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OZET

Aquaporin 1 (AQP1)’in merkezi sinir sistemindeki yeri ve homeostasisteki
onemi pekgok calismada gosterilmistir. Buna karsin periferik sinir sistemindeki
rolii az sayida ¢alismaya konu olmustur. Calismamizda siyatik sinirin sik goriilen
hasar ¢esitlerinden biri olan kesi hasarinda, sinirin proksimal, lezyon alami ve
sinirin distal bolimiinde hasarin 2., 24. ve 48. saatlerinde AQPI’in
lokalizasyonunun ve yogunlugunun tespit edilmesi amaglanmistir. Calismamizda,
Mus musculus tiirti 30 Balb/C fare kullanilmistir. Denekler, kontrol, sham, kesi
olmak tizere li¢ gruba ayrilmistir. Kesi grubu 2. postoperatif saat, 24. postoperatif
saat, 48. postoperatif saat olmak iizere {li¢ alt gruba ayrilmistir. Bu gruplarda
AQP1 ekspresyon diizeyleri kantitatif olarak analiz edilmistir. Kesi sonrasi sinirin
proksimalinde, distalinde ve kesi yerinde AQP1 ekspresyonunda hasarin 2., 24. ve
48. saatlerinde bir artis gozlendi. En bariz artis ise lezyon alaninda ve 24,
postoperatif saatte gozlendi. Lezyon sonrasinda proksimal goévdede daha az
oranda AQP1 immunreaktivitesi gézlendi. Buna karsin lezyon alaninda ¢ok biiyiik
siddette, sinirin distal gévdesinde ise sinir travmasin ozellikle 24. saatte AQP1
ekspresyonunun artis gosterdigi tespit edildi. Bu bulgular dogrultusunda AQP1
immunreaktivite artigi, artan agr1 ve bunun iletiminde gergeklesen artmig sinaptik
aktiviteyle ilgili olabilecegi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Siyatik Sinir, Aquaporin 1, Dejenerasyon, Rejenerasyon



ABSTRACT

It has been shown that the importance of AQP1 in homeostasis and the
place in the central nervous system. On the contrary that, very few studies has
been the subject role in the peripheral nervous system. In our study, the cut injury
which is commonly seen of the sciatic nevre as one of injury, proximal, lesion
area and in the portion of distal of the nevre, detection has been aimed that the
localization and density of AQP1 in 2nd, 24th and 48th hours. In our study, Mus
musculus type 30 female Balb/ C mice were used. Subjects, divided into three
groups as control, sham and incision. Also incision group were divided into three
sub-groups 2nd postoperative hour, 24th postoperative hours, 48th postoperative
hours. In the groups AQP1 expression levels were analyzed quantitatively. After
incision in the proximal, the incision and distal of the nerve an increase in the
expression of AQP1 at 2nd, 24th and 48th hours of the damage was observed. The
most obvious increase was observed in the lesion area of nerve and 24 th
postoperative hours. After a lesion in the proximal body to a lesser extent AQP1
immunoreactivity was observed. In contrast, increased expression of AQPL1 in
lesion area by very large intensity and post injury in 24th hour in body distal of
nevre have been identified. According to these findings, the increased AQP1
immunoreactivity could be related to increased pain and the increased synaptic
activity realized in the transmission.

Key Words: Sciatic Nerve, Aquaporin 1, Degeneration, Regeneration
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AQP1: Aquaporin 1
CHIP : Channel-forming Integral Protein (Kanal olusturan integral protein)

kDa : Kilodalton
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GIRIS VE AMAC

Periferik sinir yaralanmasi sonrasi fonksiyonlarin en kisa siirede ve optimal
diizeyde geriye donmesi temel tedavi stratejisidir. Ancak cerrahi alet ve ekipmanlardaki
pek cok yenilige ve cerrahi tekniklerdeki ilerlemelere ragmen periferik sinir iyilesmesi
suboptimal diizeyde kalmaktadir. Bu da sinir rejenerasyonunun dogasmin daha fazla
anlasilmasi gerektigini kaginilmaz kilmaktadir.

Periferik sinir yaralanmalari ¢ogunlukla sinirde gerilme, ezilme ve kesilme
nedeniyle meydana gelmektedir. Yaralanmayla birlikte lezyon alaninin proksimalinde,
distalinde ve lezyon alaninda 6nemli degisiklikler meydana gelir. Yaralanma sonrasi
sinirde meydana gelen degisiklikler ilk 6 saat igerisinde meydana gelir. Once
perikaryondaki ¢ekirdek perifere dogru go¢ eder ve Nissl cisimciklerinin yapilari
bozulur ve biitiin néroplazmaya dagilir. Hasarli bolgenin distalinde, akson ve myelin
kilifin fragmantasyonu, norotiibiil ve ndroflamentlerin diizensizlesmesi ve sonug olarak
aksonal yapinin tamamen bozulmasi ile Kkarakterize olan Wallerian dejenerasyonu
meydana gelir [1-5]. Makrofajlar ve Schwann hiicreleri dejenere olan myelin kilifi ve
akson yikintilarin1 fagosite ederek, yarali bolgeyi 1 haftadan 1 aya kadar olan zaman
icerisinde temizler [1, 6-8]. Dejenerasyonun ilerleyen donemlerinde Schwann hiicreleri
Biingner bandlar1 ad1 verilen tiipleri olustururlar. Bu tiip igerisine giren rejenere lifler
distal hedeflerine ulasmak iizere yol alirlar [1, 5, 9-11].

Periferik sinirin fonksiyonlarin1 yerine getirebilmesi ig¢in; periferik sinirin
merkezi sinir sistemindeki uygun bir hiicre govdesi ile baglantili olmasina ve yeterli
miktarda oksijen destegine gereksinimi vardir. Yaralanmadan sonra ilk 48-96 saatlik
dilimde akson devamlilig1 kaybolur ve impuls iletimi bozulur. Sinirin tam iskemisinde
ise sinir fonksiyonu 30-90 dakika iginde hizla bozulur [12-15]. Iskemide ortaya ¢ikan
noral doku hasarinin derecesi bu siiregteki kan akimi ve iskeminin siiresi ile dogrudan
baglantilidir [14].

AQP1’in merkezi sinir sistemindeki yeri ve homeostasisteki dnemi pekcok
caligmada gosterilmistir. Buna karsin periferik sinir sistemindeki rolii az sayida
caligmaya konu olmustur. Matsuzaki ve arkadaslar1 [16] AQPI1’in kan sinir bariyeri
hiicrelerinde ve perikondriumda yerlesimini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada AQP1’in
epindral kilifin sadece dis tabakalarinda lokalize oldugu, bunun yani sira sinir igerisinde
yer alan damarlarda da yer aldigi gosterilmistir. Fare periferik sinirinde ise AQP1’in
lokalizasyonunu konusunda literatiir taramalarimiz sadece bir ¢alismayi isaret etmistir.
Oshio ve arkadaglar1 [17] dorsal kok ganglionlari, trigeminal sinirin kaudal niikleusunda
ve medulla spinalis’te AQP1 ekspresyonunu gostermislerdir.

Santral sinir sistemi dokularinda ¢esitli patolojik durumlarda AQP ekspresyonu
literatiirde rapor edilmis olmasina karsin; periferik sinir sisteminde AQP ekspresyonu az



sayida c¢alismada gosterilmistir. Bunun yami sira periferik sinir hasari sonrasi AQP
ekspresyonu lizerine az ¢alisma bulunmaktadir.

AQPI’in merkezi sinir sistemindeki yeri ve homeostasis’teki onemi yapilan
birgok c¢alismada gosterilmistir [18-19]. Ayrica insan siyatik sinir biyopsi orneklerinde
AQPI’in varhig1 gosterilmesine ragmen periferik sinir sitemindeki ekspresyonu yeteri
kadar calisitlmamistir [20]. Matsuzaki ve arkadaslarinin kan sinir bariyerinden su
gecisini aydinlatmak i¢in sigan siyatik sinirinde yaptiklari ¢alismalarinda AQP1’in kan
sinir bariyeri hiicrelerinde ve perikondriumda varligin1 belirlemislerdir [16].
Aquaporinlerin timor gelisimi ve anjiogenez ile iligkili oldugu da rapor edilmistir.
AQP1’den yoksun farelerde yapilan bir calismada timor gelisimi, anjiyogenezin
bozulmus olmasindan dolay: zayif kaldigi gosterilmistir [20].

Sinirin en sik goriilen hasarlarlarindan biri travmatik yaralanmalardir. Sinir
kesisi sonrasi sinir igerisinde bulunan aksonlarin kesintiye ugramasi yaninda siniri
besleyen damarlar da kesintiye ugrar. Pek ¢ok viicut hiicresinde oldugu gibi sinir
hiicresi de fonksiyonlarini yerine getirirken su molekiiliine ihtiya¢ duyar. Suyun viicut
boliimleri arasinda dagilimi siki bir sekilde denetlenir. Aquaporinler de bu noktada
onem kazanmaktadir. Bu baglamda siyatik sinirin damarlarinin (epinéral pleksus ve
intrandral plexus) sinir kesisi ile kesintiye ugramasi sonrasinda lezyon alaninda ve
distalinde yogun anjiogenik aktivitenin olusabilecegi dikkatten ka¢mamalidir.
Calismamizda, sinir kesisi sonrasi siyatik sinirin beslenmesinde ve su transportunda rol
alan aquaporinlerin ekspresyonununda artis olabilecegi hipotezi test edilecektir. Bu
baglamda, ¢aligmamizinda siyatik sinirin sik goriilen hasar g¢esitlerinden biri olan kesi
hasarinda sinirin proksimalinde, lezyon alaninda ve sinirin distalinde hasarin 2., 24. ve
48. saatlerinde AQP1’in lokalizasyonunun ve yogunlugunun tespit edilmesi
amaclanmugtir.



GENEL BIiLGI

2.1.  Periferik Sinir

Embriyolojik olarak periferik sinirler ektoderm tabakasindan gelisir [21].
Periferik sinir sistemi, santral sinir sistemi ile periferal organlar arasinda ¢ift yonlii
uyarimi saglayan, boylece motor, duyu ve otonomik fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan bir sistemdir.

Schwann hiicreleri periferik sinir sisteminin noroglia hiicreleridir [2, 22, 23].
Schwann hiicreleri hem myelinli hem de miyelinsiz sinir liflerini destekler. Miyelin
kilif, sinir impulslariin  hizli iletilmesini saglar. Akson tepecigi ile akson
terminallerinde miyelin kilif yoktur. Schwann hiicreleri ayn1 zamanda, periferik sinir
sistemindeki yikintilar1 temizler ve yaralanma sonrasi aksonlarin rejenere olmasina
yardimet olur [1-2, 6, 9, 22].

2.2.  Periferik Sinirin Konnektif Dokusu
Periferik sinir sistemini saran kiliflar i¢ten disa dogru endoneurium, perineurium
ve epineurium'dur.

a- Endoneurium: Aksonlari saran ve perineurium iginde tutan fibroblastlar, kollajen ve

retikiiler lifler, mast hiicreleri, makrofajlar ve kapiller sistemden olusan bag dokusudur
[24-26].

b- Perineurium: Birkag sinir lifini sarar ve fasciculus adi verilen yapinin olugsmasini
saglar [27]. Fassikiil sayisina gore sinirler monofassikiiler, oligofassikiiler ve
polifassikiiler sinirler olarak siniflandirilirlar. Seyirleri sirasinda diger fassikiiller ile
baglant1 kurarlar. Sunderland’e gore fassikiiller arasi baglantilar periferik sinirin
proksimalinde daha fazla, fakat distale dogru gidildik¢e fassikiiller arasi baglantilar
azalir [28].

c- Epineurium: Siniri saran gevsek kollajen bag dokusudur. Siniri hareket sirasinda
travmalardan korumakla gorevlidir. Epineurium’un kalinlig1 bireylere gore, sinirin

tipine ve seviyesine gore farklilik gosterir. Kalinlik sinirin distaline dogru gittikce azalir
[27].

2.3.  Periferik Sinirin Damarsal Beslenmesi

Periferik sinirler damarsal beslenme bakimindan zengindir [29]. Periferik
sinirlerde uyar1 iletimi ve aksonal transport i¢in gerekli olan enerji, endoneurium,
perineurium ve epineurium tabakalarinda bulunan ve birbirleriyle baglantili olan
vaskiiler sistem sayesinde saglanmaktadir [30]. Periferik sinirin farkli segmentleri ve
tabakalar1 arasinda iyi gelismis kollateral dallar tarafindan olusturulan genis damar
pleksuslar1 vardir [31-33]. Bu damar pleksuslari, ekstrinsik ve intrinsik sistem olan iki
fonksiyonel boliimden olusur [32]. Ekstrinsik sistem, degisen capta ve genellikle komsu



bliyiik arter ve venlerden koken alan segmental damarlardan olusur. Buna ek olarak,
onemli derecede kan destegi, kas perforatorlar1 ve periosteal damarlardan saglanir. Bu
segmental damarlar sinirin epineurium tabakasina girerler. Burada bir pleksus
olusturduktan sonra perinoral pleksus olusturmak igin, perindral damarlar endondral
tabakaya oblik olarak uzanirlar. Bu uzanma sirasinda endonodral basing artisina
hassastirlar [27, 34]. Endonéral ag ise arterioller, kapiller, ve veniillerden olusur. Bu
uzanma sinirin trasesi boyunca devam eder [25].

Ekstrinsik sistemden koken alan venler genellikle arterlere eslik ederler. Doku
icinde bulunan bu arter ve venler kivrimli bir yol izlerler. Bu 6zellik, damarlara sinirin
gerilmesi esnasinda hareket kolayligr saglar [35]. Epineurium’daki intranéral damarlar
sempatik sinir sistemi tarafindan innerve edilir ve buradaki sinir lifleri besleyici
damarlara yakin seyrederler [15, 36].

Intrinsik intrandral damar sistemi, ekstrinsik besleyici damarlarin sinir igerisine
girdigi noktadan baglar. Bu dallar, epineurium icinde longitudinal olarak uzanarak;
genis damar aglarini olustururlar. Bu damarlarda, kan akimi predominant paterne sahip
degildir (ters yonde kan akimlarinin ayni damarin farkli noktalarinda ayni anda
olusabilecegi Dbildirilmistir) [37]. Anastomozlar, ¢ogunlukla arteriol-arteriol, veniil-
venill, ve arteriol- veniil arasinda bulunur. Epineurium’daki damarsal agin, kan
ithtiyacina gore genis hacimdeki kani yeniden ydnlendirebilecegi ve bdylece yiiksek
adaptasyon kapasitesine sahip bir sistem oldugu bildirilmistir [37]. Benzer
organizasyon, perindral damarlarda da vardir. Endoneurium’un primer kapiller pleksusu
ve birbirleri ile ¢esitli anastomozlar yapan pekgok longitudinal damar vardir. Bu
birlestirici damarlar, sinir igerisinde oblik seyir izlerler ve perindral bag dokusunun bir
kismini da {izerlerinde tasirlar [27].

2.4.  Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinirler mekanik, termal, iskemik, 1sinsal, elektriksel, kimyasal etkenler
ve birgok nedenden dolayr hasara ugrayabilirler [27, 32]. Ancak Sinir yaralanmalarinin
en yaygin sebebi travmatik yaralanmalardir [38]. Periferik sinir yaralanmalari sonucu
ilgili viicut segmentinde motor, duyu ve otonomik fonksiyonlarda kismi veya tam kayip
gerceklesir [39]. Periferik sinir yaralanmalari ile ilgili olan galismalarda en ¢ok tercih
edilen sinir, siyatik sinirdir [40-41].

Periferik sinirler, konnektif doku elemanlar: tarafindan sarildiklari i¢in elastiktir,
fakat sinire uygulanan gerilme kuvveti, sinirin gerilme kapasitesinin istiine ¢ikarsa,
yaralanma gergeklesir. Bu durum kismi yaralanma olabildigi gibi ve sinirin
devamliliginin tamamen kaybolmasi seklinde de olabilir. Genellikle gerilme tipi
yaralanmalar, sinirle kemigin yakin oldugu yerlerde goriiliir. Travmatik yaralanmalarin
diger bir yaygin tipi de sinirde kesilme ile ortaya ¢ikan yaralanmalardir [4, 38]. Bu tip
yaralanmalar, kolay olusturulabildiginden, arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir
modeldir. Travmatik yaralanmalar igerisinde degerlendirilen diger bir yaralanma tiirii
ise ezilme tipi yaralanmalardir. Bu tip yaralanmalarda motor ve duyu fonksiyonlarinin
total kaybi olusabilmektedir. Ezilme tipi yaralanmalarda, iskeminin ve mekanik
ezilmenin birincil etken olabilecegi kabul edilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, kisa siireli
ezilme tipi yaralanmalarda, iskeminin fizyolojik iletim bloguna neden oldugunu
gostermistir. Bunun yaninda, biiyiik ¢apli myelinli liflerin, kiiciik capli myelinli liflere



oranla daha fazla iskemik etkiye ugradig1 gosterilmistir. Kisa siireli iskemide, histolojik
degisiklikler genellikle geri doniisiimlidiir. Siddetli iskemide, genellikle fonksiyonun
kaybolabilecegi ve tam bir iyilesmenin olmayabilecegi kabul edilmektedir [4, 11, 38].

2.5.  Periferik Sinir Yaralanmalarmin Siniflandirilmasi
Periferik sinir yaralanmasi ile ilgili giinimiizde iki farkli smiflama yaygin
kullanilmaktadir.

2.5.1. Seddon Simiflamasi
Sir Herbert Seddon, periferik sinir yaralanmalarini siddetine gore neurapraxia,
axonotmesis ve neurotmesis olmak iizere 3 sinifa ayirrmistir [27].

Neurapraxia: Sinir devamliliginin kaybolmadigi (aksonal devamlilik ile birlikte) ancak
gecici bir ileti blogunun olustugu en hafif dereceli sinir yaralanmasidir. Neurapraxia’da,
myelin yapisinda bazi degisiklikler olmasina ragmen, olusan gegici ileti blogunun
yaralanma bolgesindeki lokal bir iyon-aracili iletim blogundan dolayr olustugu
diisiiniilmektedir. Bu yaralanmalar genellikle geri doniisiimliidiir. Tam bir iyilesme
giinler ve haftalar igerisinde olmaktadir.

Axonotmesis: Cevre bag dokunun korundugu fakat akson ve myelin kilifin tamamen
kesilmesiyle aksonal devamlilik kaybi durumudur. Wallerian dejenerasyonun oldugu,
noropraksiye gore daha siddetli derecede periferik sinir hasaridir.Rejenerasyon saglam
proksimal sinir ucundan baslar ve yaklasik olarak 1mm/gun hizinda distale dogru
ilerler. Aksonotmetik yaralanmalarda iyilesme, genellikle ay ve/veya aylar igerisinde
olmaktadir. Aksonotimesis’te, epineurium ve perineurium genellikle korunmustur.

Neurotmesis: Sinirin akson, myelin ve konnektif dokusunun pargalanmasi ile
karakterize en siddetli periferik sinir yaralanmasidir. Bu nedenle rejenerasyon
araciligiyla iyilesme gerceklesmez. Cevre bag dokunun kilifinin da tamamen zarar
gordiigi akson devamlilik kaybi olan durumudur. Bu tip yaralanmalarda aksonda
yeniden biiyiimeyi yonlendirecek yapilar kaybolur ve skar olusur. Aksonal
rejenerasyonda sinirin devamliligint yeniden saglamak igin skar dokusunun cerrahi
olarak kaldirilmasi gereklidir [42].

2.5.2. Sunderland Simiflamasi
Sir Sidney Sunderland tarafindan bu siniflamada periferik sinir yaralanmalari
sinirin anatomik katmanlarini iceren 5 derecede degerlendirilmistir.

1. Derece Yaralanma: Seddon’un simiflamasindaki neurapraxia’ya esdegerdir. Sinir
dokusunun biitiinliigii devam etmekle birlikte lokalize ileti blogu vardir. Segmental
demyelizasyon olusmustur. Motor fonksiyonlarda daha fazla olmak {izere duyu ve
motor kayip gozlenir. 6-8 hafta icinde aksonal iletim tam olarak diizelir.

2. Derece Yaralanma: Bu yaralanma derecesinde sinir kilif yapilar1 saglam; ancak
aksonal yaralanma olmustur. Yaralanmanin distal boliimiinde Wallerian dejenerasyon
goriiliir. lyilesme stiresi 1.derece yaralanmaya oranla daha uzun siire alir.



3. Derece Yaralanma: Endonéral tabakada aksonal yaralanma vardir. Yaralanmanin
distal boliimiinde yine Wallerian dejenerasyonu goriiliir. Endoneurium’da fibrozis
gozlenir bu nedenle yeni sinir liflerinin ilerlemesi engellenebilir. Bu nedenle bu
yaralanma tipinde tam iyilesme olmayabilir.

4. Derece Yaralanma: Epineurium haricinde endondral tabaka ve perindral tabakada
aksonal yaralanma vardir. Skar dokusu olusumu giderek artan diizeylerdedir.
Sunderland tarafindan tanimlanan bu siniflandirmada 2., 3. ve 4. derece yaralanma
Seddon’un siniflamasindaki axonotmesis’e esdegerdir.

5. Derece Yaralanma: Epinoéral kilifta dahil sinir tam kesisi vardir. Epinéral devamlilik
bozulmustur ve cerrahi olarak onarilmalidir. Seddon’un siniflamasindaki neurotmesis’e
esdegerdir.

2.6.  Homeostasis

Su, besinlerin oksidatif metabolizmasi sirasinda olusan son iirlindiir. Pek ¢ok
metabolik tepkimede hem reaktan hem de {iriin olarak gorev yapar. Enzimlerin aktif
bolgesi suyun reaktan ve ya {irlin olmasina bagl olarak suyu yapisina kabul eder veya
dislar. Homeostazin devam ettirilmesi i¢in suyun viicut boliimleri arasinda dagilimi, pH
dengesi, elektrolit konsantrasyonlar1 siki bir sekilde denetlenmektedir. Su, plazma
membranini basit difiizyon ile gecebilir. Ancak suyun hizli ve yogun gecisi, bu is i¢in
Ozellesmis kanallar yardimiyla olmaktadir [43].

2.7.  Kan Sinir Bariyeri

Kan-sinir bariyeri, kan igerisinde bulunan bazi maddelerin gecisine izin verir.
Epindral kan damarlarinda proteinler damar duvarindan kolayca gegerler. Endondral
damarlarda ise endotel boyunca protein gegisi ya ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur [27, 44].

Kan-sinir bariyerinin kan icerigine karst segici gecirgenligi endondriyal
mikrocevreyi potansiyel zararli plazma iceriginden ve Schwann hiicresi ve akson
fonksiyonlarmi1 olumsuz yonde etkileyecek plazma eriyik konsantrasyonun hizhi
dalgalanmalarindan korur. Endondriyal boslugun lenfatik drenajinin olmamasi da kan-
sinir bariyerinin 6nemini daha da artirmaktadir [28].

Endondriyal sivi kompozisyonu ve bu sivinin fiziksel 6zellikleri kan-sinir
bariyerinin ve endondronal hiicresel elementlerin igerisinde bulunan homeostatik
mekanizmalar tarafindan ayarlanir [45-46]. Kan-sinir bariyerinin bu 6nemine ragmen
gelisimi, yapisinin korunmast ve bozulmasi hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir.
Dolayistyla, arastirmacilarin kan-sinir bariyeri ile ilgili bozukluklara ¢6ziim bulmalari
kritik 6neme sahiptir [47].

Sinir kesisi, ezisi veya farkli tiir yaralanmalar sonrast myelinli veya myelinsiz
sinir lifleri lezyon bolgesinin distalinde Wallerian dejenerasyonu adi verilen bir siirece
girerler [48-51]. Hasar sonrasi ilk 6nce akson ve myelin kiliflar kollabe olur, myelin
degrade ve Schwann hiicreleri de diferansiye ve polifere olurlar [52-54]. Ardindan eger
kosullar miisaade ederse akson rejenerasyonu ve Schwann hiicrelerine temasla da
remyelinizasyon gergeklesir [55-57]. Kan-sinir bariyerinin Wallerian dejenerasyonu
sirasinda yikildigr goriisiine karsi, yikilmak yerine sadece gecirgenliginin iki kat arttig1
iddia edilmektedir [46, 58]. Dejenere olan sinirlerin perineurium’unda lipid damlaciklari



v.b. rezidii materyallerin bulunmasina ragmen, perindronal hiicrelerin pargalandigina
dair delil yoktur [59-60]. Dolayisiyla alternatif ve daha akla yatkin yorum dinamik
endonodral hemostatik cevabin bir parcasi olan perindronal gegirgenlikte bimodal artigtir

[61].

2.8.  Aquaporinler

Aquaporinler, membran su kanal proteinlerinin bir ailesidir [62]. Membran
proteinleri, bitki, hayvan ve daha alt mikro-organizmalarin yapisinda bulunurlar [63].
Cesitli memeli organlarinin belirli hiicre tiplerinde ekspre olduklar: bildirilmistir [64].

Aquaporinler, alt1 transmembran bolgesi ve intraseliiler NH2- ve COOH- uglari
olan ortak bir yapiya sahiptirler [62]. Memeli aquaporin ailesi sifirdan 12’ye kadar her
biri ayr1 dokuda bulunan 13 {iyeden olusur [65]. Aquaporin ailesi, ii¢ tipe ayrilarak
incelenirler: Aquaporinler (suya gegirgen), aquagliseroporinler (hem suya hem gliserole
gecirgenler), siiperaquaporinler [65] (Tablo 2.8).

Tablo 2.8. Aquaporin ailesinin tiyeleri

Aguaporinler Agquagliseroporinler Siiperaquaporinler
AQPO AQP3 AQP11
AQP1 AQP6 AQP12
AQP2 AQP7
AQP4 AQP9
AQP5 AQP10
AQP8

2.8.1. Aquaporin 1 (AQP1)

AQP 1 ilk olarak insan eritrosit hiicrelerinde 28-kDa’lik integral membran
proteini olarak saptanmig [66] ve CHIP28 olarak adlandirilmistir [67]. Xenopus
oocytesde CHIP28’in expresyonuyla Preston ve arkadaglari [68] CHIP28’in bir su kanal
proteini oldugunu gostermislerdir. CHIP28 daha sonra Agre ve arkadaslar tarafindan
AQP1 olarak adlandirilmistir. AQP1 birgok organda exprese olan bir molekiildiir [69].
Bobrekte proksimal tiibiil ve inen Henle kulpunda ve vasa rectada [70] bulunur ve su
reabsorbsiyonunda gorev alir. Kapiler endotelinde de exprese olur ve basiler ve
bazolateral memranda lokalizedir. Kapiler membranindan transseliiler su geg¢isini
kontrol eder [71].

AQP1’in merkezi sinir sistemindeki yeri ve homeostasis’teki 6nemi yapilan
birgok ¢aligmada gosterilmistir [18-19]. Ayrica insan siyatik sinir biyopsi 6rneklerinde
AQPI’in varhig1 gosterilmesine ragmen periferik sinir sitemindeki ekspresyonu yeteri
kadar calisiimamistir [20]. Matsuzaki ve arkadaslarinin rat siyatik sinirinde kan sinir
bariyerinden su gecisini aydinlatmak i¢in yaptiklar1 calismalarinda AQP1’in kan sinir
bariyeri hiicrelerinde ve perikondriumda yer aldigi1 da belirlenmistir [16]. Bu ¢alismada
AQPU!’in epindral kilifin sadece dig tabakalarinda lokalize oldugu, bunun yani sira sinir
icerisinde yer alan damarlarda da yer aldig1 gosterilmistir. Fare periferik sinirinde ise
AQP1’in lokalizasyonunu konusunda literatiir taramalarimiz sadece bir ¢alismayi isaret
etmistir. Oshio ve arkadaslar1 [17] dorsal kdk ganglionlari, trigeminal sinirin kaudal
niikleusunda ve medulla spinalis’te AQP1 ekspresyonunu gostermislerdir.



Santral sinir sistemi dokularinda c¢esitli patolojik durumlarda AQP ekspresyonu
literatiirde rapor edilmis olmasina [19, 47, 62, 72] karsin; periferik sinir sisteminde
AQP1 ekspresyonu az sayida ¢aligsmada bildirilmistir.



GEREC VE YONTEM

3.1.  Denekler

Calismamizda 30 adet eriskin (20-40 gr) Mus musculus tiirii Balb/C fare
kullanild1 (Tablo 3.2). Tiim denekler 12 saat gece, 12 saat giindiiz siklusunda ve her
kafeste 5 denek olacak sekilde sinirsiz yem ve su ile beslendi. Tiim prosediirler Akdeniz
Universitesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Kullanim Kuruluna sunularak gerekli izinler

alind1 (24.07.2012 tarih B.30.2AKD.0.05.07.00/200 say1l1 yaz1).

3.2.  Deney Gruplar
Calismamizda kullanilacak olan denekler asagidaki tabloda belirtildigi sekilde
siiflandi.

Tablo 3.2. Deney gruplari

Grup Adi Denek sayisi Alt grup
Grup 1 (Kontrol) 6
Grup 2 (Sham) 6

Postop 2. saat (n:6)
Grup 3 (Kesi) 18 Postop 24. saat (n:6)
Postop 48. saat (n:6)

3.3.  Cerrahi islemler

Cerrahi islem oncesinde denegin, 15 mg/kg Xylazin HCl (Rompun®) ve 100
mg/kg Ketamin’in (Ketalar®) intraperitoneal injeksiyonu sonrasi yeterli anestezisi
saglandi. Daha sonra sol uyluk bolgesi yeterli oranda traglanarak, flaster yardimiyla sol
arka ekstremite ve kuyruk sabitlenerek uylugun arka-yan kisminda longitudinal bir kesi
uygulandi. Mikromakas ve penset yardimiyla gluteal kaslar ve biceps femoris kasi
arasindan girilerek sol siyatik sinire ulagildi. Daha sonra uyluk ortasindaki bir seviyede
cerrahi mikroskop altinda siyatik sinir kesisi (Grup 3) gergeklestirildi. Siyatik sinir
kesisi yapilmis olan denekler, sinir kesisinin uygulanmasindan hemen sonra sinir uglari
10.0 dikis materyali ile koapte edildi (Sekil 3.3).

Cerrahi islem sonrasinda cilt derisi 4.0 dikis materyali ile kapatild1 ve antiseptik
solisyon ile kesi bolgesi silindi. Cerrahi operasyon sonrast agrinin dindirilmesi
amactyla Tramatol HCI (Contramal®) uygulandi. Denekler her kafeste 5 adet olacak
sekilde postoperatif bakim odasinda sinirsiz yem ve su verilerek iyilesmeye birakildi.
Cerrahi islemin uygulandig1 an postoperatif donemin baslangici olarak degerlendirildi.



Sekil 3.3 Siyatik sinir kesisi. A: Operasyon 6ncesi sinir goriiniimii, B: Sinir kesisi, C: Sinirin ucu-uca
tamiri

3.4.  Deneklerin Sakrifikasyonu

Tablo 3.2’de tarif edilen postoperatif bakim siiresi sonunda denekler
transkardiyal perfiizyon ve fiksasyon yontemiyle sakrifiye edildi. Bu amagla perfiizyon
soliisyonu olarak 0.1 M fosfat tamponu (pH: 7.4), fiksasyon soliisyonu olarak da 0.1 M
fosfat tamponu igerisinde hazirlanan %4’liik paraformaldehit soltisyonu kullanildi.

Transkardiyal perfiizyon ve fiksasyon islemi i¢in torakotomi sonrasi kalbin
apeksinden bir broniil ile girilerek perfiizyonu saglandi. Daha sonra ayni yolla fiksatif
soliisyonu verilerek fiksasyon iglemi yapildu.

3.5.  Doku Eldesi

Fiksasyon islemi sonrasinda siyatik sinirin proksimal, lezyon alami ve distal
boliimii cerrahi mikroskop altinda ¢ikarildi ve 0.1 M fosfat tamponu (pH:7.4) igerisinde
hazirlanan %4’liik paraformaldehit solusyonunda ve +4C° olacak sekilde bir gece
saklandi. Daha sonra %30’luk sukroz solusyonu igerisine alinan drnekler bu solusyonda
ic giin bekletildi. Bu siirenin sonunda sakaroza doyan sinir érneklerinin, bulunduklari
doku takip kaplarinin dibine indikleri gozlendi. Daha sonra sinir 6rnekleri kriyomatriks
icerisine gomiilerek 7 pm kalinliginda olacak sekilde kriyostatta (Leica 1005,
Oberkochen, Almanya) kesildi. Tiim doku kesitleri ortam 1sisina maruz kalmayacak
sekilde -80C° derin dondurucuda immiinfloresan analiz giiniine kadar saklandi.

3.6. Immiinfloresan Analiz

Kriyostatta kesilen 7 um kalinligindaki proksimal, distal ve lezyon alanindan
elde edilen siyatik sinir kesitleri immiinfloresan boyama igin -80 <C’den ¢ikartilarak 2
saat oda sicakliginda kurumaya birakildi. Bu siire sonunda dokular pappen ile
isaretlenerek boyanacak alanlar sinirlandirildi. Bunu takiben dokular 3 kez 5’er dakika
PBS’te (Phosphate Buffer Saline, 0.1M Ph 7,4) yikandi. Yikama islemi sonras1 dokular
%S5’lik hazirlanan normal kec¢i serumu (NGS, Normal Goat Serum Blocking solution, S-
1000, Vector Laboratories, Inc. United Kingdom) ile 45 dakika siiresince bloklandu.
Bloklama islemi sonunda dokular yikama islemi yapilmadan 1:100 oraninda hazirlanan
primer antikora (AQP1 Rabbit Polyclonal antibody, H-55, Santa Cruz
Biotechnology,Inc. Heidelberg, Germany) alindi ve +4 C’de gece boyu bekletildi. Gece
boyu bekleyen dokular oda 1sisina alinarak 3 kez 5’er dakika PBS’te (Phosphate Buffer
Saline, 0.1M Ph 7,4) yikandi ve sekonder antikor ile inkiibasyon asamasina ge¢ildi. Bu
islem i¢in 1:500 oraninda sekonder antikor (Goat Polyclonal Secondary Antibody to
Rabbit 1IgG H&L Texas Red, Ab6719, Istanbul, TURKEY) hazirlandi. Bu antikor
floresan 1s1mali oldugu i¢in bu islem karanlikta ve oda 1sisinda 45 dakika siiresince
bekletildi. Sekonder antikor ile inkiibasyon asamasindan sonra dokular tekrar yitkamaya

10



alindi. 3 kez 5’er dakika PBS ile yikama islemi karanlikta gerceklestirildi. Yikama
sonrast immiinfloresan uygulamasini sonlandirmak i¢in dokularin {izerine birer damla
kapatma solusyonu (Vectashield Mounting Medium For Flourescence, H-1000, Vector
Laboratories, Inc. United Kingdom) damlatilarak iizerleri lamel ile kapatildi. Boyama
sonrasi slaytlar floresan mikroskobunda incelendi.

3.7.  Floresan Yogunlugunun Kantitatif Analizi

Immiinfloresan analiz sonrasi sinir Ornekleri floresan mikroskop altinda ve
uygun filtreler yardimiyla incelendi. Sinirin proksimalinde, lezyon alaninda ve
distalindeki floresan yogunlugu floresan mikroskoba (Leica DM4000, Oberkochen,
Almanya) bagl bulunan bir dijital kamera (Leica DFC 345FX, Oberkochen, Almanya)
yardimiyla TIFF formatinda bilgisayar ortamina kaydedildi. Bu resimler daha sonra
ImagePro Plus adli yazilim yardimiyla 0-256 renklik gri skaladaki renk histogram
analizleri elde edildi. Bu renk skalasinda igtmanin oldugu 100 birimlik alan analize
dahil edildi.

3.8.  Veri Analizi

Floresan yogunluga ait veriler her grup i¢in ortalama ve standart sapma olarak
hesaplandi. Gruplar arasindaki istatistiksel analiz Kruskall Wallis testi ile analiz edildi.
Gruplar arasindaki fark ise posthoc test Dunnet testi ile analiz edildi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi 0.05 olarak belirlendi.
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BULGULAR

4.1. Kontrol ve Sham Gruplarindaki AQP1 Ekspresyonu

AQP1 ekspresyonu bu gruplarda siyatik sinir kesisi ve tamiri gerceklestirilen
gruplara oranla ¢ok daha fazla oranda bir ekspresyon gozlendi. Kontrol grubunda
139.7£15.1 Cy3 floresans yogunlugu gozlenirken Sham grubunda ise 147.8+17.7 Cy3
floresans yogunlugu tespit edildi. Sinir kesisi uygulanan grup ve alt gruplar ile kontrol
ve sham gruplart karsilastirildiginda sinir kesisi uygulanan alt gruplarin her biri kontrol
ve sham grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir fark oldugu tespit edildi.

4.2. Postoperatif 2. Saatteki AQP1 Ekspresyonu

Postoperatif 2. saatteki AQP1 ekspresyonu, proksimal govdede 273.6 = 177.3,
lezyon alaninda 17720 + 8862, distal govdede ise 636.8 + 198.4 Cy3 floresans
yogunluguna sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.2). Sham grubu ile karsilastirildiginda
sinir alanlarinin hepsinde goriilen AQP1 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) bir fark tespit edildi. Sinir alanlarinin her biri kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise her bir sinir alani ¢ifti (proksimal-distal, proksimal-lezyon alani,
distal-lezyon alani) arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) diizeyde fark oldugu
oldugu tespit edildi.

Postoperatif 2. saat
25000
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15000

10000

Cys3 floresan yogunlu

5000

Proksimal gévde -
Lezyon alani
Distal gévde

Sekil 4.2. Postoperatif 2. saatte AQP1 ekspresyonu.
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4.3. Postoperatif 24. Saatteki AQP1 Ekspresyonu

Postoperatif 24. saatteki AQP1 ekspresyonu, proksimal govdede 2851 + 883.6,
lezyon alaninda 26957 =+ 3726, distal govdede ise 5723 + 1574 Cy3 floresans
yogunluguna sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.3). Sham grubu ile karsilastirildiginda
sinir alanlarinin hepsinde goriilen AQP1 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) bir fark tespit edildi. Sinir alanlarinin her biri kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise her bir sinir alan ¢ifti (proksimal-distal, proksimal-lezyon alani,
distal-lezyon alani) arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) diizeyde fark oldugu
oldugu tespit edildi.

Postoperatif 24. saat
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Sekil 4.3. Postoperatif 24. saatte AQP1 ekspresyonu

4.4. Postoperatif 48. Saatteki AQP1 Ekspresyonu

Postoperatif 48. saatteki AQP1 ekspresyonu, proksimal govdede 2079 + 216.2,
lezyon alaninda 21088 =+ 5644, distal govdede ise 3217 + 259.2 Cy3 floresans
yogunluguna sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.4). Sham grubu ile karsilastirildiginda
sinir alanlarinin hepsinde goriilen AQP1 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) bir fark tespit edildi. Sinir alanlarinin her biri kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise her bir sinir alan ¢ifti (proksimal-distal, proksimal-lezyon alant,
distal-lezyon alani) arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) diizeyde fark oldugu
tespit edildi.
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Sekil 4.4. Postoperatif 48. saatte AQP1 ekspresyonu

4.5.  Siyatik Sinirin Proksimal Govdesindeki AQP1 Ekspresyonu

Siyatik sinir dokularinda lezyon alaninin proksimalindeki AQP1 ekspresyonu
sinir hasarinin gergeklestigi andan 2. saat sonra sakrifiye edilen deneklerde 273.6 +
177.3, 24. saatte 26957 + 3726, 48. saatte ise 2079 £216.2 Cy3 floresans yogunlugu
tespit edildi. 2. Saat ile 24. saat arasinda 10.4 katlik bir AQP1 ekspresyon miktarinda
artist gozlendi. 48. saate gelindiginde ise 2. Saatte gozlenen AQP1 ekspresyon
miktarindan 7.5 katlik bir yogunluk oldugu gozlendi (Sekil 4.5, 4.7.2). Sham grubu ile
karsilagtirildiginda postoperatif saatlerdeki AQP1 ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir fark tespit edildi. 24. ve 48. postoperatif
saatlerdeki AQP1 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli fark olmadigi
(p>0.05) tespit edildi. Buna karsin 2.-24. ve 2.-48. postoperatif saatlerdeki AQP1
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) diizeyde fark oldugu
tespit edildi.
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Sekil 4.5. Siyatik sinirin proksimal gévdesindeki AQP1 ekspresyonunun zamana bagli degisimi

4.6.  Siyatik Sinirin Lezyon Alamindaki AQP1 Ekspresyonu

Siyatik sinir dokularinda lezyon alanindaki AQP1 ekspresyonu sinir hasarinin
gerceklestigi andan 2. saat sonra sakrifiye edilen deneklerde 17720 + 8862, 24. saatte
26957 + 3726, 48. saatte ise 21088 £5644 Cy3 floresans yogunlugu tespit edildi. 2. saat
ile 24. saat arasinda yaklasik 1.5 katlik bir AQP1 ekspresyon miktarinda artis1 gézlendi.
48. saate gelindiginde ise 2. saatte gbzlenen AQP1 ekspresyon miktarindan yaklasik 1.2
katlik bir yogunluk oldugu gozlendi (Sekil 4.6,4.7.2). Sham grubu ile
karsilastirildiginda postoperatif saatlerdeki AQP1 ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir fark tespit edildi. Postoperatif saatlerdeki AQP1
ekspresyon diizeyleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p>0.05)
tespit edildi.
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Sekil 4.6. Siyatik sinirin lezyon alanindaki AQP1 ekspresyonunun zamana bagl degisimi

2
48.

4.7.  Siyatik Sinirin Distal Govdesindeki AQP1 Ekspresyonu

Siyatik sinir dokularinda lezyon alanmin distalindeki AQP1 ekspresyonu sinir
hasarinin gergeklestigi andan 2. saat sonra sakrifiye edilen deneklerde 636.8 = 198.4,
24. saatte 5723 +1574, 48. saatte ise 3217 £259 Cy3 floresans yogunlugu tespit edildi.
2. Saat ile 24. saat arasinda yaklasik 9 kathik bir AQP1 ekspresyon miktarinda artis
gozlendi. 48. saate gelindiginde ise 2. saatte gdzlenen AQP1 ekspresyon miktarindan
yaklagik 5 katlik bir yogunluk oldugu gozlendi (Sekil 4.7,4.7.2). Sham grubu ile
karsilastirildiginda postoperatif saatlerdeki AQP1 ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir fark tespit edildi. Postoperatif saatlerdeki AQP1
ekspresyon diizeyleri arasinda ise her bir postoperatif saat ciftinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi.
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TARTISMA

Su kanal proteinleri olan aquaporinler ilk kez Agre ve arkadaglar tarafindan
eritrositler iizerinde yapilan calismalar sirasinda tamimlanmistir. Ik tanimlanan
aquaporin 28 kDA agirhiginda olup Channel-forming Integral Protein (CHIP28) olarak
adlandirilmistir.  Daha sonra bu aquaporin iiyesi Aquaporinl (AQP1) olarak
isimlendirilmistir. Aquaporin 1’in kesfinden sonra bu aileye ait aquaporinlerin yalniz
suya gecirgen olmadigi; bunun yani sira hem su hem de gliserole secici gecirgen olan
memeli aquaporinlerin varligi da tanimlanmistir [62, 64, 72-73].

Bugiine kadar 13 memeli aquaporin tespit edilmistir [74]. AQP1, eritrositlerde,
renal proksimal tiibiillerinde, kapiller endotel gibi dokularda eksprese edilen bir su
kanal proteinidir [68, 71-73]. AQP1’in merkezi sinir sistemindeki yeri ve
homeostasis’teki 6nemi yapilan bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir [18-19].

Aquaporinlerin fonksiyonu ve ekspresyonu iizerine yapilan ¢alismalarda pek ¢ok
dokunun ¢alisilmis olmasina karsin sinir sistemindeki aquaporin lokalizasyonu ve
ekspresyon diizeyleri pek ¢ok ¢alismaya konu olmustur. Aquaporinlerin (AQP1, AQP3,
AQP4, AQP5, AQP8, AQP9) beyin ve omurilikte lokalizasyonunu bildirilmistir [75].
Buna karsin, periferik sinir sisteminde aquaporinlerin fonksiyonu ve ekspresyonu az
sayida calismaya konu olmustur [16, 17, 76-78]. Matsumoto ve ark. [79] trigeminal
gangliondaki ganglion hiicrelerinde AQP1 mRNA ekspresyonunu gostererek bu
ganglion hiicrelerinde AQP1 varhigimi goéstermistir. Bunun yani sira dorsal kok
ganglionundaki ganglion hiicrelerinde, enterik sinir hiicrelerinde [76], periodontal
dokudaki Ruffini reseptorlerinde [80], vomeronazal organdaki duyu néronlarinda AQP1
ekspresyonu gosterilmistir.

AQP1'in beyin omurilik sivisinin olusumunda da 6nemli bir rol oynadig rapor
edilmistir [71]. AQP1’in gesitli siireglerdeki roliiniin anlagilmasi amaciyla AQP1’den
yoksun (AQP1-/-) fareler iizerinde yapilan c¢alismalarda AQP1’den yoksun olunan
durumda beyin omurilik sivisimin {iretiminin ve plexus choroideus’taki osmotik su
gecirgenliginin azaldigi [81], kafa i¢i basincinin azaldigi da gosterilmistir [82].
AQP1’den yoksun (AQP1-/-) fareler iizerinde yapilan baska bir ¢alismada ise Oshio ve
ark. [17] fare dorsal kok ve trigeminal ganglionlarin nosiseptorlerinde lokalizasyonlarini
gostermisler ve bu kanal proteinlerinin agr iletiminde rol aldig1 bildirmislerdir.

Santral sinir sistemi dokularinda ¢esitli patolojik durumlarda AQP1 ekspresyonu
literatiirde rapor edilmis olmasina [19, 47, 62, 72] karsin; periferik sinir sisteminde
AQP1 ekspresyonu az sayida ¢alismada gosterilmistir. Gao ve ark. [76] ise 2006'da
enterik sinir sisteminde AQP1 ekspresyonunu rapor etmistir. Nandasena ve ark. [80] ise
trigeminal ganglion ve sican 6n dislerinin periodontium’undaki Ruffini reseptorlerinde
AQPI1 'in immiinolokalizasyonunu bildirmistir. AQP1'in fare retinasindaki amakrin
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hiicrelerinde [83] ve enterik sisteminin Dogiel tip 1 noronlarinda eksprese edildigi
bildirilmistir [84].

Bunun yaninda periferik sinir hasart sonrast AQP1 ekspresyonu iizerine de
calisma bulunmamaktadir. Calismamizda siyatik sinir kesisine ugratilmis fare modeli
kullanilmigtir. Kesi sonrast sinirin proksimalinde , kesi yerinde ve distalinde siyatik
sinirin beslenmesinde ve su transportunda rol alan AQP1'in, hasarin 2., 24. ve 48.
saatlerinde lokalizasyonu ve yogunlugu arastirilmistir. Shields ve arkadaslar1 ganglion
nodosum’da bir dizi ganglion hiicrelerinde AQP1 immunreaktivitesinin varligimni
gostermistir. Ayrica nucleus tractus solitarius’ta da immunreaktiviteyi bildirmislerdir.
Bunun yamsira, ganglion cervicale superior’da kapiller endotelyum’unda
Immunreaktivite varligini gostermelerine karsin  ganglion hiicrelerinde AQP1
immunreaktivitesi tespit etmemislerdir [78]. Ayrica Shields ve ark. [78] AQP1’in
myelinsiz aksonlarda yiiksek oranda konsantre oldugunu ve myelinli aksonlarin bir
belirteci olan nérofilament 200 ile az oranda ortiistiigiinii tespit etmislerdir. Shield ve
ark. siyatik sinir yaralanmalarinda medulla spinalis’in arka boynuzunda primer afferent
terminallerde AQP1 immunreaktivitesinin degistigini ve bu kanal proteininin agr1 siireci
icin gerekli olmadigimi bildirmislerdir. Calismamizda ise sinir hasar1 sonrasi Sinirin
proksimalinde, lezyon alaninda ve distalinde 6nemli degisiklikler meydana geldigi
tespit edildi. Siyatik sinir hasar1 sonrast sinirin proksimalindeki, lezyon alanindaki ve
distalindeki AQP1 ekspresyonu ile ilgili olan ¢alismamizda ilgili bolgelerde AQP1’in
lezyon sonrasi zamana bagli degisimleri calisildi. Sinir hasar1 sonrasi en belirgin
degisikligin lezyondan sonraki 24. saatte gergeklestigi gozlendi. Siyatik sinir
dokularinda lezyon alanindaki AQP1 ekspresyonu sinir hasarinin gerceklestigi andan 2.
saat sonra sakrifiye edilen deneklerde 17720 + 8862, 24. saatte 26957 + 3726, 48. saatte
ise 21088 +£5644 Cy3 floresans yogunlugu tespit edildi. 2. saat ile 24. saat arasinda
yaklasik 1.5 katlik bir AQP1 ekspresyon miktarinda artist gozlendi. 48. saate
gelindiginde ise 2. saatte gozlenen AQP1 ekspresyon miktarindan yaklasik 1.2 katlik bir
yogunluk oldugu goézlendi. Kontrol grubunda ve Sham gruparinda ise sirasiyla
139.7+15.1 , 147.8£17.7 Cy3 floresans yogunlugu tespit edildi. Kontrol veya Sham
grubuyla karsilastirildiginda AQP1 ekspresyonun ne kadar ¢arpici sekilde artmis oldugu
dikkat ¢ekicidir.

Sinirin  proksimal ve distal govdelerindeki AQP1 ekspresyonu da zaman
icerisinde artma ve azalma gOstermistir. Siyatik sinir dokularinda lezyon alaninin
proksimalindeki AQP1 ekspresyonu sinir hasarinin gergeklestigi andan 2. saat sonra
sakrifiye edilen deneklerde 273.6 = 177.3, 24. saatte 26957 + 3726, 48. saatte ise 2079
+216.2 Cy3 floresans yogunlugu tespit edildi. 2. Saat ile 24. saat arasinda 10.4 katlik bir
AQP1 ekspresyon miktarinda artis gozlendi. 48. saate gelindiginde ise 2. saatte
gozlenen AQP1 ekspresyon miktarindan 7.5 kathik bir yogunluk oldugu gozlendi.
Lezyon alaninin distalindeki AQP1 ekspresyonu ise sinir hasarinin gergeklestigi andan
2. saat sonra sakrifiye edilen deneklerde 636.8 + 198.4, 24. saatte 5723 £1574, 48.
saatte ise 3217 £259 Cy3 floresans yogunlugu tespit edildi. 2. Saat ile 24. saat arasinda
yaklasik 9 katlik bir AQP1 ekspresyon miktarinda artis1 gozlendi. 48. saate gelindiginde
ise 2. saatte gozlenen AQP1 ekspresyon miktarindan yaklasik 5 katlik bir yogunluk
oldugu gozlendi. Bu degisimler de sinirin proksimalinde ve distalinde su transportunda
belirgin bir artisin oldugunu gostermektedir.
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Wang ve arkadaslar1 [85] fasiyal sinir yaralanmasindan sonra AQP1
diizeylerinin biiylik 6l¢iide arttigini, fasiyal kanaldaki sinir 6deminin derecesi ile AQP1
ekspresyonunun degisimlerinin biiyiik 6l¢iide uyum gosterdigini bildirmislerdir. Sinir
travmasi sonrasi dokuda konjesyon oldugu ve bu konjesyon ile birlikte sinirin nervi
nervorum’unda inflamasyon sonucunda noropatik agri olusumuna sebebiyet verdigi
bildirilmistir [86-88]. Bu agidan bakildiginda AQP1’in Oshio ve ark. [17] isaret ettigi
bu kanal proteinlerinin agr1 iletiminde rol aldigini1 hipotezi tarafimizdan dolayl olarak
desteklenmektedir. Postoperatif 48. saatten sonraki siire¢tede AQP1 ekspresyon
diizeyinin aragtirilabilecegini diisiinmekteyiz. Bu sekilde noropatik agrinin olusabilmesi
ve agn iletimi ile ilgili kantitatif bir analizin gergeklestirilebilmesi olanakl
olabilecektir.

Siyatik sinir de meydana gelen hasara molekiiler diizeyde sitoplazmik yanitin,
sinirin proksimal, distal govdesinde ve lezyon alaninda 24. saatte en iist diizeye ¢iktig1
goriilmektedir. Proksimal govde daha az oranda AQP1 immunreaktivitesi gosterirken,
lezyon alani ¢ok biiyiik siddette olmak iizere sinirin distal govdesinde de sinir
travmasim takiben 24. saate kadar AQP1 ekspresyonu artmaktadir. Immunreaktivite
artigt artan agri ve bunun iletiminde gerceklesen artmis sinaptik aktiviteyle ilgili
olabilecegi kanisindayiz.

Siyatik sinirin  travmasinin erken donemlerindeki (2-48 saat) AQP1
ekpresyonuna odaklanmis oldugumuz bu ¢alismadan elde edilen bulgular dogrultusunda
sinirin travmasimin ge¢ donemlerinde de AQP1 ekspresyonun galisiimasi gerektigi
kanisindayiz.
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SONUCLAR

Bu calismanin, AQP1’in periferik sinir sisteminde gosterilmesi ve 6zellikle sinir
hasar1 sonrasit sinirin proksimal govdesinde, lezyon alaninda ve sinirin distal
govdesindeki AQP1 immiinoreaktivitesindeki degisikliklerin gosterilmesi agisindan
onemli bir calisma oldugu kanisindayiz.

Siyatik sinir de meydana gelen hasara molekiiler diizeyde sitoplazmik yanitin,
sinirin proksimal gévdesinde, lezyon alaninda ve sinirin distal govdesinde 24. saatte en
ist diizeye ¢iktig1 goriilmektedir. Proksimal govde daha az oranda AQPI
immunreaktivitesi gosterirken, lezyon alani ¢ok biiyiik siddette olmak iizere sinirin
distal govdesinde de sinir travmasimi takiben 24. saate kadar AQPI ekspresyonu
artmaktadir. Immunreaktivite artisinin, artan agr1 ve bunun iletiminde gerceklesen
artmis sinaptik aktiviteyle ilgili olabilecegi kanisindayiz.

Noropatik agrinin  anlagilmast agisindan bu calismanin literatlire katki
saglayacagi kanisindayiz.

21



10.

11.

12.

13.

KAYNAKLAR

Burnett AL, Ricker DD, Chamness SL, et al. (1995) Localization of nitric oxide
synthase in the reproductive organs of the male rat. Biol Reprod. 52:1-7.

Frostick SP, Yin Q, Kemp GJ (1998) Schwann cells, neurotrophic factors, and
peripheral nerve regeneration. Microsurgery. 18:397-405.

Quan D, Bird S (1999) Nerve conduction studies and electromyography in the
evaluation of peripheral nerve injuries. Orthopaedic Journal. 12:45-51.

Robinson LR (2000) Traumatic injury to peripheral nerves. Muscle Nerve. 23:863-
73.

Stoll G, Muller HW (1999) Nerve injury, axonal degeneration and neural
regeneration: basic insights. Brain Pathol. 9:313-25.

Hirata K, Kawabuchi M (2002) Myelin phagocytosis by macrophages and
nonmacrophages during Wallerian degeneration. Microsc Res Tech. 57:541-7.

Jones LL, Oudega M, Bunge MB, Tuszynski MH (2001) Neurotrophic factors,
cellular bridges and gene therapy for spinal cord injury. J Physiol. 533:83-9.

Pagnotta A, Tos P, Fornaro M, Gigante A, Geuna S, Battiston B (2002)
Neurotrophins and their receptors in early axonal regeneration along muscle-vein-
combined grafts. Microsurgery. 22:300-3.

Ansselin A, Fink T, Davey D, (1998) An alternative to nerve grafts in peripheral
nerve repair: Nerve guides seeded with adult Schwann cells. Acta Chir Austr.
147:19-24.

Weerasuriya A, Rapoport SI, Taylor RE (1980) Perineurial permeability increases
during Wallerian degeneration. Brain Res. 192:581-5.

Zochodne DW (2000) The microenvironment of injured and regenerating
peripheral nerves. Muscle Nerve Suppl. 9:S33-8.

Erlanger J, Schoepfle GM (1946) A study of nerve degeneration and regeneration.
Am J Physiol. 147:550-81.

Gilliatt RW, Hjorth RJ (1972) Nerve conduction during Wallerian degeneration in
the baloon. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 35:335-41.

22



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Heiss WD, Rosner G (1983) Functional recovery of cortical neurons as related to
degree and duration of ischemia. Ann Neurol. 14:294-301.

Lundborg G (1970) Ischemic nerve injury. Experimental studies on intraneural
microvascular pathophysiology and nerve function in a limb subjected to temporary
circulatory arrest. Scand J Plast Reconstr Surg Suppl. 6:3-113.

Matsuzaki T, Ablimit A, Tajika Y, Suzuki T, Aoki T, Hagiwara Hea (2005) Water
channel aquaporin 1 (AQP1) is present in the perineurium and perichondrium. Acta
Histochem Cytochem. 38 (1 ):37-42.

Oshio K, Watanabe H, Yan D, Verkman AS, Manley GT (2006) Impaired pain
sensation in mice lacking Aquaporin-1 water channels. Biochem Biophys Res
Commun. 341:1022-8.

Frigeri A, Gropper MA, Turck CW, Verkman AS (1995) Immunolocalization of
the mercurial-insensitive water channel and glycerol intrinsic protein in epithelial
cell plasma membranes. Proc Natl Acad Sci U S A. 92:4328-31.

Oshio K, Binder DK, Yang B, Schecter S, Verkman AS, Manley GT (2004)
Expression of aquaporin water channels in mouse spinal cord. Neuroscience.
127:685-93.

Nico B, Ribatti D (2010) Aquaporins in tumor growth and angiogenesis. Cancer
Lett. 294:135-8.

Sadler T (1990) Embryonic period: Third to eight week. In Langman J (ed.):
Langman’s medical embryology. Baltimore, Williams and Wilkins, pp. 61-6;356-
62.

Mirajullah M, Shen X (2002) Schwann cells: leader of Nervenkitt. J Ayub Med
Coll Abbottabad. 14:30-3.

Ross M, Pawlina W (2006) Histology: A text and atlas. Baltimore,Philadelphia:
Lippincott Williams & Wilkins.

Allt G, Lawrenson J (2000) The blood-nerve barier: enzymes, transporters and
receptors - a comparison with the blood-brain barier (review). Brain Res Bull. 52:1-
12.

Lundborg G, (1988) The nerve trunk: Nerve injury and repair. New York: Churchill
Livingstone, 32-63.

Ozmen S Ug-yan sinir anastomozunda alict sinir distal ucunda epindrium

rezeksiyonunun rejenerasyona etkisi. Ankara, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi,,
2002, p. 34.

23



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Terzis J, Smith K (1990) The Peripheral Nevre Structure: Function and
Reconstruction. New York: Raven Pres.

Sunderland S (1978) Nerves and nerve injury. New York: Churchill Livingstone.

Lundborg G (1975) Structure and function of the intraneural microvessels as related
to trauma, edema formation, and nerve function. J Bone Joint Surg Am. 57:938-48.

Hansson HA (1993) Insulin-like growth factors and nerve regeneration. Ann N Y
Acad Sci. 692:161-71.

Adams WE (1942) The blood supply of nerves: I. Historical review. J Anat.
76:323-41.

Lundborg G, Dahlin LB (1992) The pathophysiology of nerve compression. Hand
Clin. 8:215-27.

Lundborg G, Dahlin LB (1996) Anatomy, function, and pathophysiology of
peripheral nerves and nerve compression. Hand Clin. 12:185-93.

Lundborg G, Myers R, Powell H (1983) Nerve compression injury and increased

endoneural fluid pressure: A “miniature compartment syndrome”. J Neurol
Neurosurg Psychiatry 46:1119-24.

Lundborg G (1979) The intrinsic vascularization of human peripheral nerves:
structural and functional aspects. J Hand Surg Am. 4:34-41.

Nordin M, Frankel V (2001) Basic Biomechanics of the Musculoskeletal System.

Bell MA, Weddell AG (1984) A morphometric study of intrafascicular vessels of
mammalian sciatic nerve. Muscle Nerve. 7:524-34.

Burnett M, Zager E (2004) Pathophysiology of peripheral nerve injury: a brief
review. Neurosurg Focus. 16:1-7.

Dellon AL, Mackinnon SE (1989) Selection of the appropriate parameter to
measure neural regeneration. Ann Plast Surg. 23:197-202.

Mackinnon SE, Hudson AR, Hunter DA (1985) Histologic assessment of nerve
regeneration in the rat. Plast Reconstr Surg. 75:384-8.

Munro CA, Szalai JP, Mackinnon SE, Midha R (1998) Lack of association between
outcome measures of nerve regeneration. Muscle Nerve. 21:1095-7.

Bozkurt G, Benli K (2004) Periferik Sinir Yaralanmalari. In Benli K (ed.): Temel
Nérosirurji. Ankara, Hacettepe Universitesi Hastaneleri Basimevi, pp. 319-27.

24



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Murray R, Granner D, Mayes P, Rodwell W (2004) Harper Biyokimya. Istanbul
Nobel Kitapevi.

Rydevik B, Lundborg G, Olmarker K, Myers R (2001) Biomechanics of Peripheral
Nerves and Spinal Nerve Roots. In Nordin M, Frankel V (eds.): Basic
Biomechanics Of The Musculoskeletal System. New York, Lippincott
Williams&Wilkins, pp. 126-31.

Weerasuriya A, Rapoport SI, Taylor RE (1979) Modification of permeability of
frog perineurium to [14C]-sucrose by stretch and hypertonicity. Brain Res.
173:503-12.

Weerasuriya A, Rapoport Sl, Taylor RE (1980) lonic permeabilities of the frog
perineurium. Brain Res. 191:405-15.

Kim JH, Park JA, Lee SW, Kim WJ, Yu YS, Kim KW (2006) Blood-neural barrier:
intercellular communication at glio-vascular interface. J Biochem Mol Biol.
39:339-45.

Dyck P, Karnes J, Lais A, Lofgren E, Stevens J (1984) Pathologic alterations of the
peripheral nervous system of humans. In Dyck P, Thomas P, Lambert E, Bunge R
(eds.): Peripheral neuropathy. Philadelphia, WB Saunders, pp. 760-870.

Rossiter R (1961) The chemistry of Wallerian degeneration. In Folch-Pi J (ed.):
Chemical pathology of the nervous system. New York, Pergamon Press, pp. 207-
27.

Stoll G, Jander S, Myers RR (2002) Degeneration and regeneration of the
peripheral nervous system: from Augustus Waller's observations to
neuroinflammation. J Peripher Nerv Syst. 7:13-27.

Tsao JW, George EB, Griffin JW (1999) Temperature modulation reveals three
distinct stages of Wallerian degeneration. J Neurosci. 19:4718-26.

Bradley WG, Asbury AK (1970) Duration of synthesis phase in neuilemma cells in
mouse sciatic nerve during degeneration. Exp Neurol. 26:275-82.

Pellegrino RG, Politis MJ, Ritchie JM, Spencer PS (1986) Events in degenerating
cat peripheral nerve: induction of Schwann cell S phase and its relation to nerve
fibre degeneration. J Neurocytol. 15:17-28.

Stoll G, Trapp BD, Griffin JW (1989) Macrophage function during Wallerian
degeneration of rat optic nerve: clearance of degenerating myelin and la expression.
J Neurosci. 9:2327-35.

Aguayo AJ, Charron L, Bray GM (1976) Potential of Schwann cells from

unmyelinated nerves to produce myelin: a quantitative ultrastructural and
radiographic study. J Neurocytol. 5:565-73.

25



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Jessen KR, Mirsky R, Morgan L (1987) Axonal signals regulate the differentiation
of non-myelin-forming Schwann cells: an immunohistochemical study of
galactocerebroside in transected and regenerating nerves. J Neurosci. 7:3362-9.

Poduslo JF, Curran GL, Dyck PJ (1988) Increase in albumin, 1gG, and IgM blood-
nerve barrier indices in human diabetic neuropathy. Proc Natl Acad Sci U S A.
85:4879-83.

Weerasuriya A, Hockman CH (1992) Perineurial permeability to sodium during
Wallerian degeneration in rat sciatic nerve. Brain Res. 581:327-33.

Latker CH, Wadhwani KC, Balbo A, Rapoport SI (1991) Blood-nerve barrier in the
frog during wallerian degeneration: are axons necessary for maintenance of barrier
function? J Comp Neurol. 308:650-64.

Williams PL, Hall SM (1971) Chronic Wallerian degeneration--an in vivo and
ultrastructural study. J Anat. 109:487-503.

Mizisin AP, Weerasuriya A (2011) Homeostatic regulation of the endoneurial
microenvironment during development, aging and in response to trauma, disease
and toxic insult. Acta Neuropathol. 121:291-312.

Badaut J, Lasbennes F, Magistretti PJ, Regli L (2002) Aquaporins in brain:
distribution, physiology, and pathophysiology. J Cereb Blood Flow Metab. 22:367-
78.

Verkman AS (2003) Role of aquaporin water channels in eye function. Exp Eye
Res. 76:137-43.

Verkman AS (2012) Aquaporins in clinical medicine. Annu Rev Med. 63:303-16.

Gonzalez C, Gonzalez-Buitrago JM, lzquierdo G (2013) Aquaporins, anti-
aquaporin-4 autoantibodies and neuromyelitis optica. Clin Chim Acta. 415:350-60.

Agre P, Saboori AM, Asimos A, Smith BL (1987) Purification and partial
characterization of the Mr 30,000 integral membrane protein associated with the
erythrocyte Rh(D) antigen. J Biol Chem. 262:17497-503.

Smith BL, Agre P (1991) Erythrocyte Mr 28,000 transmembrane protein exists as a
multisubunit oligomer similar to channel proteins. J Biol Chem. 266:6407-15.

Preston GM, Carroll TP, Guggino WB, Agre P (1992) Appearance of water
channels in Xenopus oocytes expressing red cell CHIP28 protein. Science.
256:385-7.

Takata K, Matsuzaki T, Tajika Y (2004) Aquaporins: water channel proteins of the
cell membrane. Prog Histochem Cytochem. 39:1-83.

26



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Sabolic I, Valenti G, Verbavatz JM, et al. (1992) Localization of the CHIP28 water
channel in rat kidney. Am J Physiol. 263:C1225-33.

Nielsen S, Smith BL, Christensen EI, Agre P (1993) Distribution of the aquaporin
CHIP in secretory and resorptive epithelia and capillary endothelia. Proc Natl Acad
Sci U S A. 90:7275-9.

Verkman AS, Mitra AK (2000) Structure and function of aquaporin water channels.
Am J Physiol Renal Physiol. 278:F13-28.

Agre P (2004) Aquaporin water channels (Nobel Lecture). Angew Chem Int Ed
Engl. 43:4278-90.

Castle NA (2005) Aquaporins as targets for drug discovery. Drug Discov Today.
10:485-93.

Tait MJ, Saadoun S, Bell BA, Papadopoulos MC (2008) Water movements in the
brain: role of aquaporins. Trends Neurosci. 31:37-43.

Gao H, He C, Fang X, et al. (2006) Localization of aquaporin-1 water channel in
glial cells of the human peripheral nervous system. Glia. 53:783-7.

Ma TH, Gao HW, Fang XD, Yang H (2011) Expression and function of aquaporins
in peripheral nervous system. Acta Pharmacol Sin. 32:711-5.

Shields SD, Mazario J, Skinner K, Basbaum Al (2007) Anatomical and functional
analysis of aquaporin 1, a water channel in primary afferent neurons. Pain. 131:8-
20.

Matsumoto I, Nagamatsu N, Arai S, Emori Y, Abe K (2004) Identification of
candidate genes involved in somatosensory functions of cranial sensory ganglia.
Brain Res Mol Brain Res. 126:98-102.

Nandasena BG, Suzuki A, Aita M, Kawano Y, Nozawa-Inoue K, Maeda T (2007)
Immunolocalization of aquaporin-1 in the mechanoreceptive Ruffini endings in the
periodontal ligament. Brain Res. 1157:32-40.

Oshio K, Song Y, Verkman AS, Manley GT (2003) Aquaporin-1 deletion reduces
osmotic water permeability and cerebrospinal fluid production. Acta Neurochir
Suppl. 86:525-8.

Oshio K, Watanabe H, Song Y, Verkman AS, Manley GT (2005) Reduced
cerebrospinal fluid production and intracranial pressure in mice lacking choroid
plexus water channel Aquaporin-1. FASEB J. 19:76-8.

Kim IB, Lee EJ, Oh SJ, Park CB, Pow DV, Chun MH (2002) Light and electron

microscopic analysis of aquaporin 1-like-immunoreactive amacrine cells in the rat
retina. J Comp Neurol. 452:178-91.

27



84.

85.

86.

87.

88.

Nagahama M, Ma N, Semba R, Naruse S (2006) Aquaporin 1 immunoreactive
enteric neurons in the rat ileum. Neurosci Lett. 395:206-10.

Wang H, Fang F, Yi J, Xiang Z, Sun M, Jiang H (2012) Establishment and
assessment of the perinatal mouse facial nerve axotomy model via a subauricular
incision approach. Exp Biol Med (Maywood). 237:1249-55.

Bove GM, Light AR (1995) Calcitonin gene-related peptide and peripherin
immunoreactivity in nerve sheaths. Somatosens Mot Res. 12:49-57.

Bove GM, Light AR (1997) The nervi nervorum: Missing link for neuropathic
pain? Pain Forum. 6:181-90.

Sauer SK, Bove GM, Averbeck B, Reeh PW (1999) Rat peripheral nerve
components release calcitonin gene-related peptide and prostaglandin E2 in
response to noxious stimuli: evidence that nervi nervorum are nociceptors.
Neuroscience. 92:319-25.

28



OZGECMIS

25.02.1987 tarihinde Ankara’da dogdu. 2003 yilinda Anittepe Lisesi’nden
mezun oldu. Lisans 6grenimini 2009 yilinda Akdeniz Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'nde tamamladi. 2011 yilinda Akdeniz Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitlisii’'nde Anatomi Yiksek Lisans egitimine basladi. Yabanci dili
Ingilizce’dir.

29



	1
	2
	3
	4

