(14).
Bu eksojen PA'lerin iskemik beyin lezyonlarinda kullaniimasi igin bir temel neden

teskil etmigtir.
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Erken postiskemik zamanlarda diisiikk ekstraselliiler PA diizeyleri,

yukaridaki bulgular ve bunlara ek olarak MSS'de olugan herhangi bir hasara karg1
PA cevabimn "eksik" olusu (36, 37) eksojen PA'lerin beyin hasarlarinda
denenmesine temel olugturmuslardir.
Bu ¢aligmanin amaci da iskemiden sonraki kisa zaman igerisinde eksojen olarak
verilen PA'lerin beyne gegislerinde herhangi bir degigsmenin olup olmadigim
incelemektir. Bu ¢aligmada eksojen olarak iki PA kullandik: PUT ve SPMD. Her iki
PA'in 6n beyin iskemisini takip eden erken resirkiillasyon zamanlarinda beyindeki
konsantrasyonlarim 6lgerek KBB'den gegis sabitelerini hesapladik.

Ayrica normal kosullarda beyne gegmeyen o - aminoizobiitiirik asit
kullanarak, iskemi sonras1 ortaya ¢ikan KBB gegirgenligindeki gegirgenlik
degismelerini aragtirdik.

Beyin 1sisindaki hafif degigimlerin iskemi periodlarina karsi beyin
rezistansim etkiledigi bilindiginden intraiskemik hafif hiperterminin (39°C) 20
dakikalik 4 DO iskemisinden sonraki 60. dakikada SPMD nin beyne gegisinde olas
degisimleri de ayrica bir deney grubu olugturarak inceledik.
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MATERYAL VE METOD

Deneylerimiz erkek Sprague-Dawley siganlar iizerinde yapild.
Siganlardan agirliklart 250 ila 280 gram olanlani deneye alindi. Bunun nedeni, 280
gram iizerinde iskeminin tam olugmasinin zorlugu, 250 gram altinda ise operasyon
alanmin darlig1 nedeni ile vertebral arter koterizasyonu strasinda medulla spinalisin
hasar gérme riski olmasiyd.

Deney gruplan su sekilde olusturuldu:
A-Kontro! Grubu:( n:8)
B-Iskemi ve Resirkiilasyon grubu.
Bu grup hayvanlar PUT ve SPMD permeabilitesini ayr: ayri dlgmek iizere iki alt gruba ayrilds.
1-Putresin
_ 2-Spermidin

Bu alt gruplardaki siganlarda iskemiden sonraki resirkiilasyon siiresine bagh
olarak PUT ve SPMD igin 10dk, 30dkve 60dk resirkiilasyonda, permeabilite dlgiimlerinin
vapildigr 6zel gruplara ayrildh.
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Putresin igin,
Grupla-10dk RS (n:8)
Gruplb-30dk RS(n:7)
Gruplc-60dk RS(n:8)

Spermidin igin,:
Grup2a-10dk RS(n:8)
Grup2b-30dk RS(n:7)
Grup2¢-60dk RS(n:8)

Bu gruplarin disginda hem beyin kan akimimi hemde KBB
permeabilitesini etkileyen hipertermik kogullardaki PUT ve SPMD gegisi, iskemi
esnasinda beyin 1s1s1 39° C'ye yiikseltilen 6zel bir grupta 6lgiildii.(n:8)

KBB permeabilitesinin intravenéz traser teknigi ile 6lgiiliip

hesaplanmasinda kullanilan beyin kan hacminin bolgesel olarak 6lgiilmesi iginde,
beser sigandan olusan kontrol ve deney gruplart olmak iizere iki grup daha
olusturuldu.(n:25)

DENEYSEL ISLEMLER

Siganlar deneye alinmadan hayvanhigimizda en az iki gin
dinlendirilerek, yol stresi ile olusabilecek anestezi sorunlarinin 6niine gegilmeye
¢alisildi. Bu siire igerisinde dinlendirilmis ¢esme suyu ve hazir kuru sigan yiyecegi
ile beslendi.

Deneysel islemler iki ayn ginde yapilan operasyonlarla
gergeklestirildi.Siganlarda beyiﬁ iskemisi olugturmak igin, fizyolojik parametreleri

pek etkilemeyen Pulsinelli ve Brierly'nin global 6n beyin iskemisi modeli
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secildi(102). Bu model beyne ¢ikan her iki vertebral arterin tamamen, her iki
karotisin de gegici olarak kapanmasi esasina dayanmaktadir. Modelin segilme
nedeni ise gegici olarak kapatilan karotis arterlerinin istenilen siire sonra agilip
beynin tekrar kanlanmasi yani reperfiizyona(resirkiilasyon:RS) olanak tanimasidir.

Ilk giin siganlar haloten ile anestezi altina alindi. Haloten baslangigta
%2 oraninda iken kademeli olarak %1.5 sonra da %0.8'e indirildi. Anestezi bu
agamadan itibaren intraperitonal olarak uygulanan 300 mg/kg kloral hidrat ile
stirdiiriilda. Sigan ameliyat masasina prone pozisyonda (yiiz iistii) yatirilip parmak
ile promirentia occipitalis ¢ikintis1 kafatasinda palpe edildi ve bunun 0.5cm altindan
longitiidinal 0.4-0.6cm uzunlugunda bir kesi yapildi. Servikal kaslar kiint
disseksiyonla aynlip 1 ve 2. vertebral kemikler agiga ¢ikarildi. Daha sonra ameliyat
mikroskobunda x1.5 ve x4'liik biiyiitme ile foramenler goriildii. Dental bir dril ile
32.000 devirde bu foramenler genigletildi. Her iki foramenden bipolar
elektokoagiilator uglart sokularak bu foramenlerin igerisinden gegen her iki vertebral
arter koagiile edildi ve boylece vertebral arter bu foramenden itibaren koparilmig
oldu. Koagiilasyonun iyi yapildigi foramenden disariya kanama olmamas: ile
dogrulandi.

Siganin basi daha sonra stereotaksik alete yerlestirildi. Kafatasi
tizerine orta hatta longitiidinal 1.5cm uzunlugunda bir insizyon yapildi. Jel lidokain
damlatilarak siganin daha sonra aci gekmesi 6nlendi. Dental drill ile vida sekilli
elektrodlar her iki parietal bolgeye yerlestirildi ve dental sement ile fikse edildi. Bu
elektrodlardan, ikinci giin yhpxlan deney siiresince siirekli EEG kayd: igin
yararlanildi. Siganlar daha sonra hayvan odasina alind1 ve bir giin sonraki islemlere
kadar ilk giinkii kogullarda korundu.

Ikinci giin, heparinlenmis ve %0.9 NaCl ile dolu ii¢ polietilen kateter
iki femoral arter ve bir femoral vene takildi. Femoral arterlerden ilki siirekli arteryel

kan basinc1 kayds, ikincisi ise kan gazlarinin analizi igin arteryel kan drneklerinin
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- alinmasinda kullamildi. Femoral vene takilan kateter ise gerekli ilaglarin verilmesi
amactyla kullanildi. Ayrica karotis arterlerini . agifa g¢ikarmak igin mentumun
1-1.5cm altinda 1.5cm uzunlugunda longitiidinal kesi yapildi. Cevre dokulan ve
vagus korunarak karotis arterleri agifa ¢ikanildi. Gegici iskemi olusturmak igin
kullanillan atravmatik klipsler sayesinde, bu arterler 20 dakikahk bir siire ile
kapatildi. Bu arada operasyon bolgesi 35 ° C 'de Laktatl Ringer ile nemlendirildi.
20 dakikalik gegict iskemiyi takiben siganlar 10, 30 ve 60 dakikalik resirkiilasyon
periyodlarina birakildi.

Karotis arterlerinin kapatilmasindan itibaren deney siiresince bir
poligraf (Nihon Kohden-DK) ile hem EEG hem de kan basinci kaydi  yapild.

Ayrica bu siire igerisinde kan gazlan analizi igin de kan drnekleri alind1.

Tim hayvanlarda rektal bir prob ile viicut 1sisi, temporal kasa
yerlestirdigimiz bir prob ile de beyin isist 6lgiildii. Bir masa lambast kullanarak
viicut 1sisinin 36-37 °C ' de sabit tutulmas: saglandi. Hipertermik grupta iskemi

sirasindaki beyin 1s1s1 6zel masa lambasi ile 39°C 'ye getirildi.

KAN BEYIN BARIYERINDEN MADDE GECISININ
OLCUMU

TEK YONLU KANDAN - BEYNE GECIS SABITESI OLCUMLERI

Tek yonlii, kandan beyne transfer sabitesi (Kin) hem *H AIB hem de
“C PA'ler (PUTve SPMD) igin &l¢iildii. Beser mikrolitre PA'ler (PUT ya da SPMD)
deney bitiminden, 1 dakika, pratik olarak kandan beyne hi¢ gegmedigi kabul edilen

AIB ise 10 dakika once femoral ven kateterinden 20 ul olarak enjekte edildi.
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' Olgiim igin plazma ve doku 6mekler Ziylan ve ark.(141) tarafindan

belirtildigi sekilde radyoaktivite sayimina hazirlandi. Kisa olarak belirtecek olursak;

Plazmadaki final konsantrasyonlan saptamak amaci ile deney siireleri

sonunda kan ornekleri toplandi. Resirkiilasyon siiresinin bitimini takiben giyotin
aleti ile dekapitasyon yapildi. Beyin ¢ok g¢abuk olarak kafatasindan ¢ikarildi ve dért
anatomik farkli bolgeden(korteks,striatum hipocampus,serebellum) yaklagik 2mm x
2mm boyutlarinda doku &rmnekleri alindi. Bu pargalarin net agirhklan saptandi.
Uzerlerine 1'er ml. Soluene-350 (Packard Inst. IL, Downer's Grove, USA) eklenerek
bir g¢alkalayicida 37°C'de bir gece bekletilerek eritildi. Bunu takiben 10 ml.
sintilasyon sivist (Toluene, Packard Inst. IL, Downer's Grove, USA.) tiim doku ve
plazma o6meklerine eklendi. +4°C 'de bir gece bekletilen 6reklerin, sintilasyon
spektrofotometresinde(Intertechnique SL-3000) saymm yapildi ve hesaplamaya
gegildi.

HESAPLAMA

Tek yonlii, kandan beyne gegis sabitesi (Kin), konrol ve deney
gruplarinda “C Poliamin ve *H AIB'nin beyin dokusu ve plazmadaki hata pay1
diizeltilmis radyoaktivitesinden, orijinal olarak Ohno ve ark. gelistirdigi formiiliin
(87) Ziylan ve ark (141 ) degistirerek kullandif1 agagidaki sekli ile hesapland: .
Bu esitlik gegis sabitesi kullamlan maddenin beyne gegisinin plazmadaki
konsantrasyonu ile bilinen bir oranda olmas1 ve geriye dogru akim olmamas: kabul
edildiginde su sekilde ifade edilir:

Kin : Cbr /J.Cpl dt (0

Kin: Tek yonlii kandan - beyne ge¢is sabitesi
Cbr: Beyindeki rayoaktivite konsantrasyonu (dpm g' )

Cpl: Plazmadaki ” ” " (dpm ml ')



28

Cpl dt: 10 dk, 30 dk, 60 dakikalik plazma konsantrasyon egrilerinden elde edilir.
+ Tek yonlii kandan - beyne gegis sabitesi hem birim alandaki serebrovaskiiler permeabiliteye (PA)
hem de kan akimina (F) bagh oldugundan vaskiiler permeabilite

PA: F In(1-Kin/F) (2)
olarak ifade edilir. |
AIB gibi ¢ok diigiik permeabiliteli maddeler igin PA<<F kabul edilir. Bu durumda Kin, PA
degerine yaklasir ve (2) no’ lu egitlik plazma klirensi olarak ifade edilebilir (ml g dk' ).
Cbr total radvoaktiviteden intravaskaler miktar (dpm g beyin / dpm ml”' plazma) gikarilarak elde
edilebilecegi icin (1) no'lu egitlik, Ziylan ve ark tarafindan su gekilde degistirilerek kullamimigtir.

.
Kin: Cbr(T) - VCpl (T) / J; Cpldt  (3)

T: Deney siiresi (dk)
V: bolgesel beyin kan hacmi (dpm g beyin / dpm ml" plazma)

BOLGESEL BEYIN KAN HACMI (rCBYV) nin OLCULMESI

Hem kontrol grubunda hem de herbir deney grubunda beyin dokusu igerisinde
bulunan kilcal damarlarda kalan radvoaktif isaretli maddelerin sonuca etki etmesini dnlemek
amact ile bolgesel kan hacmi hesaplanarak. beyin dokusundaki net radyoaktif maddenin Cbr(net)
miktar1 saptamir. Bu amagla kandan beyne geg¢meyen ve yanlizca damar iginde kalan radyoaktif
isaretli dextran kullamldi. "C Dextran'in intravendz injeksiyonundan 5 dakika sonra, siganlar

dekapite edildi. *C Dextran alam (dpmg” beyin / dpm ml! plazma) olarak hesapland.

RADYOAKTIF MADDELER

H AIB (sp. akt. 33.5 Ci / mmol , Mol Agirhk 103), New England
Nuclear, Boston, MA,USA'den, “C Putresin: [1,4-'*C] Putresin dihidroklorid (sp.
akt. 108 mCi /mmol, Mol Agirlik:165), "C Spermidin: (N-(3-aminopropil)-
[1,4-"*C] tetrametilen- 1-4 diamin (sp. akt. 108 mCi / mmol, Mol Agirhik: 258),
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Amersham Int., England'den ve “C Dextran (sp. akt. 0.58mCi / g, Mol. Agirhk 50
000), New England Nuclear, Boston, MA, USA'den satin alindt..

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Tiim gruplardan elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde; verilere
ANOVA (tek yonlii) uygulandi. Bunu takiben Tukey testi yapildi ve degerler
ortalama + SD olarak ifade edildi. istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak alindu.
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BULGULAR

FIZYOLOJIK PARAMETRELER

Sekiz siganda, EEG Kkarotisler kapandiginda iskemi olustugunu
gosteren diiz hat ¢izmedi. Bu nedenle bu hayvanlar deneye almmmadilar. Siganlarin
femoral arterine bagh bir kateter aracilif ile siirekli olarak kaydedilen kan basincy,
kontrol grubunda ortalama 114 + 7 mmHg idi ve bu deger deneylerin
baglangicinda deney gruplarindaki siganlannn MABP'leri (112+6.1 mmHg) ile bir
farklilik gostermedi (Tablo 2).

Atravmatik klipsler takilir takilmaz olugsan global 6n beyin iskemisi
olusmasim takiben, kan basincinda ani bir artig gézlendi. Artis miktan ortalama
30mmHg olarak saptandi. Kan basinct ortalama degerleri 30 dakikalik
resirkiilasyonda kontrol degerlerinden 26 + 13 mmHg fazla bulundu. Buna kargilik
60 dakikalik resirkiilasyonda olgiilen MABP, kontrol grubundaki hayvanlardakine
yakin bulundu.
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Tim deney grubu siganlarda olgiilen kan gekeri resirkiilasyon
baglamadan 6nce  128.6 + 12 mg/dl, olarak saptandi. Resirkiilasyon siiresi
uzadikga nisbi bir azalma gozlendi (Tablo 2).

Deney gruplarinda yapilan kan gazlan analizinde en digik pH
degeri 7.40 + 0.02 ile 30 dakikalik resirkiilasyon grubunda bulunurken, en yiiksek
pH degeri ise 7.41 + 0.23 ile 60 dakikalik resirkiilasyon grubunda saptand 1. Ancak
biitin bu degerler 740  + 0.01'lik kontrol grubundan anlamh bir farkhilik
gostermedi. Benzer sekilde PaO , ve PaCO, kontrol grubunda sirasiyla 90.3 + 5.6
ve 35.5 + 3.1 olarak bulundu ve bu degerlerle dier gruplarda saptanan degerler
arasinda anlaml bir farkhlik goriilmedi (Tablo 2).

Rektal bir prob ile élgiilen viicut 1s151, deney sirasinda izlenen diger
parametrelere etki etmemesi igin, eksternal 1sitic1 bir lamba ile 35-37° C arasinda
sabit tutuldu.

Temporal kas igerisine yerlestirdigimiz problar ile olgiilen beyin 1s1s1
iskeminin baglamasi ile 32-33 ° C'lere indi. Resirkiilasyonun baslamasi ile kademeli
olarak yiikselen 1s1 60 dakikalik resirkiilasyonda 36°C olarak olgiildi.

BOLGESEL BEYIN KAN HACMI (rCBV):

Deneysel olarak g¢aligilan tiim beyin bolgelerinde kontrol beyin kan
hacmi, bolgelere gore %0.9'dan %]1.4'e ulagan bir farklilik gésterdi (Sekil 8-10). En
diigsiik kan hacmi %0.9 ile striatumda ve en yiiksek kan hacmi ise %1.4 ile
serebellumda 6lgildii. Bulunan bu degerler, beyin dokusunda 6lgiilen radyoaktif
PA ve AIB degerlerinden diigiiriilerek beyin dokusuna gegen PA ve AIB'nin net

miktarinin hesaplanmasinda kullamldi.



33

Bolgesel Beyin Kan Hacmi (rCBV)

Korteks
20 +

—4—— Kontrol
Striatum

Serebellum
—8— 10dk

Hipokampus

gekii 8. Bolgeset beyin kan hacmi (rCBV).

Kontrol ve 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 10 dk'ik resirkilasyon
doneminde gosterilmistir. rCBV pl kan / g1 beyin olarak hesaplanmigtir. Sonuglar
Ort.£SD ofarak verilmis, anlamiiik p<0.05 olarak alinmigtir.
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Bolgesel Beyin Kan Hacmi (rCBV)

Korteks
15

—24—— Kontrol
Serebellum 24

Striatum
—8— 30 dk

Hipokampus

Sekil 9. Bolgesel beyin kan hacmi (rCBV).

Kontrol ve 20 dk'lik gegici dn beyin iskemisini takibeden 30 dk'lik resirkiilasyon
déneminde gosteriimistir. rCBV pl kan / g ! beyin olarak hesaplanmigtir. Sonuglar
Ort.£8D olarak verilmig, anlamliik p<0.05 olarak alinmigtir.
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Bolgesel Beyin Kan Hacmi (rCBV)

Korteks
15

—4—— Kontrol

—#— 60 dk

Hipokampus

Sekil 10. Bélgesel beyin kan hacmi (rCBV).

Kontrol ve 20 dk'lik gegici dn beyin iskemisini takibeden 60 dk'lik resirkiasyon
doneminde gosterilmistir. rCBV ul kan / g ! beyin olarak hesaplanmigtir. Sonuglar
Ort.+SD olarak verilmis, anlamiihk p<0.05 olarak alinmigtir.
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Bolgesel Beyin Kan Hacmi (rCBV)

Korteks

—724—— Kontrol

Serebellum Striatum

—#— 39°C-60 dk

Hipokampus

Sekil 11, Bolgesel beyin kan hacmi (rCBV).

Kontrol ve 39°C'de - 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 60 dk'lik
resirkllasyon déneminde gosterilmistir. rCBV pl kan / g1 beyin olarak hesaplanmugtir.
Sonuglar Ort.+SD olarak verilmig, anlamiihk p<0.05 olarak alinmigtir.
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On dakikalik resirkiilasyon sonunda, tiim beyin bdlgelerinde, kan -
hacminde bir artig saptandi. Buna karsilik 30 ve 60 dakikalarda ise kan hacmi,
kademeli olarak normale dogru bir diigiis gosterdi (Sekil 8).

Bu degerler, kortekste 30.dakika resirkiilasyonda %8'lik bir diigiis
-orantyla en yiiksek olarak saptandi ki bu 12 dpm g™ beyin /dpm ml'plazma denk
diigmektedir (Sekil 9). Altmiginct dakika resirkiilasyon zamanindaki diisiis oram ise
tiim beyin bolgelerinde birbirine gok yakin oranlarda (%16-20) bulundu (Sekil 10).

KANDAN BEYNE TEK YONLU GECIS SABITESI (Kin) :

AIB ICIN KANDAN BEYINE TEK YONLU GECIS SABITESI-
(Kin AIB)

Normalde KBB'den gegmeyen o-aminobiitirik asit (AIB) i¢in 6lgiilen Kin,
KBB'nin saglam olup olmadigi hakkinda bilgi vermektedir. Zaten bu nedenle tiim
deney grubu hayvanlarda PA'e ek olarak AIB igin de tek yonlii kandan beyne gegis
sabitesi hesapland: ($ekil 12-15). Kontrol grubunda AIB igin gegis sabitesi 1.19 +
0.12 ile 22 7 + 035 ml/g/dk 10°  arasinda hesaplandi (Sekil 12).
Resirkiilasyonun 10.dakikasinda AIB ig¢in Kin degerleri kortekste %31  ve
hipokampusta %48 oraninda artmug bulundu. Bu artiglar istatistiksel olarak anlaml
bulundu.Buna kargin hem 30 ve hem de 60.dakika RS'da AIB igin Kin degerlerinde
bir artig gozlenmedi ve hemen hemen kontrol degerlerine esit bulundu (Sekil
13-14).
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POLIAMINLER ICIN KANDAN BEYNE TEK YONLU GECIS
SABITESI (Kin PUT ve SPMD)

Putresin igin Kin, aym bélgeler kiyaslandiginda spermidine oranla
daima daha yiiksek bulundu. Kontrol grubunda PUT igin Kin degerleri, 2.9 +
0.47 ml/g/dk 10 * (striatum) ile 5.75 + 0.89 10° ml/g/dk (serebellum) arasinda
degisti (Sekil 16-18).

Putresin igin Kin degerlerinde 10. dakika resirkiilasyonda tiim beyin
bolgelerinde %41 ile %66 oraninda artis goézlendi. Kin en diigiikk olarak
hipokampusta (5.07 + 0.66 ml/g/dk 10*) 6l¢iildii ancak en yiiksek artis oram: bu
bolgede izlendi.

Resirkiilasyonun 30.dakikasinda da, gahigilan tiim beyin bélgelerinde
poliaminler igin Kin %50-69 arasinda bir artig gosterdi (Sekil 17). Bu artista en
diigiik deger 8.35 +0.75ml/ g/dk 10° ile korteks bélgesinde rastlandi. Kin 'deki
artig oranlant striatum ve hipokampusta ise birbirine ¢ok yakin degerlerde
bulundu(% 67-69). Kin'de poliaminler i¢in saptanan bu artiglar, ¢aligilan tiim
bolgelerde istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Resirkiilasyonun 60.dakikasinda kandan beyne PUT igin tek yonlii
gecis artmaya devam etti. Artig oranlar, ¢aligilan bélgeye bagh olmak iizere % 83
- % 117 arasinda degisti. Hipokampusta yine en yiiksek Kin artig orani izlendi ve bu
deger 6.64 + 0.67ml/g/dk.10* olarak hesaplandi (Sekil 18).

Spermidin igin olgiillen Kin degerleride PUT'e benzer bir degisim
gosterdi (Sekil 19). Resirkiilasyonun 10.dakikasinda korteks 2.95 + 0.34 ml/g/dk
10* ile % 45 'lik maksimal bir artis gézlendi. Caligilan diger beyin bélgelerinde ise
Spermidin igin Kin % 33 ile % 38 'lik artiglar g6sterdi. Ancak bu degerler

istatistiksel olarak anlamli bulunmad.
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10 dk RS- Kin 14C AIB

I

L)
8
§ Hipokampus g
B 110 dk
£ Striatum ig
a b g Kontrol

Korteks e
0 05 1 15 2 25 3 35
Kin mi/g/dk*10

Sekil 12, AIB igin Kandan Beyne tek yonli gegis sabitesi (Kin)

Kontrol ve 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 10 dk'hik resirklasyon doénemi
gsterilmigtir. Kin: mi / g / dk 103 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar Ort.+SD olarak verilmig,
tek yonla ANOVA'y! takiben Tukey testi ile anlamhilik p<0.05 olarak alinmigtir. (s)
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30 dk RS- Kin 14C AIB

Serebellum
- g
2 |
3’ Hipokampus
§ [130dk
= Striatum =
& = =1 Kontrol

Korteks &
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Kin mi/g/dk*10

Sekil 13. AlIB icin Kandan Beyne tek yonli gegis sabitesi (Kin)

Kontrol ve 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 30 dk'lik resirkillasyon doénemi
gosterilmistir. Kin: mi/ g / dk 103 olarak hesaplanmistir. Sonuglar Ort.+SD olarak verilmis,
tek yonii ANOVA'y1 takiben Tukey testi ile anlamitlik p<0.05 olarak alinmigtir. (+)
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60 dk RS- Kin 14C AIB

_(I 1 - ] 1
Serebellum 2
¢= "
L .
5 Hipokampus
E 1 "1 60 dk
N Striatum e
Q e oo
CO oo B Kontrol
Korteks
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Kin ml/g/dk*10
Sekil 14. AIB icin Kandan Beyne tek yonlu gegis sabitesi (Kin)

Kontrol ve 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 60 dk'lik resirkilasyon dénemi
gbsterilmigtir. Kin: ml /g / dk 103 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar Ort.+SD olarak verilmis,
tek ydnli ANOVA'yi takiben Tukey testi ile anlamiilik p<0.05 olarak alinmigtir. (+)
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39°C-60 dk RS- Kin 14C AIB

/1_ | ! I | [ 1 o
Serebellum g ﬂ
5 B
2 Hipokampus g
§ ﬂ (] 39°C-60 dk
S Striatum e
>4 = o
m i~ ¥ Kontrol
[ )
Korteks i = j/
| 7 | |
4 5 6 7 8
Kin mi/a/dk*10
Sekil 15. AIB i¢in Kandan Beyne tek yonla gegis sabitesi (Kin)

Kontrol ve 39°C'de - 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 60 dk'lik
resirkilasyon donemi gosterilmigtir. Kin: mi / g / dk 103 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar
Ort.+SD olarak verilmig, tek ydnld ANOVA'yi takiben Tukey testi ile anlamitik p<0.05
olarak alinmigtir. (+)



Resirkiilasyonun 30.dakikasinda Kin degerleri striatum i¢in 1.5 +
0.12 ml/g/dk 10° olarak saptandi ve % 27 'lik bir artig ile en diigiik degeri olusturdu.
Kortekste ise % 44 'liik artig ile en yiiksek Kin degerleri 6lgiildii (Sekil 20).

Altmiginc1 dakikada Kin degerleri 30.dakikaya gore daha yiiksek
oranda bir arthg gosterdi. Diger resirkiilasyon zamanlarindaki Kin degerlerinde
Olgiilen en yiiksek artig kortekste degil hipokampusta gozlendi ve 2.75 + 0.3
ml/g/dk .10 * olarak hesaplandi.

Oysa 60. dakika resirkiilasyon zamam intra iskemik hipertermiyi
takip eden durumda SPMD ve AIB igin Kin degerlerinde dikkati geken bir artig
gozlendi (Sekil 22). Striatumda SPMD igin Kin 4.9+0.7 ml/g/dk 10° ve AIB igin Kin
4.6 + 1.0 ml/g/dk 10 * olarak hesaplandi. Dogal 1sih 60 dk RS grubu ile
kargilagtinldiginda SPMD igin % 123, AIB igin % 306 oraninda artis saptandi. Bu

artig diger bolgelere gore en yiiksek artig oranlan idi.
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10 dk RS- Kin 14C Putresin

]
|
(o]
3 u
\Y . W
o L] -
. N Kontrol
g - L] 10dk
Korteks Striatum Hipokampus Serebellum
Beyin bolgeleri
Sekil 16. Putresin igin Kandan Beyne tek yonld gegig sabitesi (Kin)

Kontrol ve 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 10 dk'ik resirkGlasyon dénemi
gosteriimigtir. Kin: mi /g / dk 108 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar Ort.+SD olarak verilmis,
tek yoénili ANOVA'yi takiben Tukey testi ile anlamhilik p<0.05 olarak alinmisgtir. («)



30 dk RS- Kin 14C Putresin

9, . N
8_ |
o 7 a
*®
% 6 s .
3 5 :
3 4 : Kontrol
3_
g 5l - [J 30 dk
y -
0" T =T T T ’
Korteks Striatum Hipokampus Serebellum
Beyin bélgeleri
-Sekil 17. - Putresin i¢in Kandan Beyne tek yonll gegis sabitesi (Kin)

Kontrol ve 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 30 dk'hk resirkllasyon dénemi
gosterilmistir. Kin: mi / g / dk 103 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar Ort.+SD olarak verilmig,
tek yonliit ANOVA'y: takiben Tukey testi ile anlamlilik p<0.05 olarak alinmigtir. (»)
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60 dk RS- Kin 14C Putresin

12
L] . —

o 10
L 8 N
o
) * N .
3 6 . Kontrol
s Y | [ 60 dk

2¢ .

0‘ T | T |7

Korteks Striatum Hipokampus Serebellum
Beyin bdlgeleri
Sekil 1s. Putresin igin Kandan Beyne tek yonli gegis sabitesi (Kin)

Kontrol ve 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 60 dk'lik resirkiilasyon dénemi
gOsterilmigtir. Kin: ml / g / dk 108 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar Ort.+SD olarak verilmis,
tek yonlh ANOVA'yi takiben Tukey testi ile anlamhiik p<0.05 olarak alinmistir. (+)
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10 dk RS- Kin 14C Spermidin

3_

=) -

X

3 |

% N Kontrol

£ (110 dk

¥ _—

9\ g\ 4
Korteks Striatum  Hipokampus Serebellum
Beyin bolgeleri

Sekil 19. Spermidin igin Kandan Beyne tek yonlil gegis sabitesi (Kin)

Kontrol ve 20 dKk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 10 dk'lik resirklilasyon donemi
gosterilmigtir. Kin: mi /g / dk 108 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar Ort.+SD olarak veriimig,
tek yonil ANOVA'y: takiben Tukey testi ile anlamlthk p<0.05 olarak alinmigtir. ( )
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30 dk RS- Kin 14C Spermidin

=)
%
©
o N
: Kontrol
g (1 30dk
Korteks Striatum  Hipokampus Serebellum
Beyin bolgeleri
Sekil 20. Spermidin igin Kandan Beyne tek yonll gegis sabitesi (Kin)

Kontrol ve 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 30 dk'hik resirkiilasyon dénemi
gosterilmigtir. Kin: ml / g / dk 103 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar Ort.+SD olarak verilmis,
tek ydnli ANOVA'y! takiben Tukey testi ile anlamhitk p<0.05 olarak alinmigtir. (+)
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60 dk RS- Kin 14C Spermidin

°
o
£ —
) * —
~.
o * ] S
L Kontrol
||
g — L] 60 dk
|
T T I7
Korteks Striatum  Hipokampus Serebellum
Beyin bdlgeleri
Sekil 21. Spermidin igin Kandan Beyne tek yonli gegis sabitesi (Kin)

Kontrol ve 20 dk'iik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 60 dk'lik resirkulasyon donemi
gosterilmigtir. Kin: ml / g / dk 103 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar Ort.+SD alarak verilmig,
tek yoniii ANOVA'y: takiben Tukey testi ile anlamiilik p<0.05 olarak anmigtir. (+)



39°C-60 dk RS- Kin 14C Spermidin

L Kontrol

3
2_/ B [1 39°C-60 dk

L d i
0- v T 17

Korteks  Striatum Hipokampus Serebellum

Kin ml/g/dk*10
»

Beyin bolgeleri

Sekil 22, Spermidin igin Kandan Beyne tek yonli gegig sabitesi (Kin)

Kontrol ve - 39°C - 20 dk'lik gegici 6n beyin iskemisini takibeden 60 dk'ik resirkilasyon
dénemi gosteriimistir. Kin: ml / g / dk 103 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar Ort.+SD olarak
verilmig, tek yonli ANOVA'y: takiben Tukey testi ile anlamliik p<0.05 olarak alinmigtir. ()



51

TARTISMA

POLIAMINLER ve KAN BEYIN BARIYERI

Beyinde olusan degisik patolojik durumlarda, KBB ile PA'ler
arasindaki iligki bir ¢ok caliymaya konu olmugtur (39, 40, 41, 96, 97). Sigan
beyninde kriyojenik lezyon uygulanarak KBB'nin yikildigi Evans Mavisi ve
Fluorosein kullamlarak gosterilmis oldugu ¢ahigmada tiim doku homojenatinda ve
izole mikrodamar fraksiyonlarinda PA diizeylerinin yitksek oldugu bulunmustur
(67). Arastirmacilar KBB yikimindan PA biosentezi ve ornitin dekarboksilaz (ODC)
enzim aktivitesindeki artigin sorumlusu oldugunu ileri siirmiiglerdir. Ayrica KBB'nin
yikilmasimin irreversibl olarak ODC enzimini inhibe eden difluorometilornitin
(DFMO) kullanilarak suprese edilebildigini gostermiglerdir (94, 98). Bunun gibi,
KBB yikimmnin DFMO ile engellenebildigi, horseradishperoxidase (HRP) pozitif

vezikiillerin ve mikrovilluslarin yoklugu ile gosterilmis olup PUT'in tekrar verilmesi
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ile yeniden KBB yikimina yol agtif1 izlenmistir(67, 134). KBB'nin hiperosmolar
+ eriyiklerin enjeksiyonu ile yikilmasinda da yukanda belirtilenlere benzer sonuglar
elde edilmistir(68, 69).

Bir bagka Qallsrﬁada da hepatik ensefalopati olusturulan deney
hayvanlarinda( ki burada da KBB yikimi olugmaktadir), DFMO'nin KBB yikimim
deksametazona gore daha gok azalttig1 g6zlenmigtir (114,117).

Beyin iskemisi olugturulan siganlarda, DFMO'nun postiskemik beyin
o6demini, KBB yikimim ve beyinde olugan iskemik infarkt hacmini azalttig
gosterilmigtir (70, 83). Yine PA'lerin sorumlu oldugu ileri siirillen ge¢ dénem
radyasyonun omurilikte ve beyinde yaptigi hasarin ve KBB yikiminin DFMO
kullanilmasiyla azaldigi, MSS'in nispeten radyasyona tolerans kazandifi ortaya
konmustur. DFMO, PA diizeylerini azaltmis ve beyaz madde infarktina yol agan
vazojenik 6demi 6nlemis; dolayist ile KBB biitiinliigiinii korumaya yonelik bir rol

oynamustir (46).
POLIAMINLER ve ISKEMI

Poliamin ve KBB lezyonlan disinda beynin diger patolojik
durumlarinda da PA'lerin  beyinde zararlh etkilerini gosteren deliller
bulunmaktadir(Bkz. girig boliimit).

Postiskemik PUT artisi iskeminin hem siiresi ile hem de néronal
nekrozun yogunlugu ile dogru orantili oldugu bulunmustur. Postiskemik dénemdeki

dramatik PUT artigt ve ODC aktivitesindeki yiikselmenin , vazojenik ddemin
gelismesinden ve néronal 6liimden sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir(96, 97).

PAler, Ca*™ un hiicre igine girisinde hiperaktivasyona yol agmaktadir

(34). Bu da, igerisinde H,0, olusumu, ndrotransmitter salinmasi, lipoliz, protein

fosforilasyonu, proteoliz (ki mémbran ve vaskiiler disfonksiyona yol agar), 6dem,



53

‘hiicresel proteinlerin degradasyonuna yol agan olaylara sebep olmasi dolayisiyla,
Ca™ sonugta hiicre 6liimiine sebep olabilir (35) (Sekil 5).

PA'lerin iskemide ekstraselliiler alana salinmasi (42) muhtemelen
NMDA reseptoriinii aktive eder, bu da yukanda belirtilen olaylan tetikleyerek
hiicre 6liimiine sebep olabilir. NMDA reseptorleri ve PA'lerin baglanma bélgeleri
Sk 6'da gosterilmigtir.

Yukanida belirtilen PA'lerin bu yikici etkileri yamnda bir grup
aragtirma sonuglari da  PA'lerin koruyucu rollerini ortaya koymaktadir. Bu
¢aligmalara gore PUT yitksek konsantrasyonlarda NMDA reseptor kompleksinde
inhibitdr rol oynar. SPMD diisikk konsantrasyonlarda bu reseptorii aktive edemez
(126). Nitekim 3 saate kadar olan erken RS zamanlarinda ekstraseliiler PA
diizeylerinin ¢ok diisiik oldugu gosterilmistir. Bu nedenle SPMD'nin NMDA
reseptorlerini aktive etmesi zordur (137).

Son yillarda poliaminlerle ilgili olarak yapilan aragtirmalar, PA'lerin
¢ok sayidaki hiicrenin yapt ve fonksiyonunu kontrol ettigini ortaya koymustur.
Bunlar; '

* hiicresel Ca™ 'u diizenledigi, Ca™ ATPase'r inhibe ettigi, endoplazmik
retikulumdan Ca™ akigimi durdurdugu (112, 115, 130),

* kalmodulin ile etkilegip Ca™ baglanmasim énledigi (119, 120),

* fosfolipidlere baglanarak lipid peroksidasyonunu regiile ettigi (121, 131),

* NMDA reseptériine antagonist baglanmay: arttirabilecegi (SPMD ve SPM
igin) (62, 126, 137, 138 ) (Sekil 6),

* membranlan stabilize ettigi (18),

* nitkleik asitleri stabilize ettigi (99, 118),

* bir defans/survi programini baglattigi (41),

seklinde 6zetlenebilir.
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Erken postiskemik zamanlarda diigiikk ekstraselliiller PA diizeyleri,.
yukaridaki bulgular ve bunlara ek olarak MSS'de olugan herhangi bir hasara karg::
PA cevabinin "eksik" olugu (41) (PSS'indeki "tam" PA cevabina kargin ki; bu bir
akson hasarinda néronun survisi igin sarttir!) eksojen PA'lerin beyin hasarlarinda
denenmesine temel olugturmuglardir.

Beyin iskemisinden hemen sonra verilen tekrarh PA tedavisi ile
santral noronlarin dejenerasyondan korundugu goriilmiistiir(39). Iskemide onemli
roli olan glutamat norotoksisitesinde de PA koruyuculugunu destekler tarzda

sonuglar elde edilmistir(37).

iSKEMIDE POLIAMINLERIN KAN BEYIN BARIYERINDEN
GECISLERI

Hidrofilik maddelerin, eger beyin i¢in "olmazsa olmaz" durumlan var
ise, beyne spesifik tasiyici sistemler ile alindig1 bilinmektedir(87, 92). PA'ler de
suda eriyen maddeler olup normalde beyne girmemeleri beklenir. PA'lerin periferik
kullaniminin  beyni iskemiden korumasi, PAlerin vezikiiler taginma ile beyne
gegisiyle aciklanamamaktadir(97). Cuinkii sadece fiksasyon prosediirii bile vezikiil
sayisin1 anlamh olarak degistirebilmektedir. Bu durumda PA'ler kandan beyne nasil
gegmektedirler?

Bu konuda ilk ¢aliyjma Kremzner tarafindan yapilmis olup fizyolojik
sartlarda “C PUT veriminden sonra beyinde g¢ok diisiik bir radyoaktivite
saptanmugtir(71).

Beyin kesitlerinde PUT igin tasiyict sistemlerin varligim1 gdsterme
amaciyla yapilan c¢aligmalar ise bagansizlikla sonuglanmistir. Beyin uptake
indeksi(BUI) teknigi ile de PA'lerin beyne ¢ok az gegebildigi belirlenmigtir(123).

Biz de daha onceki bir aragtirmamizda, ayrnintili sonug veren ve bu ¢alismada da
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kullandigimiz intraven6z teknikle Slgilen kandan beyne tek yonlii transfer sabitesi
ile benzer sonuglara ulagmigtik(29).

Bu caliymada elde ettigimiz veriler ise PA'lerin ve AIB'nin, 20
dakikalik 4DO nu takip eden 10 dk RS zamaninda; nonspesifik olarak beyne
gectiini, buna karsin 30 ve 60 dk RS zamanlarinda hem putresinin hem de
spermidinin beyne gegerken AIB'nin beyne gegmedigini g6stermigtir (17, 18, 20,
21).

On dakikalik RS zamaninda KBB gegirgenligindeki artisi, iskemi
sonras1 reaktif hiperemi fazina uymasiyla agiklamak olasidir. Nitekim gegitli
aragtirmalar bu fazin en erken 4-5.dakikalarda baglayip 16.dakikaya dek siirdiigiinii
gostermigtir(133). Reaktif hiperemi faz1 KBB gegirgenligini arttirmakta, hem 6dem
olusumuna(4) hem de kigiik molekiil ve ionlarin bariyerden geg¢isine neden
olmaktadir. 4DO global beyin iskemisini takibeden 15 ve 60. dakikalarda 15sine
karst KBB'nin bifazik agildifx gosterilmistir(57).

KBB de gozlenen 'geqirgenlik artiginin bir diger nedeni, beyin iskemisi
sirasinda otoregiilasyon kayboldugundan, arteryel kan basincindaki 30 mmHg'lik
bir degisime yol agmasi ve KBB'i fizyolojik kosullarda oldugundan daha fazla
etkilemesi, olarak diisiiniilebilir.

Deneylerimizde 30 ve 60 dk.RS zamanlarinda saptamig oldugumuz
AIB gegisinin olmayisi, yani diger bir deyisle KBB'nin intakt olusu o6nceki
caligmalara uygunluk géstermektedir.

Ancak bulgularimiz 30 ve 60. RS zamanlarinda kandan beyne AIB
gegisinin pratik olarak olusmadigin1 gosterirken, PA'lerin "tercihli" olarak gegtigini
ortaya koymustur. Bu da RS zamanlarimin postiskemik reperfiizyon dénemine denk
diigmektedir (133). PA'lerin postiskemik hipoperfiizyon dénemindeki bu tercihli

gecisi dikkatimizi olas1 PA tagiyicisina gevirdi.
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OLASI PA TASIYICILARI

KBB'den bir maddenin gegisi, genel olarak onun lipidde
¢Oziinilebilirligine -oktanol/su karisim sabitesine (110) baglidir. PA'ler polikatyonik
polar maddeler olup suda yiiksek g¢6ziniirliliige sahiptir ve normalde beyne
girmemesi beklenir. Oysa g¢aligmalar PA'lerin beyne giremeyisinin "mutlak"
olmadigim gostermigtir (29, 71, 123). Bu da PA'lere spesifik tasiyici var m?
sorusunu giindeme getirmigtir.

In vivo ve in vitro yapilan deneyler baz: hiicre soylar1 ve sistemlerde
PA tagmmmmnin ilk ipuglarimt vermistir(121). PA transportu akciger hari¢ olmak
lizere enerji ve temperatiire bagimh olup, satiire edilebilir. Birgok hiicre soyundaki
transportdr tek iken, multipl transportére sahip hiicreler de bildirilmigtir(120).
Simdiye degin PAlerin KBB diizeyinde invivo bir tagtyicis belirlenememistir.

Bundan &nceki bir galigmamizda PA'lerin geligmekte olan sigan
beyinlerine gegigini iv. teknikle gosterdik. KBB'nin gelisim evresinde immatiir
olabilecegi siiphesi ile Takasato'nun in-situ beyin perfiizyonu teknigini kullandik
(132). Bu teknik ile radyoaktif isaretli PA'lere ek olarak radyoaktif isaretsiz PA'leri
de kullanarak bir saturasyon ettik. Bu durumda meydana gelen PA taginmasindaki
azalma bize in vivo olarak ilk kez PA transportér varligimi ileri siirme imkam
vermigstir (Diler ve ark., Yayina hazirlaniyor).

PA'lere ¢ok ihtiyact olan prostat ve tiimér hiicreleri ile normal olup ta
proliferasyonda olan hiicrelerin de, PA ihtiyaglarina paralel olarak daha fazla PA
aldiklart belirlenmigtir(59, 121). In vitro olarak diisiik-afiniteli PA alimu (uptake)
beyin sinaptosomlarinda, yiiksek-afiniteli PA alim ise saglam néron, glia
hiicrelerinde ve beyin sinaptosomlarinda gosterilmigtir (50). Beyin PA alim: iskemi
gibi noronal hasar yaratan bir ortamda onem kazanir. Intraselliiler PA'lerin

bosaltilmasi onlarin tekrar uptake'ini birkag¢ misli arttinr(53).
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Iskemi ve RS PA biyosentezinde bir artisa yol agarsa da intraselliiler
PA diizeylerinde ne gibi degisimler olabilecegi konusunda bugiin igin bir fikir sahibi
degiliz. Oysa PA uptake'nin ozellikle intraseliiler PA diizeyleri tarafindan
belirlendigi ileri siriilmiigtiir(2, 119). Poliamin havuzlannin aymrimi(21) ve PA
diizey tayinleri ile daha aydinlatic1 degerlendirmeler yapilabilir.

Cahymamizda PUT igin Kin degerleri, SPMD igin Kin degerinden
(hem kontrol hem de deney gruplarinda) daima yiiksek diizeyde bulunmustur.
Vaskiiler endotelin luminal tarafi negatif bir yiik tagir. Oysa PA'ler pozitif yiiklii
polikatyonlardir ve negatif yiiklii membran boliimlerine lzla baglamrlar. SPMD,
PUT'e gore bir fazla pozitif yiike sahiptir, bu da onun muhtemelen membrana déha
sikica baglanmasina dolayisi ile beyne SPMD gegisinde nisbeten azalmaya neden
olacaktir. Buna ek olarak sialik asidin ve membran potansiyelinin de olasi rolii ileri
stiriilmiistiir(64, 65) .

Iskemi denince akla ilk gelen, enerjinin tikenmesi ve ionik
homeostasinin kaybidir ki resirkiilasyonda bu olaylar hizla kompanse edilmeye
¢aligilir (107, 124, 125, 135).

Iskemide de protein sentez eksikligi dikkat gekerken (54, 75) bazi
spesifik genler ( Heat Shock Protein, ODC ..) tercihli olarak eksprese edilir (11, 47,
51, 58, 86, 101). MSS'de hasar yaratan bir olay: takiben eksojen verilen PA'ler ya da
artan endojen PA'ler hizla niikleik asitlere baglanip, tercihli genlerin sentezine yol
agabilirler. Ancak galigmamiz erken postiskemik dénemin 1 saate varan kismini
kapsadigindan, bu siire iginde yeni bir tasityict protein sentezinin olanakli olmasi
beklenemez.

Gelismekte olan siganlarda ilk kez gosterdigimiz tasiyici varhigina
iligkin kanitlar ve Byers'n, PA transport proteinlerinin gok duyarlt ve stabil

oldugunu gostermesi (13), KBB diizeyinde var oldugunu disiindiigiimiiz PA
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tastyrcilarinin  reaktive olmasimin  veya lizerlerindeki olasi bir inhibisyonun
kalkmasinin (desinhibisyon) daha olanakli oldugunu diisiindiirmektedir.

PA transportunu iskemiye yonelik bir adaptasyon mekanizmas: olup
olmadig: ilerdeki ¢aligmalar ile ortaya gikacaktir. Bu galigmalar erken postiskemik
dénemde selektif ‘gen ekspresyonunu ve PAlerin degisik nétrofilik faktorlerle,
hormonlarla iligkisini incelemek ve tastyicinin karakterini tamimlamak yolunda
olacaktur.

INTRAISKEMIK HAFIF HIPERTERMI

Iskemi sirasinda 1sinin hafif derecede yiiksek olmasi, daha sonraki
dénemlerde metabolik iyilesmenin zorlagmasina yol agar. Bu da iskemik beyin
hasarimi arttnir.  Intraiskemik hipertermi, striatum, hipokampus, neokorteksin
yiizeyel katmanlan ve talamus niikleuslarinda hizli bir iskemik hiicre hasarina yol
agar(27). Caligmamzda AIB kullanarak saptadiimiz bariyer fonksiyonu,
intraiskemik hipertermi nedeni ile hasarlanmigtir. Bu bulgu global serebral iskemide
hafif hiperterminin sadece néronal degil, vaskiiler hasarin da kritik determinant:
oldugunu dogrular(12, 28). Bir protein traseri ile 6lgiillen KBB permeabilitesinin,
global 6n beyin iskemisini takip eden RS zamanlarinda, arttif1 tespit edilmistir (26).

Calismamizda  intraiskemik  hiperterminin KBB'nin tagiyict
fonksiyonlarin1 da degistirdigini gozledik. 20 dakikalik gegici 6n beyin iskemisini
takip eden 60 dakikalikk RS zamaninda gériillen spesifik SPMD transportu,
intraiskemik hipertermi ile non-spesifik bir karakter kazandi. Bu bize iskemi
sirasindaki beyin 1sist artiginin KBB tiim fonksiyonlanni etkiledigini gosterdi.
Hipertermik grupta kandan beyine tek yonlii SPMD gegis sabitesi, 5 ve 10. RS
zamanlanindaki gecis karakterine benzemesine ragmen, oranlari daha yiiksek

bulundu. Hipertermik gruptaki KBB'nin non-spesifik olarak gegirgen olmasi, beyne
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girmesi istenmeyen ve normal kosullarda KBB'nin bariyer fonksiyonu tarafindan
engellenen zararli maddelerin de beyne girmesine yol agar ki, bu da iskemi sonrasi
iyilesmeyi giiglestirir. Bu nedenle biz beyin iskemisi ¢aligmalarinda, beyin isisinmn

gozardi edilmesinin hatah sonuglara yol agabilecegini diigiiniiyoruz.
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OZET

Putresin(PUT) ve Spermidin(SPMD) adh iki poliaminin(PA) erken postiskemik.
dénemlerde beyne girigini inceledigimiz bu ¢ahgmada dort damar oklizyonu (4 DQ) ile
olusturdugumuz global 6n beyin iskemisini takip eden 10, 30 ve 60. dakika resirkiilasyon(RS)
zamanlarinda hem her iki PA hem de e§ zamanh olaralk-aminoizobiitirik asid kullanarak bu
maddelerin tek yénlii kandan beyne gecis sabitelerini(Kin) 4 beyin bolgesi i¢in (korteks, striatum,
hipokampus, sercbellum) hesapladik.

Sonuglarimuz PUT igin Kin degerlerinin daima SPMD igin olan Kin degerlerinden
yiksek oldugunu gésterdi. 10- dakikaltk RS- zamaminda PA- ve AIB- benzer bir artig kaydetti.
Kortekste PUT ve SPMD igin Kin sirasiyla 8.49+ 0.62 ve 2.9+ 0.3 ml/g/dk.10° idi ve bu degerler
diger bélgelerle karsilagtinldiginda en yitksek degerlerdi.

Otuz ve 60. dakikalarda AIB'nin beyne gecemedigi gozlenirken, her iki PA igin bir
gecis gozlendi. 60- dakikalik RS- zamaninda, hipokampusta PUT igin Kin 6.64+ 0.67
ml/g/dk.10°, SPMD igin Kin 2.7 + 0.3 ml/g/dk.10’ olarak saptandi. Bu Kin degerleri sirasiyla %117
ve %1211k artiglara-denk diigtitler.

Intraiskemik hipertermi uygulanan grupta. 60.dakika RS zamaminda her iki PA ve
AIB'de yiiksek Kin degerleri elde edildi. SPMD igin Kin artist %300'n iizerinde gergeklesti.

Bu- sonuglar, bize gegici global 6n beyin iskemisini takip- eden 10. dakika RS
zamanmda non-spesifik bir gegis oldugunu géstermektedir. RS'un 30 ve 60. dakikalarinda ise dlciilen
Kin degerleri- PA'lerin spesifik olarak beyne geg¢ebildiklerini- ispatlamaktadir. Bu ¢alisma aynica
kan-beyin bariyerinin hem bariyer hem de tagiyia fonksiyonlarnin hafif hiperténi@o
Jbozuldugunu géstermektedir. Bu galigmamuz beyin iskemisi ile ilgili biitiin' cahgmalarin, beyin isist-
gibi gok 6nemli bir parametrenin gézard: edilmemesi gerektiginin altim ¢izmektedir.
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SUMMARY

Transport of polyamines (PA); putrescine (PUT) and spermidine (SPMD) into rat
brain at various very early post ischemic periods was studied. Rats underwent 20 min of four vessel
occlusion followed by 10, 30 and 60 min of recirculation (RC) periods with natural brain temperature.
Aminoisobutyric acid (AIB) and PAs were simultaneously administered to search dual functions of the
blood brain barrier (BBB)-barrier and carrier functions respectively. Unidirectional blood-to brain
transfer constant (Kin) was calculated for 3H AIB and 14C PAs in four brain regions-cortex, striatum,
hippocampus, and cerebellum.

Kin for PUT had always higher values than Kin for SPMD. Kin for both PAs and
AIB showed somewhat similar increases at 10 min RC. At this time in cortex Kins for PUT and SPMD
were found to be 8.49 + 0.62 and 2.9 + 0.3 ml/g/min 103 respectively and were the maximum values
amongst other regions.

Thirty and 60 min RC groups depicted passage for PAs but AIB was restricted
from entering the brain. At 60 min RC time, hippocampus yielded Kin for PUT; 6.64+0.62 ml/g/min
103 and Kin for SPMD 2.7 + 0.3 ml/g/min 103- These values correspond to increases of 117% and
121% respectively.

Intraischemic hyperthermia followed by 60 min RC period rendered elevated Kin
values for both SPMD and AIB. Striatum showed highest increase of Kin for SPMD (306%).

These results suggest a non-specific passage of PAs into the brain at 10 min RC
period where as, transport of PAs turn out to be specific at 30 and 60 min RC periods. As mild elevation
of brain temperature hampered both functions of the BBB, we underline the crux of measuring brain

temperature in all studies conceming cerebral ischemia.
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RESUME

Le transport des polyamines (PA), putrescine (PUT) et spermidine (SPMD), a été étudié
au niveau de la barriere hématoencéphalique (BHE) chez des rats 2 des temps variables postischémiques.
Les rats ont subi une occlusion des quatre vaisseaux suivie de 10, 30 et 60 min de recirculation (RC)
avec une température normale du cerveau. L'acide aminoisobutyrique (AIB) et les PAs ont été
administrés simultanément pour rechercher la dualité de fonction de la BHE - fonctions de barriere et
de transporteur respectivement. La constante du transport unidirectionnel du sang vers le cerveau (Kin)
a été calculée pour 3H AIB and 14C PAs dans quatre régions du cerveau - cortex, striatum, hippocampe

et cervelet.

Les valeurs du Kin de PUT ont toujours été supérieures a celles du Kin de SPMD. Les
Kins des PAs et de I'AIB augmentent de fagon a peu pres similaire 2 10 min de RC. A ce temps 13, les
Kins de PUT et de SPMD dans le cortex ont été de 8.49 + 0.62 et de 2.9 + 0.3 ml/g/min 103
respectivement et leurs valeurs ont été maximales parmi les autres régions.

Les groupes 30 et 60 min de RC ont montré un passage pour les PAs alors que I'AIB
n'est pas entré dans le cerveau. A 60 min de RC, le Kin de PUT dans l'hippocampe a été de 6.64+0.62
ml/g/min 103 et le Kin de SPMD de 2.7 + 0.3 ml/g/min 103. Ces valeurs correspondent a une
augmentation de 117 % et de 121 % respectivement.

L'hyperthermie intraischémique suivie de 60 min de RC a montré des valeurs de Kin
élevées pour SPMD et pour I'AIB. Le striatum a montré la plus forte augmentation du Kin de SPMD
(306%).

Ces résultats suggérent un passage non spécifique des PAs dans le cerveau 2 10 min de
RC tandis que le transport des PAs devient spécifique 2 30 min et 2 60 min de RC. Comme une légere
augmentation de la température du cerveau perturbe les deux fonctions de la BHE, nous soulignons
I'importance de la mesurer dans toutes les études sur I'ischémie cérébrale.
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