Inénii Universitesi Saghk Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Dergisi Journal of Inonu University Health Services VVocational School
ISSN: 2147-7892, Cilt 12, Say1 2 (2024) 702-722 ISSN: 2147-7892, Volume 12, Issue 2 (2024) 702-722
doi: 10.33715/inonusaglik.1463177 doi: 10.33715/inonusaglik.1463177

Original Article / Arastirma Makalesi

PINEALEKTOMIZE SICANLARIN BEYNINDE AKUAPORIN 4 VE 1
EKSPRESYON DEGIiSIiKLIKLERi: MELATONININ ROLU
Agquaporin 4 and 1 Expression Changes in the Brain of Pinealectomized Rats: Role of

Melatonin
Mehmet DEMIR* Feyza BASAK?

Y2Karabiik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Karabiik

Gelig Tarihi / Received: 01.04.2024 Kabul Tarihi / Accepted: 21.05.2024
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Beyinde bir siv1 degisim sistemi olan glenfatik sistem, astrositlerde akuaporin 4 (AQP4) ve ventrikiiler koroid
pleksusta akuaporin 1 (AQP1) su kanallar ile iligkilidir. Ayrica beyinde sivi homeostazinin siirdiiriilmesinde
sirkadiyen ritimlerin varlig: bildirilmistir. Bu ¢alismada sirkadiyen ritmi diizenleyen melatonin (pinealektomi ve
eksojen melatonin takviyesi) ile AQP4 ve AQP1 arasindaki iliskinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢aligmada 50
adet erkek sigan bes gruba ayrildi. Gruplar; Kontrol, Sham Pinealektomi (Sham PX), Melatonin (MEL),
Pinealektomi (PX), PX+MEL olarak belirlendi. MEL grubuna 30 giin intraperitoneal MEL (10 mg/kg/giin)
enjeksiyonu, PX grubuna ise sadece PX cerrahisi uygulandi. PX cerrahisi (MEL yoksunlugu) ve MEL
enjeksiyonlarindan sonra beyin dokusunda AQP1 ve AQP4 ifadelerindeki degisiklikler incelendi. AQP1 ve AQP4
seviyelerinde kontrol ve Sham PX gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yokken, PX grubunda
anlamli derecede bir azalma gozlenmistir (p<0.001). PX+MEL grubunda AQP4 seviyesinde artig gézlenirken
(p<0.001), AQP1 seviyesinin degismedigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma MEL’in AQP4 aracilig1 ile glenfatik
sisteme 6nemli katki sagladigini ancak bu katkiyr AQP1 ile saglayamadigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Akuaporin 1, Akuaporin 4, Melatonin, Pinealektomi.

ABSTRACT

The brain's glymphatic system, a fluid exchange system, is associated with the aquaporin 4 (AQP4) water channels
in astrocytes and aquaporin 1 (AQP1) in the ventricular choroid plexus. Circadian rhythms have also been reported
to maintain fluid homeostasis in the brain. In this study, we aimed to determine the relationship between melatonin
(pinealectomy and exogenous melatonin supplementation), which regulates circadian rhythm, and AQP4 and
AQP1. The study, 50 male rats were divided into five groups (n=10). The groups were determined as Control,
Sham Pinealectomy (Sham PX), Melatonin (MEL), Pinealectomy (PX), and PX+MEL. The MEL group received
intraperitoneal injection of MEL (10 mg/kg/day) for 30 days, and the PX group received only PX surgery. We
examined changes in AQP1 and AQP4 expression in brain tissue after PX surgery (MEL deprivation) and MEL
injections. While there was no statistically significant difference in AQP1 and AQP4 levels between the control
and Sham PX groups, a significant decrease was observed in the PX group (p<0.001). While an increase in AQP4
level was observed in the PX+MEL group (p<0.001), the AQP1 level did not change. This study demonstrated
that MEL significantly contributed to the glymphatic system via AQP4 but not AQPL1.
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GIRIS

Beynin tiim bolgelerine erisen (Mogensen, Delle ve Nedergaard, 2021) ve glial bagiml
lenfatik tasima olarak adlandirilan glenfatik sistemi (Reddy ve van der Werf, 2020), beyinde
¢Oziinen maddelerin tasinmasi ve metabolitlerin temizlenmesi i¢in benzersiz bir yol
saglamaktadir (Li vd., 2022). Glenfatik sistem, tasinma ve atik eliminasyonunun yani sira kafa
ici basincinin, beyin omurilik sivist (BOS) basincinin ve interstisyel sivi basincinin
diizenlenmesine izin verir (Nycz ve Mandera, 2021). Bunun yaninda glikoz, lipidler, amino
asitler ve ndromodiilatorler dahil olmak iizere ¢esitli bilesiklerin beyindeki dagilimini
kolaylastirmaktadir (Jessen, Munk, Lundgaard ve Nedergaard, 2015). Beyindeki kan
damarlarini ¢evreleyen ve i¢i s1vi dolu olan perivaskiiler bosluk (PVS) (Zong vd., 2020), beyin
glenfatik sisteminin 6nemli bir parcasidir (Wang vd., 2021). PVS, BOS’un subaraknoid
bosluktan beyin parankimine tasindigi ve interstisyel sivi degisiminin yapildigi yerdir
(Magdoom vd., 2019). Bu s1v1 degisimi, PVS' nin dig sinirin1 tanimlayan astrosit ug¢ ayaklarinda
yiiksek oranda ifade edilen akuaporin 4 (AQP4) (Béchet, Shanbhag ve Lundgaard, 2021) ve
esas olarak ventrikiiler koroid pleksusun apikal membraninda ifade edilen akuaporin 1 (AQP1)
su kanallarina baghdir (Kim vd., 2007). Astrositik AQP4, kan-beyin bariyerinden su
gecirgenligini saglamakla birlikte (Szczygielski, Kopanska, Wysocka ve Oertel, 2021a),
paravaskiiler BOS-interstisyel sivi degisimini de kolaylagtirmaktadir (L. Yang vd., 2021).
AQP4 ekspresyonunun en yiiksek seviyeleri, subaraknoid bosluk, ventrikiiller, kan damarlari
boyunca ve supraoptik ¢ekirdek dahil olmak {izere viicut su dengesi ve diizenlenmesi ile ilgili
alanlarda saptanmistir (Nielsen vd., 1997). AQP4' ten yoksun hayvanlarin daha diisiik BOS
akigina sahip olduklari ve parankimal interstisyumda ¢oziinen madde klirensinde azalma
meydana geldigi tespit edilmistir (Iliff vd., 2012). AQPI’in de BOS ve intraserebral sivi
homeostazinda dnemli bir yeri oldugu bilinmektedir (Trillo-Contreras, Toledo-Aral, Echevarria
ve Villadiego, 2019). AQP1 su kanallari, hiicre membranlar1 boyunca su hareketini
kolaylastirarak endotelyal ve epitelyal bariyerlerin gecirgenligini kontrol eden membran
proteinleridir (Mobasheri, Airley, Hewitt ve Marples, 2005). Apikal membrandaki ifadesinin
daha fazla olmas1 BOS iiretimi i¢in suyun transseliiler hareketindeki roliinii géstermektedir
(Filippidis, Carozza ve Rekate, 2016). AQP1 ayrica pial kan damarlarin1 innerve eden
noronlarda da goézlenmistir ve bu da serebral kan akiginin diizenlenmesinde olas1 bir rolii
oldugunu disiindiirmektedir (Arciénega, Brunet, Bloch ve Badaut, 2010). Yapilan bir
calismada, AQP1 null farelerde BOS dolasiminin, vahsi tip farelere kiyasla %25 oraninda

azaldig: tespit edilmistir (Yamaguchi, Hamada, Matsuzaki ve lijima, 2020). Bu durum kandan
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BOS'a su akigimi farkli mekanizmalarin diizenledigini diisiindiirmektedir. AQP1 ve AQP4'in
BOS-interstisyel sivis1 diizenlemesinde temel aracilar oldugu konusunda genis bir fikir birligi
vardir (Abbott, Pizzo, Preston, Janigro ve Thorne, 2018).

Sempatik ve parasempatik innervasyonun yani sira uyku ve uyaniklik dongiisiiniin
glenfatik sistemin islevleri lizerine etkili oldugu bildirilmektedir (Nycz ve Mandera, 2021).
BOS’un tasinmasit ve dagilimi, arteriyel pulsasyonlar, solunum ve yavas vazomosyon
tarafindan degistirilebilir. Uyaniklik sirasinda noradrenalin seviyelerindeki artis ile sivi hareketi
engellenirken (Goldman, Hablitz, Mori ve Nedergaard, 2020), uyku sirasinda noradrenalin
seviyelerindeki azalma ve beynin hiicre dis1 boslugunun genislemesi ile siv1 akigina karsi direng
azalmaktadir. Bu durum BOS infiltrasyonu ve dolayisiyla interstisyel soliit klirensinde artis ile
kendini gosterir (Plog ve Nedergaard, 2018). Yapilan calismalarda interstisyel s1vi boslugunun
genislemesinin BOS’un beyine girisini kolaylastirdigi ve uyku sirasinda uyanikliga kiyasla
glenfatik sistemin, atik liriinleri daha verimli bir sekilde temizledigi gosterilmistir (Demiral vd.,
2019). Uyku ve dinlenme fazinda yliksek olan AQP4’ler kayba ugradiginda, glenfatik akista ve
lenf diiglimlerine drenajda giindiiz-gece farkliliklarinin ortadan kalktigi tespit edilmistir.
Boylece BOS dagiliminin sirkadiyen kontrol altinda oldugu ve AQP4' iin siv1 aligverisine
destek verdigi sonucuna varilmistir (Hablitz vd., 2020a). Bunun yaninda BOS bariyerini
olusturan koroid pleksus epitel hiicrelerinin de beyin homeostazini siirdiirmek icin c¢oklu
islevlerini kontrol edebilen sirkadiyen ritimlere sahip oldugu bildirilmistir (Quintela vd., 2021).

Endojen bir sirkadiyen saat tarafindan tiretilen sirkadiyen ritimler (Sebti, Hebras, Pourcet,
Staels ve Duez, 2022), beyinde hipotalamustaki suprakiazmatik niikleusta (SKN) bulunan
merkezi bir pacemaker tarafindan yonlendirilir (Soofiyani vd., 2021). Dogal olarak 1s18a duyarh
retina ganglion hiicreleri karanlik/aydinlik bilgilerini retinohipotalamik yol vasitasiyla SKN’ye
iletmektedir (Bonsall ve Lall, 2013). Retina ve retinohipotalamik yol haricinde sirkadiyen
sistemin 6nemli pargalarindan biri ise (Richardson, 2005) melatonin sentezinden sorumlu bir
fotondroendokrin organ olan pineal bezdir (Gheban vd., 2021). Bu bez esas olarak
pinealositlerden olugur ama ayni zamanda ¢ogunlugu astrosit olan interstisyel hiicreleri de
icermektedir (Villela vd., 2013). Pineal bezden salinan melatonin son derece genis bir dagilima
sahiptir, her hiicreye ve tiim subselliiler kompartimanlara girme yetenegine sahiptir (J Reiter,
Tan, Rosales-Corral ve C Manchester, 2013). Melatonin, geceleri kana ve BOS’a salinarak
sirkadiyen ritmi ve uyku-uyaniklik dongiisiinii diizenledigi i¢in kendine 6zgii birgok 6zellige
sahiptir (Samanta, 2020). Melatoninin hem kiiltiirde hem de eksojen olarak uygulandiginda

astrositlerin mitotik aktivitesinde doza bagl bir artisa neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica
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melatoninin diensefalik astrositlerde mitotik aktiviteyi uyarmast bu hormonun beyin
gelisiminde trofik bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Paulose, Peters, Karaganis ve Cassone,
2009). Endojen melatonin uyku ve sirkadiyen ritimler tizerinde akut ve gecikmeli etkilere
sahiptir. Ancak endojen melatoninin yoklugu veya yetersiz kaldigr ¢esitli durumlarda
melatoninin etkisinin devamlilig1 i¢in eksojen melatonin ihtiyaci olusabilmektedir.

Bu caligmanin amaci, geceleri kana ve BOS’a salinarak sirkadiyen ritmi ve uyku-
uyaniklik dongiisiinii diizenleyen melatoninin yoksunlugunun (pinealektomi) ve eksojen

melatonin takviyesinin, AQP4 ve AQP1 ile iligkisini ortaya koymaktir.
GEREC VE YONTEM

Arastirmanin Etik Yonii

Calisma Karabiik Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onayi ile
gerceklestirildi (Tarih: 21/04/2022, Karar numarast: 2022/4/7, Kayit numarasi: E-55212866-
050.99-125555). Tiim deneysel prosediirler, deney hayvanlarinin kullanimina iliskin Hayvan

Etik Kurulu Yo6nergesine uygun olarak gerceklestirildi.

Deney Gruplari ve Deney Tasarimi

Caligsma 250-300 g agirliginda 50 erkek Wistar Albino si¢an {izerinde yiiriitiildii. Sicanlar
bes gruba ayrildi (n=10). Sicanlar 21+1°C sicaklik ve 12 saat aydinlik/karanlik periyoda sahip
bir ortamda tutuldu ve ad libitum olarak normal musluk suyu ve standart sigan yemi ile beslendi.

Gruplardaki hayvanlar agsagidaki tedavi ve prosediirlere tabi tutuldu.

1- Kontrol grubu: Bu grupta herhangi bir uygulama yapilmad: (n=10).

2- Sham Pinealektomi (Sham PX) grubu: Bu gruptaki siganlara ¢alismanin ilk gliniinde
sham PX uygulandi, yani pineal beze erismek icin kafatasinda bir delik acildi; bu delikten
forseps ile erisim saglandi, ancak pineal bez ¢ikarilmadi. Sicanlara 30 giin boyunca
intraperitoneal (ip) MEL ¢oziiciisii enjeksiyonlart yapildi (n=10).

3- Melatonin (MEL) grubu: Bu gruptaki siganlara ¢aligmanin ilk giiniinden itibaren 30
giin boyunca ip MEL (10 mg/kg/giin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (Yang, He, Wang ve
Zhang, 2021) enjeksiyonu yapildi (n=10).

4- Pinealektomi (PX) grubu: Bu gruptaki siganlara g¢alismanin ilk giininde PX
prosediirii uygulandi (n=10).

5- PX+MEL grubu: Bu gruptaki siganlara ¢alismanin ilk giliniinde PX prosediiri
uygulandi. Ek olarak, MEL (10 mg/kg/giin) ilk glinden baglayarak 30 giin boyunca ip olarak
enjekte edildi (n=10).
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Tim bu gruplardaki hayvanlar tedavi edildikten sonra, siganlar deneyin 30. giiniinde
dekapite edildi. Beyinler ¢ikarildiktan sonra, beyinler 6nce sag ve sol hemisferlere ayrildi; tim
beynin bir yarisi AQP1 ve AQP4 ekspresyon seviyeleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile belirlemek i¢in, diger yarisi ise immiinohistokimyasal analiz

i¢in kullanildi. Calismanin deneysel protokolii Sekil 1'de ifade edildi.

Pinealektomi . Melatonin
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Sekil 1. Calismanin Deneysel Protokolii

MEL Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Enjeksiyonu

MEL ¢6ziiciisti olarak etanol kullanilmis ve salin ile uygun konsantrasyona ayarlandi
(Matsubara vd., 2003). Siganlara ¢aligmanin ilk giiniinden baglayarak 30 giin boyunca ip MEL
(10 mg/kg/giin) MEL grubuna ve MEL ¢dziiciisii ise Sham PX grubuna enjekte edildi (Z. Yang
vd., 2021).

Pinealektomi Cerrabhisi

Anestezi uygulanmis siganlar (ksilazin-ketamin kokteyli (sirasiyla 10 mg/kg-90 mg/kg
i.p.)) stereotaksik bir gergeveye yerlestirildi (Qureshi, Kung, Hou, Collins I1I ve Sisto, 2022).
Sicanlarin iist kafa derisi tiras edildi ve Lambda bolgesini ortaya ¢ikarmak icin orta hat boyunca
enseye dogru kesildi. Kafatas1 kemiginin lambda bolgesine yakin dairesel bir pargasi Proxxon
Micromot 50/E matkap (Almanya) kullanilarak ¢ikarildi. Pineal bez forseps ile ¢ikarildi ve

sicanlar yogun bakima alindu.

MRNA Ekspresyon Diizeyinin Tespiti

Beyin dokusundan AQP1 ve AQP4 gen ekspresyonlar1 Exicycler 96 (Biooner) Real time
PCR cihaz kullanilarak tespit edildi. Beyin dokusundan total RNA piirifikasyonu i¢in Total
RNA Extraction Kit (Hibrigen, MG-RNA-01-100) kullanildi. Toplam RNA safligi ve
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konsantrasyonlar1 bir nano hacim spektrofotometresi ile belirlendi (IMPLEN, Germany). RNA
izolasyonundan sonra total RNA’dan cDNA sentezi cDNA synthesis kit (Hibrigen, MG-
CDNA-01) yardimu ile yapildi. 2X SYBR green PCR mix (Hibrigen, MG-SYBR-01-500) ve
rat spesifik primerler AQP1 (RefSeq ID: NM_012778.2) AQP4 (RefSeq ID: NM_001270559)
kullanilarak ¢cDNA gen bdlgeleri amplifiye edildi. Gen ekspresyonlarindaki degisiklikleri
hesaplamak icin 2"** Ct metodu (Livak ve Schmittgen, 2001), Housekeeping kontrol gen olarak
B-actin (RefSeq ID: NM 031144) kullanildi.

Immunohistokimyasal Analizler

Tespit, hidrasyon, dehidrasyon, saydamlastirma ve parafine gdommeden olusan rutin bir
histoloji prosediirii gergeklestirildi. Parafin bloklardan adhesivli slaytlara 5 um'lik kesitler
almak icin bir mikrotom kullanildi. Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama sonras1 dokularin
histolojik degerlendirmesi yapildi. AQP 1 ve 4 antikorlarinin degerlendirilmesi i¢in slaytlar,
her biri 15 dakika olmak tizere iki kez ksilende deparafinize edildi ve daha sonra azalan etanol
serisine alind1. Distile su ile yikandiktan sonra antijen retrival adimi i¢in Sitrat Buffer sollisyonu
(pH:6) (Citrate Buffer 100X-Sigma-Aldrich® C-9999) kullanildi. Slaytlar mikrodalgada
800W'ta 15 dakika tutuldu. Endojen peroksit aktivitesinden kaginmak i¢in 20 dakika boyunca
%3'lik Hp02 ¢ozeltisi kullanildi. Bir HRP/AEC(ABC) Saptama Immiinohistokimya Kiti
(Abcam®, ab93705) kullanildi. Fosfat Tamponlu Salin (PBS) ile ii¢ kez yikandiktan sonra 5
dakika boyunca protein blok soliisyonu (Abcam®, 61720) kullanild1. Anti-Aquaporin 1 antikoru
(Abcam®, ab9566) ve Anti-aquaporin 4 antikoru (Abcam®, ab9512), fosfat tamponlu normal
antikor seyrelticisi (ScyTek Lab, ABB125) ile 1:100 oraninda seyreltildi ve slaytlar, bir gece
4°C'de tutuldu. Ertesi giin PBS ile yikandiktan sonra biyotinlenmis ke¢i anti-polivalent serumu
(Abcam®, 62887) lamlara damlatild1 ve 30 dakika bekletildi. Tekrar bir PBS yikama asamasi
gerceklestirildi ve Streptavidin peroksidaz cozeltisi (Abcam®,62926) 30 dakika siireyle
kullanildi. Immiinohistokimyasal boyama i¢in 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromojen
(Pierce™ DAB Substrate Kit, Katalog numarasi: 34002) kullanildi. Distile su ile hizli bir
yikamanin ardindan slaytlar arka plan boyamasi i¢in Mayer’in Hematoksilen soliisyonuna
(GBL®, REF:5002) alind1. Maksimum 2 dakika siiren kontrollii boyamanin sonunda kesitler
musluk suyuyla yikandi, son olarak alkol serisine ve ksilene alind1. Yapistirmak icin Entellan®,
degerlendirme ve fotograf gekmek i¢in Leica® DM2500 LED arastirma mikroskobu kullanilds.
Kesitler histolojik puanlama (HSCORE) ile yar1 kantitatif olarak degerlendirildiler (Meyerholz
& Beck, 2018). (0, boyanma yok; 1+, zayif ancak tespit edilebilen boyanma; 2+,orta ya da

belirgin boyanma; 3+, yogun boyanma).
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Istatistiksel Analizler

Istatistiksel veri analizi, Windows yazilimi i¢in IBM SPSS istatistik siiriim 25.0 iizerinde
gerceklestirilmistir. Verilerin normal dagilim gosterdigi Kolmogrov Simirnov testi ile
belirlendi (p>0.05). Coklu karsilastirmalar Tukey HSD diizeltmeli One Way Anova Testi ile
analiz edildi. Bulgular ortalama + standart sapma (SD) olarak sunuldu ve p <0.001 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Arastirmanin Sinirhiliklar:
Bu ¢alismada arastirma projesinin biitce yetersizligi sebebi ile beyinde bulunan diger su
kanallar1 degerlendirilemedi, glenfatik sistemde en ¢ok etkin olduguna inanilan iki su kanali

(AQP1 ve AQP4) diizeyleri degerlendirildi.
BULGULAR

AQP4 mRNA Ekspresyonu Bulgular

Otuz giinlik ip eksojen MEL tedavisinin beyindeki AQP4 mRNA ekspresyonlari
tizerindeki etkisi Sekil 2°de sunuldu. Calismadaki gruplar karsilastirildiginda Kontrol ve Sham
PX gruplar arasinda AQP4 seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
tespit edildi. PX cerrahi grubunda (PX grubu) AQP4 mRNA seviyesi diger gruplara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdi (p<0.001). Diger gruplarla karsilastirildiginda
10 mg ip eksojen MEL verilen MEL grupta AQP4 mRNA ekspresyonunun istatistiksel olarak
anlaml diizeyde arttig1 goriildii (p<0.001). PX cerrahisi uygulanan ve ayn1 zamanda eksojen
MEL tedavisi uygulanan (PX+MEL) grubun AQP4 mRNA ekspresyonunun PX grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir 1yilesme gosterdigi tespit edildi (p<0.001).
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Sekil 2. Pinealektomi (PX) ve Melatonin (MEL) Uygulamalarimin AQP4 mRNA Ekspresyonu Uzerindeki
Etkileri. Farkh harflerle isaretlenmis gruplar istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (p<0.001).
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AQP1 mRNA Ekspresyonu Bulgular:

Otuz giinlik ip eksojen MEL tedavisinin beyindeki AQP1 mRNA ekspresyonlari
tizerindeki etkisi Sekil 3’te sunuldu. Calismadaki gruplar karsilastirildiginda Kontrol, Sham PX
ve MEL gruplart arasinda AQP1 seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 tespit edildi. PX cerrahisi yapilarak MEL yoksunlugu olusturulmus (PX grup)
gruptaki siganlarin AQP1 seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlemlendi
(p<0.001). Ancak sadece PX cerrahisi yapilan grubun (PX grup) AQP1 seviyeleri ile PX
cerrahisinin yaninda MEL tedavisi verilen grubun (PX+MEL grup) AQP1 seviyeleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: tespit edildi.

1,4 -

1,2 A
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08 4 [EinisEns) b

0,6 4 [

0.4

02 4 [

Relatif AQP1 mRNA ekspresyonu

\
.

0
Kontrol Sham PX PX MEL PX+MEL

Sekil 3. Pinealektomi (PX) ve Melatonin (MEL) Uygulamalarinin AQP1 mRNA Ekspresyonu Uzerindeki
Etkileri. Farkl harflerle isaretlenmis gruplar istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (p<0.001).

Hematoksilen- Eozin Boyama Sonuclari

Gruplarin tlimiine uygulanan Hematoksilen-Eozin boyamasi sonucunda, gruplarin
timiinde beyin boliimleri ve tabakalarinin ayrimi yapilabildi (Sekil 4A-E). PX ve PX+MEL
gruplar1 disindaki biitiin beyin dokular1 normal histolojik goriintii sergilediler (Sekil 4A, 4B ve
4D). PX grubunda perindronal vakuolizasyon, genis dejenere alanlar ve hemorajik alanlar
gozlendi (Sekil 4C). PX+MEL grubunda ise perindronal vakuolizasyon gosteren hiicre
sayisinin azaldigi, dejenere alanlarin kiigiildiigli, genel yapinin PX grubuna gore daha iyi bir

goriiniim sergiledigi tespit edildi (Sekil 4E).
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Sekil 4. HXE boyamasi yapilan beyin dokularinda genel goriintii. (A: Kontrol, ok: pia mater, siyah ¢izgi: serebral
korteks, ok baslari: serebral kortekse ait hiicrelerin g¢ekirdekleri B: Sham, ok baslari: serebral kortekse ait
hiicrelerin ¢ekirdekleri C: PX, ok: perindronal vakuolizasyon, asteriks: hemorajik alanlar, ok baslari: dejenere
alanlar D: MEL, ok: pia mater, siyah ¢izgi: serebral korteks E: PX+MEL ok: perindronal vakuolizasyon, ok baglari:
kii¢iilmiis dejenere alanlar)
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AQP1 ile Yapilan immunohistokimyasal Boyama Sonuclar

AQPI1 ile yapilan immunohistokimyasal boyama sonucunda biitiin gruplara ait beyin
dokularinda pozitif reaksiyon gozlendi. Kontrol ve Sham gruplarinda birbirine benzer sekilde
(Sekil 5A ve B) koroid pleksusta yogunlagsmis, beyin dokusu genelinde ise oldukca az sayida
hiicrede immun pozitivite goriildii. BOS yapiminin ve geri emiliminin yapildig: alanlar olarak
ve literatiire uyumlu sekilde bu bélgede goriilen pozitivite normal kabul edildi. PX grubunda
ise, koroid pleksusa yerlesmis hiicrelerde pozitivite goriiliirken, buna ek olarak beyin
korteksinde sinirli alanlarda (Sekil 5C) immun pozitif hiicreler de goriildii. MEL grubunda
koroid pleksusta immun pozitivite gosteren hiicreler olduk¢a kuvvetli idi. Buna ek olarak
serebral korteksin molekiiler katmaninin altinda yerlesmis tiim alanlarda yaygin ancak zayif
immun tutulum gosteren hiicreler vardi. Molekiiler katmanda lokalize hiicrelerde immun
tutulum olmadig1 dikkat ¢ekiciydi (Sekil 5D). Ventrikiil duvarini déseyen ependim hiicrelerinde
immun reaksiyon belirgindi. Ek olarak damar duvarini olusturan endotel hiicrelerde tutulum
olmazken, tunika media’da immun pozitivite goriildii (Sekil 5E). Son olarak PX+MEL grubuna
ait kesitlerde koroid pleksus’un boyanma yogunlugunun MEL grubuna gore belirgin sekilde
azalmis oldugu goriildii. Serebral korteksin genelinde tek tiik hiicrede pozitiflik belirlenirken,

damar duvarlarinda ya da damarlarin i¢ yiiziinde immun pozitif hiicreye rastlanmadi (Sekil 5F).
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A

Sekil 5. AQP1 Antikoru ile Boyama. (A: Kontrol, ok: koroid pleksus’ta immunpozitif reaksiyon; ok baglari:
immunpozitif hiicrelerin ¢ekirdekleri, B: Sham, yildiz: koroid pleksus’ta immunpozitif reaksiyon; ok baglar::
immunpozitif hiicrelerin ¢ekirdekleri, C: PX, yildiz: koroid pleksus’ta kontrol ve sham gruplarina gére azalmis
immunpozitif reaksiyon; daire: lokal immunpozitivite, D: MEL, ok baslar1: néronlarda pozitif immun reaksiyon,
doku genelinde yaygin ancak zayif reaksiyon goriiliiyor, E: MEL, ok: damar duvarinda immun pozitif reaksiyonu

isaret ediyor, F: PX+MEL, ok: koroid pleksus’ta immunpozitif reaksiyon gosteren hiicreler; ok basi: damar
duvarinda herhangi bir pozitif reaksiyon gériilmiiyor.)

“'\..
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AQP4 ile Yapilan immunohistokimyasal Boyama Sonuclar

APQ4 proteininin beyindeki dagilimini gozlemlemek i¢in immunohistokimya boyamasi
yapildi. Boyama sonucunda biitiin gruplara ait beyin dokularinda pozitif reaksiyon gozlendi.
Sonuglar, MEL grubunda AQP4 proteininin dagiliminin, PX grubuna kiyasla agik¢a arttigini
gosterdi. Tiim gruplarda pia mater hatt1 boyunca AQP4 boyanmasinin belirgin oldugu ancak
eksojen MEL uygulanan grupta boyama yogunlugunun belirgin sekilde arttigi gorildii.
Ozellikle molekiiler katmanda yer alan hiicrelerin AQP4 ile digerlerine gore daha yogun
boyandig1 goriildii ve bu durum tiim gruplarda gézlendi. Kontrol grubunda pia mater hatti,
ventrikiiler sinir hiicreleri, endotel hiicreleri ve perivaskiiler hiicrelerde boyanma yogunlugunun
diisiik oldugu goriildii (Sekil 6A). Sham grubunda ventrikiil simirindaki ependimal hiicre
hattinda boyanmanin ekzojen MEL uygulanan gruba goére daha az oldugu gozlemlendi. Ancak
ventrikiilleri ¢evreleyen ependimal hiicre hattindaki immiin reaksiyon yogunlugu kontrol
grubuna gore daha ytiksekti (Sekil 6B). Pozitif boyali AQP4 hiicreleri, eksojen MEL kullanilan
gruba kiyasla 6nemli 6l¢iide daha azdi (Sekil 6C). PX grubunda pia mater hatti, perivaskiiler
doku ve endotel hiicrelerinde boyanmanin yogunlugunun daha diisiik olmasi, MEL yoklugunda
AQP4 su kanallarinin aktivasyonunda ciddi bir azalma oldugunu gosterdi. Buna ragmen koroid
pleksus, anti AQP4 antikoru ile immiin boyamaya pozitif reaksiyon gosterdi (Sekil 6D).
Molekiiler katmanda AQP4 immiin boyasi ile pozitif reaksiyona giren hiicrelerin sayisinda da
artig vard1 (Sekil 6E). Bu grupta perindronal 6dem gosteren néronlarin oldugu gorildi (Sekil
6F). MEL grubunda, pleksus koroideus boyunca uzanan hiicrelerde (Sekil 6G) ve lateral
ventrikiil duvarini sinirlayan ependimal hiicre hattinda (Sekil 6H) yogun boyanmanin oldugu
gozlendi. PX+MEL grubunda, perivaskiiler astrositlerde, endotel hiicrelerinde, pleksus
koroideusta ve ventrikiil duvarini kaplayan hiicrelerde (Sekil 61-J) PX grubuna kiyasla giiglii

immiin reaksiyonlar gézlendi. Immun reaksiyonun siddeti MEL grubuna gore daha zayift1.
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A

S e o (g

Sekil 6. AQP4 Antikoru ile Boyama (A: Kontrol, oklar: ventrikiiler hatta diisiik yogunluklu AQP4 immiin
reaktivitesi, ok basi: perivaskiiler diisiik yogunluklu AQP4 immunreaktivite, B: Kontrol, ok: diisiik yogunluklu
pozitiflik gosteren ependimal hiicre ¢izgisi, C: Sham, ok: AQP4 i¢in diisiik yogunluklu boyama, D: PX, oklar:
Ventrikiillerin AQP4 pozitif immiinoreaktif hiicreleri yildiz: koroid pleksusta pozitif reaksiyon, E: PX, oklar: Pia
mater’de diisiik yogunluklu immun reaksiyon ok baglari: molekiiler hiicre katmaninda pozitif reaksiyon gosteren
hiicreler, F: PX, oklar: perindéronal dem gosteren néronlar ok baslari: ndronal dejenerasyon, G: MEL, ok: AQP4
ile immiin boyama i¢in pozitif reaksiyon gdsteren bir astrosit kirmizi yildiz: lateral ventrikiilii kaplayan hiicrelerin
yiiksek yogunlukta boyanmasi H: MEL, ok baslari: endotel hiicrelerinin ¢ok yiiksek yogunlukta boyanmasi, I:
PX+MEL, ok: pia materde gii¢lii immun reaksion ok basi: Giiglii bir pozitif reaksiyona sahip perivaskiiler
yerlesimli astrosit, J: PX+MEL, ok: perivaskiiler dokuda giiclic immun reaksiyon ok basi: endotelde giiglii pozitif
reaksiyon)
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TARTISMA

Glenfatik sistemin isleyisi, uyku sirasindaki BOS infiltrasyonu ile metabolik atiklari
beyinden uzaklastirmay1 saglayan BOS dolasimi arasindaki iliskiye dayanmaktadir (Chong,
Garic, Shen, Lundgaard ve Schwichtenberg, 2022; de Laurentis vd., 2021). Bu yiizden koroid
pleksus epitelinde ifade edilen ve BOS iiretiminden sorumlu olan AQP1 ile beyin-BOS ve kan-
beyin bariyerinde bol miktarda ifade edilen ve osmoregiilasyona katilan AQP4, glenfatik sistem
ile yakindan iliskilidir (King ve Agre, 1996; Manley vd., 2000). Bununla birlikte, son ¢alismalar
BOS ve interstisyel sivi dagilimimin sirkadiyen ritmin kontrolii altinda oldugunu ileri
stirmektedir.

Bu ¢alismada sirkadiyen ritmi diizenleyen MEL’in yoksunlugunun (PX) ve eksojen MEL
tedavisinin, AQP4 ve AQP1 ile iligkisi arastirildi. Spontan hipertansif sicanlarin beyninde
AQP1 ve AQP4'iin ekspresyonunun arastirildig bir ¢alismada AQP1 ve AQP4'iin ifadesinde
artis tespit edilmis ve bu artisin kan beyin bariyerlerindeki ve/veya kan-BOS bariyerindeki sivi
degisimini diizenleyebilecegi ileri siiriilmistiir (Tomassoni, Bramanti ve Amenta, 2010).
Cerrahi olarak 6 hastadan elde edilen beyin kontiizyonu ile iliskili beyin 6demi dokusunda
AQP1 ve AQP4'iin ifadesinin arastirildigi bir calismada, 6demli doku ve c¢evresinde bulunan
astrositlerde AQP1 ve AQP4'in giiclii bir sekilde ifade edildigi gosterilmistir. Bu giiglii ifade,
hasarli dokudaki su giris c¢ikisinin diizenlenmesi ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir
(Suzuki vd., 2006). Ancak sicanlarda AQP4'in TGN-020 ile inhibisyonunun serebral iskemi
sonrasit olusan 6dem {iizerindeki etkisini arastiran bir ¢alismada, AQP4'ln inhibisyonu ile
O0demin azaldig1 ve fonksiyonel iyilesmenin saglandigi ileri siiriilmektedir. Bu calismanin
sonucunda AQP4’{in patolojinin ilk asamasinda hiicresel 6dem olusumuna neden oldugu fakat
yaralanma sonras1 donemde 6demin ortadan kaldirilmasinda hayati bir rol oynadigi tespit
edilmistir (Sun vd., 2022). Siganlarda global serebral iskemik 6demi takiben AQP4 ve AQPI
ekspresyonundaki zamana bagli degisikliklerin arastirildigi bagka bir ¢alismada ise AQP4
ekspresyon diizeylerinde degisiklik goriilmezken AQP1 ekspresyon diizeylerinde 24. saatteki
azalma iskemi sonrasi1 koroid pleksustaki nekroz ile ve 48. saatteki artis ise koroid pleksustaki
iyilesme ile iliskilendirilmistir (Akdemir, Kaymaz, Gursoy-Ozdemir, Akalan ve Akdemir,
2016). Yapilan diger bir calismada farelerde AQP4'iin genetik olarak silinmesi beyin su
iceriginde ve interstisyel s1vi hacminde artis ve ventrikiiler hacimde azalma ile sonu¢lanmigtir
(Gomolka vd., 2023). Koroid pleksus epitelinde AQP1'in bloke edilmesinin ise BOS {iretimini
azalttig1 gosterilmistir. Bu durum fizyolojik kosullarda istenmeyen bir durum olsa da AQP1'in

asag1 regiilasyonu, kafa i¢i basincinin artmasi ve/veya BOS'un zayif drenaji ile iliskili bazi
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norolojik bozukluklara kars1 koruyucu olabilir (Nabiuni, Nazari, Safaeinejad, Delfan ve Miyan,
2013). AQP1 ile ilgili ¢alismalardan elde edilen veriler, AQP1’in ayn1 zamanda kapil1 bir iyon
kanali olarak katkida bulunabilecegini ve AQP1 aracili iyonik iletkenligin BOS salgisinin
diizenlenmesi i¢in fizyolojik 6neme sahip oldugunu gostermektedir (Channels, 2005). Deneysel
olarak AQP4 eksikligi ve vazojenik 6dem patolojisi olusturulmus farelerde artmis beyin sismesi
daha kotii bir sonuca sahiptir, ¢iinkii bu patolojik durumda 6dem ¢oziiniirliigii icin AQP4'in
gerekli oldugu bildirilmistir (Papadopoulos, Manley, Krishna ve Verkman, 2004). Hatta AQP4
eksikligi olan farelerin sporadik oranlarda spontan hidrosefali sergiledigi rapor edilmistir (Feng
vd., 2009). Calismalar, AQP4 eksikligi olan hayvanlarin, ileri evre merkezi sinir sistemi
hasarinda kontrol hayvanlarina gére daha yiliksek merkezi sinir sistemi su igerigi seviyeleri
gosterdigini ortaya koymustur (Yates, 2020). Inatc1 epilepsi hastalarinin anterior temporal
neokorteksinin cerrahi 6rneklerinde AQP1 ekspresyonunun arastirildigi bir ¢alismada yiiksek
AQP1 ekspresyonu tespit edilmistir. Ancak astrositlerin AQP1 ekspresyonundaki artigin inatci
epilepsi i¢in neden ya da sonug oldugu kesinlik kazanmamaistir (Zhou, Sun, Liu, Wang ve Liu,
2008). Yapilan baska bir calismada ise Alzheimer'in erken donemi ile iliskili olan stilfatid
eksikligi kosullar1 altinda AQP4'lin 6nemli 6l¢lide arttigi, diger ana beyin akuaporinlerinden
AQP1'in ise degismedigi ortaya konmustur (Palavicini vd., 2022).

Calismamizda kontrol, sham PX ve MEL gruplarimin AQP1 seviyelerinin
karsilagtirllmasinda bu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: tespit
edildi. MEL yoksunlugu (PX cerrahisi) AQP1 seviyesini diisiirdii. Ancak PX cerrahisinin
yaninda MEL tedavisi verilen grupta AQP1 seviyelerinde sadece PX cerrahisi yapilan gruba
gore anlamli bir artig gozlenmedi. Caligmamizda kontrol ve sham PX grubu AQP4 seviyelerinin
karsilastirilmasinda bu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: ancak PX
cerrahisi yapilan gruptaki (PX grubu) siganlarin AQP4 protein seviyesinin diger gruplara
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi bulundu. MEL yoksunlugu olan
sicanlarda tespit edilen AQP4 protein seviyesindeki azalma, kan-beyin bariyerindeki su
gecirgenliginde ve paravaskiiler BOS-interstisyel sivi degisiminde bir aksaklik olabilecegini
diistindiirmektedir. Oysa glenfatik sistemin ¢alismasi i¢in sivi gegirgenliginin ve degisiminin
fizyolojik sinirlarda devam etmesi 6nemlidir.

Onceki calismalarda uyku sirasinda uyamkliga kiyasla glenfatik sistemin atik iiriinlerinin
daha verimli bir sekilde temizledigi (Demiral vd., 2019), uyanik beynin sinirhi glenfatik
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Hatta uyanik fareler iizerinde yapilan bir calismada

glenfatik akisin sirkadiyen ritmin kontrolii altinda olmadigi tespit edilmistir (Hablitz vd.,
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2020b; Han vd., 2023; Xie vd., 2013). Kronik uyku bozuklugu fare modelinde glenfatik
klirensin islevsel bir diizenleyicisi olan AQP4'iin patofizyolojik rollerini arastiran bir
calismada, AQP4'in silinmesinin beyinde glenfatik taginmanin bozulmasina ve Alzheimer
Hastaliginda goriilen B-amiloid ve Tau proteinlerinin birikmesine neden oldugu gosterilmistir
(Zhang vd., 2020). Ayrica BOS dagiliminin sirkadiyen kontrol altinda oldugu ve AQP1 ve
AQP4'iin fizyolojik kosullar altinda BOS ve intraserebral s1ivi homeostazinda merkezi roller
aldig1 bilinmektedir (Szczygielski, Kopanska, Wysocka ve Oertel, 2021Db).

MEL’in sirkadiyen ritim diizenleyicisi olarak glenfatik sisteme destegi lizerine yapilan
calismalar degerlendirilmis ve MEL’in hem sirkadiyen ritmi diizenledigi hem de PVS'den
gecisi kolaylastirdigi varsayilmistir (Reiter vd., 2023). Pineal bezde iiretilen MEL’in dogrudan
ticlincii ventrikiile salindigina ve astrositler ile glial hiicrelerde MEL bulunduguna dair kanitlar
vardir (Tan, C Manchester, Sanchez-Barcelo, D Mediavilla ve J Reiter, 2010). Baz1 kanitlar
MEL'in BOS'tan spesifik olarak uzaklastirllmasiin fizyolojik etkilerini bozdugunu
gostermektedir (Tricoire, Moller, Chemineau ve Malpaux, 2003). Buna ek olarak, baska bir
calisma BOS'un MEL'in epifiz bezinden beyin dokusuna, dzellikle de beynin periventrikiiler
bolgelerine taginmasi icin merkezi bir yol olarak rol oynadigini géstermistir (Legros, Chesneau,
Boutin, Barc ve Malpaux, 2014). Yapilan 6nceki ¢alismalar, depresyon modellerinde glenfatik
fonksiyondaki bozuklugun azalmis astrosit sayilar1 ve AQP4 polarizasyon kaybi ile birlikte
ortaya ¢iktigini gostermistir. MEL tedavisinin astrosit sayisint ve AQP4 polarizasyonunu
korudugu, dolayisiyla glenfatik sistemin akis ve c¢ikis islevleri de dahil olmak iizere temel
yapisini ve islevini restore ettigi ve glenfatik sistemin sirkadiyen ritminin kismen kortikal
astrositlerdeki AQP4 perivaskiiler vaskiiler polarizasyon tarafindan diizenlendigi ileri
stiriilmektedir (Hablitz vd., 2020b; Liu vd., 2020; Yao vd., 2023).

Calismamizda eksojen MEL verilen siganlarda (MEL grup) AQP4 seviyelerinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 goriildii. PX cerrahisi uygulanan ve ayn1 zamanda
eksojen MEL tedavisi uygulanan (PX+MEL) grubun AQP4 seviyelerinin PX grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi. Yiiksek AQP4 yogunlugu, suyun
koroid pleksus stromasinin i¢ine ve dismma taginmasini kolaylastirabilir ve merkezi sinir
sistemindeki metabolitler i¢in bir drenaj ve temizleme yolu olarak hizmet edebilir (Mack,
Bihlmaier ve Deffner, 2023). MEL’in buradaki olas1 olumlu etkisi, AQP4 polarizasyon kaybini
engellemesi, kan-beyin bariyerinden su gecirgenligini ve paravaskiiler BOS-interstisyel sivi
degisimini fizyolojik siirlara tagimasi seklinde yorumlanabilir. Akuaporinler serebral 6demin

olugmasinda veya ¢oziilmesinde 6nemli bir role sahiptir (Manley vd., 2000). Baska bir deyisle,
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AQP4 protein seviyesindeki artis vazojenik beyin édeminin olusumunu engeller ve 6demin
vazojenik bileseninin temizlenmesine katkida bulunur. Akut omurilik hasar1 olan farelerde kan-
omurilik bariyerinin bozulmasina karst MEL’in etkinligini aragtiran bir ¢alismada, MEL’in
mikrovaskiiler bariyer fonksiyonunu ve omurilik hasarinin mikrosirkiilasyonunu stabilize
edebilecegi ve hasarli kan-omurilik bariyerinin onarimini tesvik edebilecegi one siiriilmiistiir
(Wu vd., 2014). Kiiclikbas hayvanlarda yapilan bir ¢alismada ise MEL’in hayvan koroid
pleksusunda transseliiler su tasiniminda rol oynayan akuaporinlerin ekspresyonunu arttirdigi

rapor edilmistir (Szczepkowska, Kowalewska ve Skipor, 2019).

SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma ile hizli su tasinmasini saglayan ve ventrikiillerdeki BOS’u diizenleyen su
kanallarindan AQP4 ifadesinin MEL uygulamasi ile 6nemli 6l¢iide arttigina, AQP1 ifadesinin
ise degismedigine dair RT-PCR ve immiinohistokimyasal kanitlar sagladik. Bu bulgular, MEL
yoksunlugunda beyindeki AQP4 seviyelerinin énemli 6lgiide azaldigini ancak eksojen MEL
uygulamasinin AQP4 protein ekspresyonunu arttirarak tasinma ve atik eliminasyonu ile BOS-
interstisyel sivisi diizenlemesini saglayan glenfatik sistemin siirdiiriilmesi ig¢in umut verici bir

ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Not
Bu proje Karabiik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan

desteklenmistir (Proje No: KBUBAP-22-KP-144).
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