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OZET

Amaglar: Bu deneysel ¢alismada, hiperbarik ortamda oksijen ve hava solumanin,

sicanlarin kan-beyin bariyeri (KBB) gecirgenligi lizerine etkileri aragtirilmistir.

Gereg ve yontemler: Caligmada 72 adet Wistar albino, saglikli, geng eriskin disi sican
kullanildi. Hayvanlar; kontrol grubu, hiperbarik oksijen soluyan grup (G-HBO) ve hiperbarik
hava (G-HBH) soluyan gruplar olmak iizere iice ayrildi. Hiperbarik oksijen (HBO) ve
hipebarik hava (HBH) seanslari, 15 dakika kompresyon, 2,5 ATA’da 60 dakika %100 oksijen
ya da hava soluma, 15 dakika rekompresyon olarak uygulandi. Deney gruplarina 4,5 saat
aralarla 24 saatte 4 kez HBO veya HBH seanslar1 uygulandi. Dordiincii seanstan yaklasik 4
saat sonra, alt gruplara bdliinen siganlar kateterize edilerek, Evans blue (EB) boyasi
enjeksiyonu, horseradish peroksidaz (HRP) traseri enjeksiyonu ve immiinohistokimyasal
degerlendirme i¢in fiksasyon islemleri yapildi ve dekapitasyon uygulandi. KBB gecirgenligi,
EB boyast ile kantitatif Olglimle, HRP traseri ile elektron mikroskobik diizeyde
degerlendirildi. Immunohistokimyasal degerlendirme, siki1 baglant1 proteini olan okludin,
endotel plazma membraninda bulunan kaveolin-1 ve astrositik ayak sonlanmalarinda bulunan
ve bir su kanal1 proteini olan aquaporin-4 (AQP-4)’lin rolatif boyanma yogunluklarinin, imaj

analizi kullanilarak tespiti ile yapildi.

Bulgular: Kontrol ve G-HBH grubu ile karsilastirildiginda, G-HBO grubunda beyin
dokusuna anlamli ol¢iide EB boyas1 gegtigi saptandi (p<0,05). Elektron mikroskopisi
diizeyinde, normal sartlar altinda KBB’yi gecemeyen HRP’nin, G-HBO ve G-HBH
gruplarinda, KBB’yi gectigi gdzlendi. immunohistokimyasal olarak imaj analiziyle, okludin
ve kaveolin-1’in rdlatif boyanma yogunluklarinda gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.
AQP-4’1in rolatif boyanma yogunlugunun, kontrol ve G-HBH grubu ile karsilastirildiginda,
G-HBO grubunda anlamli olarak arttig1 saptandi (p< 0,01).

Sonug¢: Saglikli sicanlara uygulanan HBO, KBB’de EB boyasina karsi gecirgenligi
arttirmistir.  Solunum  gazindaki oksijenin kismi basincinin artigi, saghkli siganlarin

KBB’sinden HRP traserinin ge¢isine neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Hiperbarik oksijen, kan-beyin bariyeri, evans blue, horseradish

peroksidaz, AQP-4, okludin, kaveolin-1



ABSTRACT

Objective: In this experimental study, the effects of breathing 100 % oxygen or air
under hyperbaric condition, on blood-brain barrier (BBB) permeability were investigated in

rats.

Materials and methods: Seventy two healthy young female Wistar albino rats were
divided into three groups as, control, hyperbaric oxygen breathing (G-HBO) and hyperbaric
air breathing (G-HBA) groups. Hyperbaric oxygen (HBO) and hyperbaric air (HBA) sessions
were set as, compression in 15 min, 100 % oxygen or air breathing for 60 min at 2,5 ATA and
decompression in 15 min. Four hyperbaric sessions on 100 % oxygen or air were applied to
G-HBO and G-HBA groups in 24 hours with 4,5 hours intervals. The rats were catheterized
about 4 hours after the last hyperbaric sessions to inject Evans blue (EB) dye and horseradish
peroxidase (HRP), and to make the fixation for immunohistochemical evaluation and
decapitation. BBB permeability was examined quantitatively and electron microscopically by
using EB and HRP tracers respectively. In immunohistochemical evaluation, relative staining
intensity was detected by image analysis for a tight junction protein occludin, caveolin-1
which is located on endothelial plasma membrane, and aquaporin-4 (AQP-4) that is known as

water channel protein.

Results: Significant increase was detected in the BBB permeability for EB tracer in G-
HBO group (p<0,05) comparing to control and G-HBA groups. In the electron microscopy,
HRP crossed the BBB was detected in the samples from both G-HBO and G-HBA groups.
There was no significant difference in the relative staining intensity of occludine and
caveoline-1 between the groups. The relative staining intensity for AQP-4 increased

significantly in G-HBO group (p< 0,01) comparing G-HBA and control groups.

Conclusions: The HBO administration to healty rats increased BBB permeability to EB
dye. The increase of partial oxygen pressure in breathing gas caused the passing of the HRP

tracer across the BBB in rats.

Key Words: Hyperbaric oxygen, blood-brain barrier, evans blue, horseradish

peroxidase, AQP-4, occludin, caveolin-1



I- GIRIS

Organizmadaki diger sistemlerden farkli olarak, merkezi sinir sistemi (MSS) optimal
aktivitesini siirdlirebilmesi i¢in miikemmel bir sekilde korunmaktadir. MSS’nin homeostatik
bir ortamda ¢alismasi i¢in bu koruma isini kan-beyin bariyeri (KBB) iistlenir. KBB, spesifik
transport sistemleri ile ndronal fonksiyonlar i¢in gerekli maddelerin gegisine izin veren, beyni
kanda dolasan zararli maddelerden ve toksinlerden koruyan, 6zellesmis, karmasik hiicresel bir
sistemdir. KBB, madde ge¢isini hem fiziksel hem de metabolik bariyerler sayesinde kontrol

eder (1).

KBB yikim1 ve fonksiyon bozukluklari, MSS patolojilerinde anahtar rol oynamaktadir.
KBB yetmezligine yol acan veya KBB yetmezligi nedeniyle ortaya c¢ikan hastaliklara her
gecen giin yenileri eklenmektedir. KBB fonksiyon bozukluklari, degisken derecede gecici
veya kronik olabilmektedir. Iskemi, reperfiizyon, travma, akut hipertansiyon, epilepsi,
Alzheimer hastaligi, multipl skleroz gibi hastaliklar disinda manyetik alanda da gegici KBB
gecirgenlik degisiklikleri gdzlenmektedir (1, 30).

Hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT), basing odasi igerisinde 1 atmosfer mutlak
basingtan (ATA) daha yiiksek basing altinda %100 oksijen solunmasi temeline dayanan,
medikal bir tedavi yontemidir (30). HBOT ile oksijenin plazmada ¢oziniirliigii ve taginmast
hemoglobinden bagimsiz olarak artirilmaktadir. HBOT giiniimiizde arteriyel gaz embolisi,
karbonmonoksit (CO) zehirlenmeleri, dekompresyon hastaligi, diyabetik ayak gibi
iyilesmeyen problemli yaralarda, radyasyon nekrozu, nekrotizan yumusak doku
enfeksiyonlari, gazli gangren ve direngli osteomiyelitlerde ana veya yardimci tedavi yontemi
olarak kullanilmaktadir (32). Ancak HBOT nin, serbest radikal {iretiminde artisa yol acarak
MSS’de toksisiteye neden oldugu ve bu etkinin 6zellikle 3 ATA ve iizerindeki basinglarda
uygulandiginda meydana geldigi bilinmektedir. Bunun yami sira basing degisiklikleri
nedeniyle akut olarak basta orta kulak barotravmasi olmak {izere, siniis barotravmalar1 ve

uzun siireli tedavilerde gegici miyopi gibi istenmeyen yan etkileri ortaya ¢ikabilmektedir (30).

Hiperbarik oksijenin (HBO), saglikli canlilarin hasar gérmemis KBB {izerine etkileri ile
ilgili ¢alismalar sinirli sayida ve yetersizdir. Caligma sayisinin azliginin yani sira, sonuglariin
da farkli olmasi dikkat ¢ekmektedir. Saglikli sican ve kedilerde yapilan bir calismada
HBO’nun, beyin damar gegirgenligini arttirdigi gosterilmistir (44). Buna karsin yapilan bagka



bir calismada, HBO benzer kosullarda uygulanmig, ancak beyin damar gegcirgenliginde

herhangi bir degisiklik gézlenmedigi bildirilmistir (26).

Beyin ddemi tedavisinde, HBO kullanimu ile yapilan deneysel ¢aligmalarin sonuglari da
olumlu goériinmektedir. HBO’nun, sigan ve farelerde olusturulan fokal serebral iskemi sonrasi
ortaya ¢ikan beyin 6demini ve KBB gegirgenligini azalttigi bildirilmistir (71). Tavsanlarda
olusturulan global serebral iskemi sonras1 uygulanan HBO’nun, beyin kan akimini azalttigini,
KBB gegirgenligini azalttigi gosterilmistir (47). Bu calismalarda da, HBO’nun hasar géren

KBB iizerine onarici etkilerinden s6z edilmektedir.

Bu deneysel calisma, saglikli siganlarda, hiperbarik ortamda solunan hava ve oksijenin,
MSS’nin ana savunma hatti1 olan KBB iizerine etkilerini aydinlatmay1 amaglamaktadir. Elde
edilecek verilerin, HBO ve hiperbarik ortam maruziyetinin MSS {izerindeki etkilerinin

anlasilmasinda bir basamak olmas1 beklenmektedir.



II- GENEL BIiLGILER

A- HIPERBARIK OKSIJEN TEDAVISi
1. Tanmim

HBOT, hastalara veya deneklere 1 atmosfer mutlak basingtan (1 ATA=760 mmHg=1
bar) daha yiiksek basinglarda, belirli siirelerle aralikli veya siirekli %100 oksijen solutulmasi
ile yapilan sistemik, medikal bir tedavi yontemidir (30). 1 ATA ve altindaki basing
degerlerinde %100 oksijen uygulamalari, lokal uygulamalar HBOT olarak kabul
edilmemektedir. Tedavinin uygulandig basing degeri 2-3 ATA arasinda olup, tedavi siiresi ve

seans sayilar1 hastanin tanisina ve klinik durumuna gore belirlenmektedir.

HBOT uygulamalar i¢in temelde tek kisilik (Sekil 1) ve c¢ok kisilik (Sekil 2) olmak
iizere iki tip basing odasi sistemi kullanilir. Tek kisilik basing odalarinda hastalar hava veya
oksijen ile basing altina alinir. Bu sistem kullanildiginda, hasta oksijen ile basing altina
aliirsa, ortamdaki oksijeni siirekli olarak soluyarak, hava ile basing altina alinirsa, maske ile
oksijen soluyarak tedavi olmaktadir. Cok kisilik basing odalarinda ise hastalar hava ile basing

altina alinmakta, daha fazla hasta aym1 anda maske, baslik veya endotrakeal tiip yoluyla

oksijen alabilmektedir (16, 39).

Sekil 1. Tek kisilik basing odas1, Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi, Sualtt Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali



Sekil 2. Cok kisilik basing odasi, Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi, Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dal1

2. Tarihge

Hastalarin basing odasimna alinarak tedavi edilmesi baslangigta bilimsel temellere
dayanmamistir. Ilk kez 1662 yilinda Ingiliz rahip Henshaw, sezgilerine dayanarak
“Domicilium” adini verdigi basing odasinda akut hastaliklar1 yiiksek, kronik hastaliklar1 ise
diisilk basingta tedavi etmeye baglamistir. 19. yy’da Avrupa’da bircok pnomotik enstitii
kurulmus ve hiperbarik tedaviler yapilmistir, ancak higbir bilimsel sonug¢ elde edilememistir.
1879 yilinda Fransiz bir cerrah olan Fountaine, mobil basinglanabilir bir ameliyathane insa
etmistir. Bu ameliyathane igerisinde nitroz oksit ile anestezi uygulayarak opere ettigi
hastalarda, anestezi derinliginin arttigin1 ve siyanozun olmadigini gozlemistir. 1930’1u yillarin
sonuna kadar devam eden hiperbarik hava tedavileri i¢inde, Fountaine’nin ¢aligmalarinin tek
yar1 bilimsel c¢alismalar oldugu sdylenebilir (33, 40). Kansas Universitesi’nde anestezi
profesorii olarak ¢alisan Orville J. Cunningham, hipoksi krizlerinin basing odasinda tedavi
edilebildigini hastalar iizerinde gostermistir. Cunningham, bir hastasinin hediyesi olarak
yapilan, 64 feet (19,5 m) ¢apinda 72 odali dev bir kiire seklinde ve bugiine kadar insa edilmis
en biiylik basing odasi (Steel Ball Hospital) icerisinde ¢esitli hastalar1 tedavi etmis, kiiltiirde

iiretilemeyen bazi mikroorganizmalarin basing altinda iiremedigini gozlemistir. Ancak



kendinden istenen bilimsel kanitlar1 sunmamasi nedeniyle 1930 yilinda Amerikan Tip Birligi

tarafindan ¢aligmalar1 durdurulmustur (33, 40).

Oksijen birbirinden bagimsiz iki kisi tarafindan yaklasgtk ayni donemlerde
kesfedilmistir. Carl Wilhelm Scheele 1772 yilinda oksijeni kesfetmis ancak ilk kez 1775
yilinda Joseph Priestly oksijen ile ilgili ¢calismalarin1 yayimlamistir. Oksijenin hiperbarik tip

alaninda kullanim1 i¢in 150 yildan fazla zaman ge¢mesi gerekmistir (33, 40).

Hiperbarik tip alanindaki asil gelismeler, basingl tiinel is¢iligi ile 1845°de Fransa’da
Loire nehri yataginin kazilarinda, Triger’in iscilerde goriilen disbarik yakinmalar
tanimlamasi ile baslamistir (21, 33, 40). Tipta ilk kez Behnke ve Shaw tarafindan 1937°de
dekompresyon hastaliginda HBOT kullanilmistir (18).

HBOT’nin dalis hastaliklar1 disinda kullanimi 1955°de baglamistir. Churchill Davidson
HBOTyi kanserli hastalarda radyoterapinin etkisini arttirmak amaciyla kullanmistir. 1960°da
Boerema, hiperbarik oksijen ve voliim destegi ile tedavi ettigi, 6liimciil derecede anemik olan
domuzlarla ilgili makalesini “Life Without Blood (kansiz hayat)” bashgiyla yayimlamis ve
ardindan HBOT kalp cerrahisinde kullanilmaya baglanmistir. Ayni yi1l Sharp ve Smith
tarafindan ilk CO zehirlenmesi vakast HBOT ile tedavi edilmistir. 1961°de Boerema ve
Brummelkamp gazli gangren olgularint basing odasinda tedavi etmeye baslamislardir. Kalp
cerrahisinde yeni gelismeler ile 1970 yillarinda bu alanda HBOT kullanimu terk edilmistir (18,
33, 40).

HBOT ile ilgili ilk uluslararasi toplanti 1963 yilinda Amsterdam’da yapilmistir. Bu
donemde HBOT bilimsel temeli olmayan bir¢cok hastalikta da kullanilmigtir. Bu nedenle
Amerika Birlesik Devletlerinde kurulan Sualt1 ve Hiperbarik Tip Cemiyeti (UHMS; Undersea
and Hyperbaric Medical Society ), 1970’lerin sonunda HBOT nin temel kural ve prensiplerini
yaymmlamistir. Daha sonraki yillarda Avrupa’da kurulan diger benzer orgiitler (EUBS;
European Underwater and Baromedical Society, ECHM; European Committee for Hyperbaric
Medicine) her yil diizenlenen toplantilarla, yeni ¢alismalar 1s18inda HBOT ile ilgili ortak
kararlar alinmasini saglamistir. HBOT endikasyonlar1 ile ilgili ilk yazili dokiiman ise 1994

yilinda yayimlanmistir (33).

Gilinlimiizde HBOT uygulamasi ile ilgili egitim disiplinlerinin gelistirilmesi, bilimsel
temeli olan bircok calismanin yapilmasi ve paylasilmasi ile endikasyonlar ve HBOT nin tip

alanindaki yeri net olarak belirlenmistir.



3. Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Etki Mekanizmalar:
a. Fiziksel Temel

HBOT kapal1 bir sistem igerisinde basincin arttirilmasi ile oksijen solunarak yapilan bir
tedavi yontemi oldugundan, etkilerinin anlagilabilmesi i¢in baz1 gaz kanunlarinin hatirlanmast
gereklidir. Gaz kanunlari, gazlarin sicaklik, basing ve hacim iligkilerini agiklayan bazi

kanunlardir.
(1). Ideal Gaz Kanunu

Ideal gaz kanunu; gazlarmn hacim, termodinamik sicaklik ve basinglar1 arasindaki
iligkiyi agiklayan kanundur. Boyle gaz kanunu (1662), Charles gaz kanunu (1787-1802) ve
Gay-Lussac gaz kanunu (1809) birleserek toplam gaz kanununu olustururlar. Bu kanuna
Avogadro yasasi da (1811) eklenerek ideal gaz kanunu olusturulmustur. Avogadro yasasi, esit
hacim, sicaklik ve basingtaki gazlarin ayni sayida pargacik veya molekiil i¢cerdigini savunur.
Bu yasaya gore, ideal gaz sabitinin tiim gazlar i¢in ayn1 oldugu sonucuna varilir. Ideal gaz

kanunu asagidaki formiil ile ifade edilir.
P.V=nR.T
P: Basing (paskal)
V: Hacim (m)
n: Gazin mol sayis1
T: Sicaklik (Kelvin: °K)
R: Gaz sabiti (8,3145 J/mol °K)
(2). Boyle Gaz Kanunu

Sabit sicaklikta, belli bir kiitledeki gazin hacmi ile basinci ters orantilidir. Boyle gaz

kanunu asagidaki gibi ifade edilir.
P.V =k (T sabit) P: Basing V: Hacim k: Sabit

Arteriyel gaz embolisi ve dekompresyon hastaligi gibi HBOT gerektiren bazi

patolojilerin tedavisi bu kanuna dayanir. Artan basing ile gaz kabarciklarinin hacminde



kiictilme saglanir. Ayrica HBOT nin yan etkilerinden biri olan barotravmalar, Boyle gaz

kanunu ile agiklanir (42).
(3). Charles ve Gay-Lussac Gaz Kanunlar

Sabit hacimli bir gazin, basinci ile sicakligi dogru orantilidir (L. Gay-Lussac). Sabit
basing altinda, gazlarin hacimleri, sicakliklari ile dogru orantilidir (J. Charles). Her iki

kanunda asagidaki gibi ifade edilmektedir.
Py /T, =P,/ T, (V:sabit) P: Basing V: Hacim T: Sicaklik

Basing odalarinda, basing hizli bir sekilde arttirilirsa ortam sicakligi artar (36). Hacmi
sabit olan basing odalarinda, sicaklik artisi da basincin artisina sebep olur. Bu nedenle

hiperbarik sistemlerde sicakligin kontrol altinda tutulmasi1 gerekmektedir.
(4). Henry Gaz Kanunu

Sabit sicaklikta bir s1v1 igerisinde ¢dzilinen gaz miktari, o gazin parsiyel basinci ile dogru
orantilidir. Her bir gazin, farkli sivilar i¢in ¢oziiniirliik kat sayis1 farklidir ve sicaklikla degisir

(36).

Oksijen, normal kosullar altinda, akcigerlerden %97°si hemoglobine bagli, %31 ise
plazmada c¢oziinerek dokulara tasinir. Deniz seviyesinde arteriyel oksijen saturasyonu
%97,5’dur. 1 gram hemoglobin 1,34 ml oksijen ile baglanir. Hemoglobin degeri 15 gr/dl (100
ml) olan normal bir insanda, 100 ml kanda 19,5 ml oksijen tasimnabilir. Kapiller seviyede
oksijen saturasyonu %75’e, parsiyel oksijen basinct 40 mmHg’ ya diiser. Dolayisiyla taginan
oksijen miktar1 14,5 ml’ye diiser; 100 ml kan ile yaklasik 5 ml oksijen dokulara transfer edilir
(36). HBOT ile plazmada ¢0ziinen oksijen miktar1 artar. 2,8 ATA’da %100 oksijen
solunmasiyla,100 ml kanda ¢oziinen oksijen miktar1 6 ml olmaktadir. Bu deger, tek basina
hemoglobinden bagimsiz olarak dokularin oksijen ihtiyacini karsilamaya yetecek diizeydedir.

Ayrica Henry gaz kanunu, dekompresyon hastaligi olusum mekanizmasini da agiklamaktadir.
(5). Dalton Gaz Kanunu

Bir gaz karisiminin basinci, karisimdaki her bir gazin kismi basinglarinin toplamina

esittir. Asagidaki formiil ile ifade edilir.
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Pr=P{+Py+P3+....+ P,
Pr: Gaz karisiminin toplam basinci
P+ P+ P3+.....+ Py: Karisimdaki gazlarin kismi basinglart toplami

Soludugumuz havanin yaklasik %21’ini oksijen, %78’ ini nitrojen, kalan %1 ini diger
gazlar olusturur. Yerkiire ve tiim canlilar, atmosfer tarafindan uygulanan bir basing altindadir.
Bu basing degeri deniz seviyesinde 1 kg/cm?, 760 mmHg ve 1 ATA’ya esittir. Dalton gaz
kanununa gore havadaki oksijenin parsiyel basinci 21/100 x 760 mmHg = 159,6 mmHg
(yaklasik 160 mmHg) veya 0,2 ATA olmaktadir. Ornegin ortam basmci 2 katina
cikarildiginda oksijenin parsiyel basinci da dogru orantili olarak artar ve 320 mmHg veya 0,4

ATA olmaktadir (36).
b. Fizyolojik Etkileri

HBOT’nin etkisi iki temel mekanizma {lizerinden olmaktadir. Bunlar dogrudan basincin

mekanik etkisi ve parsiyel oksijen basincinda artis ile ortaya ¢ikan etkilerdir (30).
(1). Basincin Mekanik Etkisi

Boyle gaz kanununa gore basing arttiginda gazlarin hacimleri kiiciiliir. Dekompresyon
hastaligi, gaz embolileri ve gazli gangrende oldugu gibi doku igerisinde gaz kabarciklariin
oldugu patolojilerde, dogrudan basincin etkisiyle kabarciklarin kii¢iilmesi hedeflenir. Kiigiilen
gaz kabarciginin yiizey gerilimi artar ve dengesizlesir, hizla kollabe olma egilimdedir. Ayni
zamanda kabarcik icerisindeki nitrojen, HBOT ile saglanan yiiksek gradiyentteki oksijen ile
yer degistirerek kabarcigin daha kolay elimine olmasini saglar. Kabarcik tamamen yok
edilemese de ¢evre dokuya yaptig1 baski ve dolasim bozuklugu ortadan kaldirilir. Damar
icinde oOzellikle silindirik yapidaki gaz kabarciklari, pihtilasma mekanizmalarimi aktive

etmektedir. Basinci etkisi ile bu kabarciklar daha kiiciik kiiresel formlara doniismektedir (30).

Viicutta fizyolojik olarak gaz igeren organ ve sistemlerde de benzer etkiler
goriilmektedir. Basing arttirilmasi ve distiriilmesi sirasinda olusabilecek bazi yan etkiler de bu

sekilde agiklanir.
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(2). Yiiksek Parsiyel Oksijen Basincimin Etkileri

Hemoglobin normal sartlar altinda oksijen ile %97 oraninda satiire durumdadir. Bu
nedenle normobarik ortamda oksijen solunmasi ile hemoglobinin oksijen ile en fazla %100
satiire olur, plazmada ¢oziinen oksijen miktarinda hafif bir artis goézlenir. HBOT yiiksek
parsiyel oksijen basinci saglayarak plazmada ¢oziinen oksijen miktarini artirmaktadir.
Ornegin 2,8 ATA’ da oksijen solunmasi ile parsiyel oksijen basinci 10-13 kat artmaktadir bu
da yaklasgitk 100 ml plazma ile 6 ml oksijen tasmmmasmi saglar. CO zehirlenmesi gibi

hemoglobinin oksijen tastyamadigi durumlarda HBOT nin bu etkisinden yararlanilir (30).

HBOT ile vendz kandaki hemoglobin de tamamen oksijen ile satiire durumdadir.
Karbondioksitin (CO;) bir kismu kanda hemoglobine baglanarak taginmaktadir. Hemoglobin
ile tasinamayan CO, plazmada ¢oziiniir, hafif bir asidoza yol acar. Ancak saglikli bir
organizmada bu herhangi bir sorun olusturmaz. Kronik obstriiktif akciger hastalig1 gibi CO,

atiliminin yetersiz oldugu durumlarda ciddi retansiyon gelisebilir (30).

Plazmada yiiksek oranda ¢dziinen oksijenin, hastalarin fizyolojik ve patofizyolojik
durumlarina bagli olarak, ¢esitli organ, doku ve biyokimyasal reaksiyonlar iizerinde sayisiz
etkisi vardir. Gazli gangrende alfa toksin tiretiminin baskilanmasi, 16kositlerin antimikrobiyal
etkinliginde artig, kapiller duvarlarda 16kosit adezyonunda azalma, hipoksik olmayan
bolgelerdeki damarlarda vazokonstriksiyon, kapiller proliferasyonda artig, fibroblast
cogalmast ve kollajen iiretiminin uyarilmasi, siiperoksit dismutaz stimiilasyonu, adenozin
trifosfat (ATP) tiretiminin saglanmasiyla doku 6deminde gerileme, CO zehirlenmesinde lipid
peroksidasyonunun engellenmesi, osteoklastik aktivite artisi, okiiler lenste esnekligin

azalmasi, siirfaktan sentezinde azalma bunlardan bazilaridir (30).

Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri: Hiperoksi, doku ve organlarda
vazokonstriksiyon ve kardiyak after-load artigina neden olur. Kalp hizinda yavaglama ve kan
basincinda artis tespit edilir. Kalbin dakika atim hacmi bir miktar diiser, ancak atim volimii

ve kontraktilite degismez (17, 30).

Antiodem Etkisi: HBOT ile olusan hiperokside, bir¢ok doku ve organda
vazokonstriksiyon meydana gelir. Kompartman sendromunda, yanik olgularinda ve serebral
o0demde bu etkiden faydalanilarak 6demin azaltilmasi amaglanir. Ancak bu vazokonstriktif
etki kanlanmanin bozuldugu hipoksik bélgelerde goézlenmemektedir. HBOT, hipoksi ile
bozulan kapiller gegirgenligi diizenleyici etki gosterir (17, 30).
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Antihipoksik Etkisi: Plazmada ¢oziinen oksijen miktarinda artis, hemoglobinden
bagimsiz olarak doku ve hiicrelere oksijen tasinmasi saglamaktadir. Bu artig, oksijenin daha
uzak mesafelere diflizyon ile ulagsmasini kolaylastirir. Dolayisiyla HBOT periferik
iskemilerde oldugu gibi doku oksijenlenmesinin bozuldugu durumlarda veya CO
zehirlenmesi, derin anemide oldugu gibi, hemoglobin ile oksijen taginamadigi durumlarda

tedavi edici ajan olarak kullanilmaktadir (17, 30).

Antibakteriyel ve Antitoksik Etkileri: Dokuda oksijen konsantrasyonu arttiginda
mikroorganizmalarin metabolik fonksiyonlarini yerine getirmesi ve ¢ogalmasi zorlagir. HBOT
ve hiperoksi, antioksidan sistemleri yetersiz olan anaerobik mikroorganizmalarda, oksijen
radikalleri ile DNA, RNA hasarina ve protein fonksiyonlarinda bozukluga yol acarak
bakteriyostatik veya bakterisidal etki gdstermektedir. Ancak deneysel calismalarda 1,5 ATA
ve altinda HBOT, aerobik mikroorganizmalarda ¢ogalmay1 artirmaktadir (17). Bu nedenle
terapOtik dozun belirlenmesi 6nem tasir. HBOT enfekte ve hipoksik bolgede yiiksek oksijen
konsantrasyonu saglayarak, noétrofiller tarafindan fagosite edilen bakterilerin oksijen
radikalleri ile oOldiiriilmesinde etkili olur. Ayrica HBOT, bakteriyel ekzotoksin iiretimini
baskilamasi nedeniyle (Cl. perfringens alfa ve teta toksini) gazli gangren tedavisinde 6nemli

bir yere sahiptir (34, 56).

Aminoglikozitlerin hipoksik durumlarda bakteriye penetrasyonu zayiftir. HBOT basta
aminoglikozitler olmak iizere, trimetoprim-sulfometoksazol, siprofloksasin gibi antibakteriyel

ajanlarin etkilerini de artirmaktadir (46, 56).

Yara lyilesmesi Uzerine Etkileri: Yara, doku veya orgamin anatomik biitiinliigiiniin
bozulmasidir. Organizma yaralanmay1 takiben onarim faaliyetlerine baslar. Yara iyilesmesi
bir¢ok sistemin bir arada ¢alistig, i¢ ige gecmis ¢ok asamali bir siirectir. Bu siire¢ icerisindeki
bazi asamalar ise oksijen bagimlidir. Yara bolgesi, basta fibroblast ve makrofajlar olmak
lizere, bir¢ok hiicre ve biiylime faktoriinii barindiran, hipoksik, asidotik ve 6demli bir ortamdir
(61). Yara bolgesindeki diisiik oksijen basinci, erken donemde; biiyime faktorleri, sitokin
sentezi ve saliimini, gen aktivasyonunu, anjiogenezisi ve rejenerasyonu uyarir (43). Olusan
yeni vaskiiler yapinin olgunlasabilmesi i¢in doku oksijen basincinin normal olmasi gereklidir
(66). Fibroblast ve endotel hiicreleri en iyi replikasyonu, parsiyel oksijen basinct 30-80
mmHg arasindayken gosterir, maksimum kollajen sentezi ise 20-60 mmHg parsiyel oksijen
basincinda olmaktadir (53). Kollajen sentezinin ana basamagi olan prolin hidroksilasyonu ve

capraz bag olusumunu saglayan lizil oksijenaz enziminin hizi, oksijen konsantrasyonu ile



13

korelasyon  gostermektedir.  Epitelizasyon ise oksijen basincina bagimlidir ve

vaskiilarizasyonun yeterli olmas1 gerekmektedir.

HBOT yara dokusunda; hipoksiyi giderir, yara bdlgesine substrat destegi saglar,
fibroblast proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu uyarir, kollajen sentezini arttirir ve
stabilizasyonuna yardime1 olur, anjiogenezisi hizlandirir, graniilasyon dokusunun olusumunu,
epitelizasyonu ve yara gerimini arttirir, kapiller permeabiliteyi diizenleyerek 6demi azaltir,

antimikrobiyal etkiyi artirir, iskemi reperflizyon hasarini azaltir (54).

HBOT bu etkileri nedeniyle, 6zellikle vaskiiler nedenli iyilesmenin sorun oldugu
periferik arteriyel hastaliklar ve diyabetik ayak yaralarinda, radyasyon hasarlarinda, greft ve

flep sag kalimini arttirmada yaygin kullanim alan1 bulmaktadir.

Merkezi Sinir Sistemi Uzerine Etkileri: HBOT ile artan parsiyel oksijen basinci, MSS
kan akimlarinda, elektriksel aktivitesinde ve metabolik siire¢lerinde degisiklige neden olur.
Ancak tiim bunlar tam aydinlatilabilmis degildir. Bu degisikliklerden biri ayni zamanda

HBOT komplikasyonu olan MSS oksijen toksisitesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (36).
4. Hiperbarik Oksijen Tedavisi Endikasyonlar:

UHMS tarafindan 2003 yilinda kesinlestirilmis HBOT endikasyonlar1 Tablo 1°de

sunulmustur (24).

ECHM tarafindan 2004 yilinda belirlenen HBOT endikasyonlar1 ise 3 sinifta
toplanmistir. Bunlar Tip 1 (HBOT kuvvetle onerilen), Tip 2 (HBOT onerilen) ve Tip 3
(opsiyonel) olmak iizere ayrilmistir (Tablo 2). HBOT uygulanan durumlar ile ilgili ¢aligmalar
incelenmis ve kanit diizeyine gore A ile F arasinda derecelendirilmistir. Kanit seviyesi A,
birbiriyle uyumlu en az iki tane tarafsiz, genis, randomize, ¢ift kor ¢aligmay1 tanimlamaktadir.

Kanit seviyesi F ise var olan kanitlarla HBOT kullanilmamasi gereken durumlardir (67).

Ulkemizde Saglhik Bakanlig1 tarafindan kabul edilen HBOT endikasyonlar1 ise Tablo
3’de ozetlenmistir (31).
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Hava veya gaz embolisi

Karbonmonoksit zehirlenmesi / Siyaniir zehirlenmesi

Gazli gangren

Akut travmatik iskemiler (crush yaralanmasi / kompartman sendromu)
Dekompresyon hastaligi

Secilmis problemli yaralarda yara iyilesmesine destek

Asir1 kan kaybi (anemi)

Intrakranial abse

A S AT A e

Nekrotizan yumusak doku enfeksiyonlari

10. Refrakter Osteomyelit

11. Geg radyasyon hasar1 (yumusak doku ve kemik nekrozu)
12. Tutmas: siipheli greft ve flepler

13. Termal yaniklar

Tablo 1. UHMS tararindan belirlenmis HBOT endikasyonlar1 (24)
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DURUMLAR

KABUL
EDILEN

KABUL
EDILMEYEN

Kanit Seviyesi

Kanit Seviyesi

Tip 1 (Kuvvetle Onerilen)

A

C

D

E

F

Karbonmonoksit zehirlenmesi

Crush yaralanmasi

Dis ¢ekimi sonrasi osteoradyonekrozun dnlenmesi

Osteoradyonekroz (mandibula)

Yumusak doku radyonekrozu (sistit)

eltaliaitailadl

Dekompresyon hastaligi

Gaz embolisi

Anaerobik veya miks bakteriyel anaerobik enfeksiyonlar

alialle

Tip 2 (Onerilen)

Diyabetik ayak lezyonlari

Riskli deri grefti ve muskulokutan flep

Osteoradyonekroz (diger kemikler)

Radyasyona bagl proktit/enterit

Radyasyona bagli yumusak doku lezyonlari

Radyon uygulanmig dokularda cerrahi ve implantasyon (islem 6ncesi)

Ani igitme kaybi

Iskemik {ilser

Refrakter kronik osteomiyelit

Noroblastom evre 4

olislisiidtdtadladtadls

Tip 3 (Opsiyonel)

Post-anoksik ensefalopati

Larinks radyonekrozu

Radyasyona bagli santral sinir sistemi lezyonu

Vaskiiler girisim sonrasi reperfiizyon hasari

Uzuv reimplantasyonu

Yiizey alant %20’yi ve 2. dereceyi gegen yaniklar

Akut iskemik oftalmolojik hastaliklar

Inflamatuvar siirece sekonder iyilesmeyen yaralar

Pnomatozis sistoides intestinalis

lialisliadtadtadtadtadls

Diger Endikasyonlar

Post sternotomi mediastinit

Inme

Orak hiicreli anemi

Malign otitis eksterna

Akut miyokard infarktiisii

Femur basi nekrozu

slialialldtadls

Retinitis pigmentoza

Tinnitus

Interstisyel sistit

Fasial paralizi

sliasliallsl

Serebral palsi

Multipl skleroz

Fetoplasental yetmezlik

alialle

Tablo 2. ECHM 2004, HBOT endikasyonlar1 (67)
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Dekompresyon hastaligi

Hava veya gaz embolisi

Karbonmonoksit, siyanid zehirlenmesi, akut duman inhalasyonu

Gazli gangren

Yumusak dokunun nekrotizan enfeksiyonlari (deri, kas, fasya)

Crush yaralanmasi, kompartman sendromu ve diger akut travmatik iskemiler
Yara iyilesmesinin geciktigi durumlar (diyabetik ve non-diyabetik)

Kronik refrakter osteomiyelit

A e AT o

Asirt kan kaybi

—_
=)

. Radyasyon nekrozlari

[
[

. Tutmas stipheli deri flep ve greftleri

—
[\

. Termal yaniklar

13. Beyin apsesi

14. Anoksik ensefalopati
15. Ani isitme kayb1

16. Retinal arter okliizyonu

17. Kafa kemikleri, sternum ve vertebralarin akut osteomiyelitleri

Tablo 3. Saglik Bakanligit HBOT endikasyon listesi (31)

5. Hiperbarik Oksijen Tedavisi Komplikasyonlari, Yan Etkileri ve

Kontrendikasyonlari
a. Komplikasyonlar ve Yan Etkiler

En sik karsilasilan yan etki barotravmalardir. Barotravma viicutta hava dolu
bosluklarda, basing degisikligine bagli olarak olusan hasarlardir. HBOT uygulamalar
sirasinda en sik orta kulak barotravmasi goriiliir. Orta kulaktaki hava hacmi basing artisina
bagli olarak kii¢iiliir (Boyle gaz kanunu) ve negatif basing olugur. Olusan negatif basing ¢evre

dokuyu igeri ¢ekerek, 6dem, eksiidasyon, kanama ve kulak zarinda perforasyona sebep
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olabilir. Valsalva manevrasi, yutkunma gibi bazi manevralarla dstaki borusundan orta kulaga
hava gecisi ile basing esitlenmesi saglanarak bu durum engellenir. Hasta egitimi, basing artig
hizinin yavaglatilmas1 ile orta kulak barotravmasinin oniine gegilebilir. Orta kulak
barotravmalarina bagli hasarlar tedavi i¢in kesin kontrendikasyon olusturmaz ve endikasyona
gore degerlendirilir. Acil tedavi gerektiren durumlarda ise barotravma g6z ardi edilebilir veya
miringotomi secenek olarak degerlendirilebilir. Etkilenebilecek baska bir bolge ise paranazal
siniislerdir. Valsalva manevrasi ile paranazal siniislerde basing esitlenmesi saglanir. Ancak
hava gecisini engelleyecek kitle (mukosel vb) veya mukozal 6deme sebep olan durumlarda
(alerjik rinit, list solunum yolu enfeksiyonu) barotravma goriiliir. Nadiren orta kulakta asiri
negatif basing olusmasi veya giiglii valsalva manevrast yapilmasiyla i¢ kulak barotravmasi
gozlenir. Dis kulak yolunda tikayici lezyon veya buson olusumlari nedeniyle ve iyi
yapilmamis dental dolgularda da barotravma gdzlenebilmektedir. Cerrahi iglem sonrasi

gastrointestinal sistem ve okiiler barotravmalar da bildirilmistir (60).

En ciddi barotravma ise akciger barotravmasidir. Tedavi sonrasi basincin diisiiriilmesi
sirasinda, akcigerde hava hapsine neden olan lezyonlarda (kist, kavern vb), bronsiyal
obtriiksiyonda veya glottisin kapali oldugu durumlarda alveoler riiptiir meydana gelebilir.
Pnomotoraks, pndmomediastinum, cilt altt amfizem ve gaz embolisine neden olabilecek bu

durum acil tedavi gerektirir. Bu nedenle, HBOT i¢in hasta se¢imi dikkatli yapilmalidir (41).

HBOT’nin 3 ATA ve lizeri basinglarda uygulanmasi ile MSS’de oksijen toksisitesi
goriiliir. Standart HBOT protokolleri bu basing degerinin altindadir. Ancak, konviilziyona
yatkin olan veya epilepsi hikayesi olanlarda, tedavi basinglarinda da toksisite gozlenebilir.
Dekompresyon hastalig1 tedavisinde oldugu gibi uzun siireli HBOT gerektiren durumlarda,
solunum sikintisi, substernal agri ve Oksiirik semptomlar1 ile karsimiza ¢ikan pulmoner

toksisite gdzlenebilir. Aralikli oksijen solunmasi ile toksisitenin dniine gegilebilir (35, 41).

HBOT, bazi kisilerde, uzun siireli tedavi ile geri doniisiimlii miyopiye neden olmaktadir.
Lens proteinlerinde oksidasyon nedeniyle oldugu one siiriillen bu durum haftalar igerisinde

gerilemektedir (41, 55).
b. Kontrendikasyonlar

HBOT’nin kesin olarak kontrendike oldugu durum tedavi edilmemis pndmotoraksdir.
Rolatif kontrendikasyonlar tablo olarak verilmistir (Tablo 4). Bu durumlarda hastanin klinigi

ve tedavinin saglayacagi fayda degerlendirilerek karar verilir (35, 41).
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[

Ust solunum yolu enfeksiyonlar

CO; retansiyonu ile birlikte olan amfizem

Radyografide hava hapsine yol agabilecek asemptomatik lezyonlar
Spontan pnémotoraks dykiisii

Kontrol edilemeyen ytiksek ates

Konviilzif bozukluklar

Toraks ve kulak cerrahisi sonrasi, otoskleroz nedeniyle protez uygulananlar
Gebelik
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10. Malign hastalik
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Tablo 4. HBOT rolatif kontrendikasyonlari (35, 41)

B- KAN-BEYIN BARIYERI

1. Tanim

Kan-beyin bariyeri (KBB), spesifik transport sistemleri ile ndronal fonksiyonlar igin
gerekli maddelerin gecisine izin veren, beyni kanda dolasan zararli maddelerden ve
toksinlerden koruyan, 6zellesmis, karmasik hiicresel bir sistemdir. KBB, madde ge¢isini hem
fiziksel (siki1 baglantilar), hem de metabolik (enzimler ve transport sistemleri) bariyerler
sayesinde kontrol eder. KBB yikimi ve fonksiyon bozukluklari, MSS patolojilerinde anahtar
rol oynamaktadir (15, 23).

2. Tarihce

KBB varligin1 ilk kez 1885’de Alman mikrobiyolog Paul Ehrlich ortaya c¢ikarmistir.
Ehrlich, triptan mavisi olarak bilinen doku boya maddesini intravendz olarak verdigi
hayvanlarda, sadece beyin dokusunun boyanmadigini gormiistiir. Ancak boyanin beyin
dokusuna gegmemesini, boyay1 baglayacak protein olmamasina baglamistir. 1909°da Edwin

Goldman ayni1 boyay1 beyin omurilik sivis1 (BOS) igerisine enjekte etmis ve beyin disinda
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boyanma olmadigini gézlemistir. Bu deney, beyin ile kan arasinda bir bariyer olmasi diginda

beyin ile BOS arasinda bariyer olmadigini da ortaya koymustur (10, 23).

Daha oOnceleri KBB’yi glial hiicrelerin olusturduguna inanilmistir (Dempsey ve
Wislocki 1955). 1960’11 yillarda, Reese ve Karnovsky (1967), Brightman ve Reese (1969), bir
traser olan horseradish peroksidazi intravenéz ve intratekal wuygulayarak elektron
mikroskopisinde ultrastriiktiirel diizeyde KBB yapisin1 gostermislerdir. Bu deneyler beyin
vaskiiler endotel hiicrelerinin, KBB’nin birincil yapilart oldugunu ve viicudun diger

bolgelerindeki endotel hiicrelerinden farkli oldugunu ortaya koymustur (10, 19).

Elektron mikroskopisi kullanimi ve farkli traserlerin takibi ile KBB yapisi ve
gecirgenligi ile ilgili caligmalar hizla devam etmistir. 1987°de Gross ve Weindl, beyinde
sirkumventrikiiler ~organlar olarak bildigimiz bolgelerde KBB yapist olmadigimi
gostermiglerdir. Risau ve Wolburg (1990) kan-beyinomurilik sivisi bariyerini (KBOSB),
Strazielle ve arkadaslari (2004) ise kan-retina bariyerini agiklamislardir (10).

Giiniimiizde, KBB yapisi, fonksiyonlar1 ve patolojik degisimleri tip ve biyoloji alaninda

yogun ilgi gormekte ve KBB ilgili calismalar her gecen giin giderek artmaktadir.
3. Kan-Beyin Bariyeri Genel Ozellikleri

MSS, organizmada diger bolgelerden farkli olarak optimal aktivitelerini siirdiirebilmesi
icin milkkemmel bir sekilde kontrol altinda tutulmaktadir. MSS’de hem elektriksel hem de
kimyasal olarak saglanan noronal iletisim, olduk¢a hassas bir mikrogevrede siirdiiriilmektedir.
Noronal mikrocevreyi ve homeostazisi korumada kritik 6neme sahip olan KBB, beyni kanda
dolasan baz1 yabanci maddelerin yol agabilecegi zararlardan, periferik hormon ve
ndrotransmitterlerden korur, noronal hiicreler i¢in uygun ortam saglar ve beyin kan akimin

diizenler (1).

Beyinde bazi bolgelerde KBB zayiftir ya da hi¢ bulunmamaktadir. Sirkumventrikiiler
organlar olarak bilinen bu kisimlar, kandaki degisimleri hizla algilar ve organizmayi ani
degisimlerden koruyucu olarak fonksiyon goriir. Sirkumventrikiiler organlar; pineal bez
(melatonin salinimi), nérohipofiz (vazopressin benzeri hormonlar), area postrema (kusma
merkezi), alt kommissural organ, subfornikal organ, koroid pleksus, median eminens,

supraoptik yariktir (72).
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MSS’de ii¢ bariyerden bahsedilir (Sekil 3). Bunlar;
(a) Kan ve kapiller endotel hiicreleri arasindaki bariyer; KBB

(b) Koroid pleksus epitel hiicreleri ile kan arasinda bulunan, kan-beyin-omurilik sivisi

bariyeri; KBOSB

(c) Kan ve avaskiiler araknoid epitel arasindaki bariyerdir (1).

(b) Biood
N N N N W Fenesirated capillary endothelial cells
Choroid plexus epithelial celis

(a) ®ioce ESF ™ Tight junction
T R e verw I thetial cal
Capillary endothelial calls e s R
@I ecF |~ Tight junction [ Cells 3o
Spex g
sagittal sinus mater
Arachnoid villus

Choroid plexus.

Lateral veniricie
Third vanlricle
Fourth ventricle

(¢) subdural space

ﬁi’““““ -

cop - Tight junction

T,
mECF Pial mambrana

Caniral canal

Sekil 3. Beyindeki bariyerler (1)

Koroid pleksustaki kapiller endotel hiicreleri, kesikli bir bazal membrana ve fenestralara
sahiptir. Bu fenestrali yap1 sayesinde makromolekiillerin gegisine izin verir. BOS yiizeyine
bakan, ependim hiicreleri olarak bilinen tek sira epitel hiicreleri, sik1 baglanti yapilar1 “tight

junction” (TJ) ile birbirine sikica baglanarak KBOSB’i olusturur. Ependim hiicreleri
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mikrovilluslart ile genis bir ylizey alanina sahiptir (Sekil 4). Bu bolgede aktif transport, pasif
ve kolaylastirilmis difiizyon kandan beyine ve beyinden kana olmak iizere iki yonli

yapilmaktadir (3).

BOS, ventrikiiler sistemde yerlesmis koroid pleksus epitel hiicreleri (ependim)
tarafindan olusturulur. Beyin ekstraseliiler sivi sekresyonunun bir kismi ve interstisyel sivi
sekresyonu, KBB kapiller endoteli tarafindan da yapilir. BOS ve beyin interstisyel sivi
sekresyonu, Na' tarafindan olusturulan iyonik ve osmotik gradiyent ile yonetilir. KBB
endotelinin abluminal ve koroid pleksus epitelinin apikal membraninda bulunan Na'-K'-

ATPaz pompasi ile kontrol edilir (1).

Ucgiincii bir bariyer yapisi olan araknoid bariyer, duranm altinda MSS’yi tamamen
kaplayan avaskiiler epitelden olusan bir yapidir (Sekil 4). Kiigiik bir ylizey alanina sahip olsa
da, beyin ve ekstraseliiler sivi arasinda son ve tamamlayict bir bariyer gorevi {istlenir.

Araknoid zar genelde hidrofilik maddelere gecirgen degildir (1).

Dura Lo LN, L2
> LN, L3N LeN
Arachnoid U ! o
U—fy—'iﬁ\"m
CSF - Subarachoid space
Pia é___\\-____:;\i\_'
Brain A\

b WA\

Sekil 4. (a) KBOSB, (b) Araknoid bariyer (15)

KBB, endotel hiicrelerindeki TJ’ler ile olusturulan fiziksel bariyer, endotel hiicresi
sitoplazmasindaki enzimler ile saglanan enzimatik bariyer ve spesifik tasiyicilardan olusan
transport bariyerinden olugmaktadir. Son yillarda “nérovaskiiler tiinite” tanimi ortaya
atilmistir. Bu iinite kapiller endotel hiicresi, ekstraseliiler matriks, bazal membran, perisit,
damar diiz kasi, glial hiicreler, perivaskiiler makrofaj ve ndronlardan olusmaktadir. Unite
icerisindeki hiicreler arasindaki etkilesimin, beyin gelisimi, sinaptik aktivite ve KBB

gecirgenligi tiizerine etkileri vardir. MSS patolojilerinde, hiicreler aras1 etkilesimin
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bozulmasiyla KBB gecirgenliginde degisiklikler olmaktadir (6). Ekstraseliiler matriksteki
bozulma ile KBB permeabilite artis1 arasinda gii¢lii bir iligki bulunmaktadir (58).

KBB o6zelliklerinde herhangi bir degisikligin olup olmadigi, hayvan c¢aligmalarinda
uygulanan traserlerin takibiyle yapilabilmektedir. Normal kosullarda uygulanan bu traserler
KBB’yi ge¢mezler. Bariyer 6zelligini kaybettigi durumlarda, farkli molekiil agirliklarinda
olan bu traserler, protein, soliit ve iyon permeabilitesini degerlendirmede kullanilabilmektedir

(38). Kullanilan bazi traserler ve molekiil agirliklar1 Tablo 5°de verilmistir (49).

Traser Molekiil Agirhg:
Evans blue-albumin 69.000 Da
Ruthenium red 800 Da
Floresan izotiyosiyonat dekstran 62.000 Da
Floresan izotiyosiyanat albumin 67.000 Da
Horseradish peroksidaz 40.000 Da
Mikroperoksidaz 1.900 Da
"“C-dekstran 70.000 Da
14C-0 aminoizobutirik asit 103 Da
"C-iniilin 5.000 Da
C-sukroz 342 Da
'*C-metotreksat 455 Da
Sodyum floresan 376 Da
Iyonik lantanum 138,9 Da

Tablo 5. KBB gecirgenliginin degerlendirilmesinde kullanilan traserler (46)
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4. Kan-Beyin Bariyeri Hiicresel Elemanlar:

KBB’yi olusturan hiicreler, endotel hiicreleri ve destek hiicreleri olmak {izere iki gruba

ayrilabilir (Sekil 5);
a. Endotel hiicreleri
b. Destek hiicreleri;
(1). Astrositler
(2). Perisitler

(3). Perivaskiiler mikroglial hiicreler ve néronlardir.

Astrocyte Tight junction

endioot

Basal lamina

Microglia Astrocyte

Sekil 5. KBB hiicresel elemanlari (1)

a. Beyin Kapiller Endotel Hiicreleri

MSS iyi gelismis tiim organizmalarda KBB bulunmaktadir. Insanlarda ve tiim
memelilerde KBB, baslica beyin vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan olusturulur. Yetiskin

bir insanda KBB, yaklasik 12 ile 18 m” kadar ylizey alanina sahiptir (1, 8).
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Beyindeki endotel hiicreleri, periferik vaskiiler endotelyal hiicrelerden oldukga farkhidir.
Bu endotel hiicreleri, TJ adi verilen siki baglantilar ile kenetlenmis ve kesintisiz bir bazal
membran {izerine yerlesmislerdir, fenestrasyon gostermezler. Morfolojik olarak zonula
okludens olarak da adlandirilan bu yapilarin, lokalizasyonuna gore diflizyon kapasiteleri ve
direngleri degisiklik gosterir. Bu elektriksel direng degeri, diger dokularda 3-33 Q/cm’ iken
KBB’de 1500-2000 Q/cm® dolayindadir. Bu durum paraseliiler yolla (endotel hiicreleri
arasindan gec¢is) beyne makromolekiil, soliit ve iyonlarin gecisini énemli 6l¢iide kisitlar.
Intraseliiler ve ekstraseliiler kalsiyum konsantrasyonu, endotel hiicreleri, glial hiicreler ve
noronlardan saliman vazoaktif ajanlar, sitokinler bariyerin elektriksel direncini ve

gecirgenligini degistirebilir (11, 69).

Beyin kapiller endotel hiicresinde pinositik vezikiiller (kaveol) ¢cok azdir ve ¢cok sayida
mitokondri gozlenir. Sicanlarda, kas hiicrelerine oranla kapiller endotel hiicrelerinde 5-6 kat
daha fazla oranda mitokondri bulunmaktadir. Bu c¢ok sayida ve biiyiik hacimdeki
mitokondrilerin, 6zellikle enerji bagimli transseliiler yol ile (endotel hiicresi i¢erisinden gegis)
madde tasinmasinda kullanildig1 diisiiniilmektedir. Morfometrik calismalarda beyin kapiller
duvar kalinhiginin, diger kapiller duvarlara gore %39 oraninda daha ince oldugu ve
kaveollerin ¢ok az oldugu gosterilmistir (13). Luminal ylizeyde yerlesik bu kaveollerin
transitoz ve endositozda rol aldigi bilinmektedir. Bazal membranin hasar gordiigii durumlarda

vezikiil sayisinda artig goriiliir (12, 29).

KBB endotel hiicresi luminal ve abluminal membran yiizeyleri arasinda bir polarite
mevcuttur. Gama glutamil transpeptidaz (y-GTP) ve alkalen fosfataz (ALP) enzimleri luminal
tarafta bulunmakta iken Na'-K'-ATPaz ve sodyum bagimli nétral aminoasit tastyicilar
abluminal yilizeyde bulunur. Glukoz tasiyic1 reseptdrii GLUT-1’in, elektron mikroskopi
calismast ile abluminal yiizeyden luminal yilizeye dogru dagildigi gosterilmistir. Ayrica
luminal membran ylizeyinde oOzellikle kemoterapétiklerin disar1 ¢ikisin1 saglayan P-
glikoprotein (P-gp) ve c¢oklu ilag direnci ile iligkili proteinler (MRPs) bulunmaktadir (9, 12,
29).

Bazi ilaglar ve ndrotransmitterler, endotel hiicresinin luminal yilizeyinden sitoplazmaya
girdiginde, spesifik enzimler tarafindan inhibe edilirler. Enzimatik bariyer olarak fonksiyon
goren, sitokrom p-450, y-GTP, ALP, aromatik asit dekarboksilaz gibi enzimler, viicudun diger
bolgelerine oranla beyinde ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Endotel bariyer

antijeni (EBA), GLUT-1 ve y-GTP spesifik bariyer belirtecleridir (29).
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b. Destek Hiicreleri
(1). Astrositler

KBB’yi olusturan endotel hiicrelerinin %99’u glial hiicreler tarafindan ¢evrelenmistir.
Astrositler, KBB gelisimi ve modiilasyonunda biiylik role sahiptir. Astrosit yogunlugunda
azalma veya kayip durumlarinda, bariyer yapt ve fonksiyonlarinda bozulma ve TJ
araliklarinda genisleme deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (58). Astrosit sitoplazmasinda,
mikroflement yapida glial fibriler asidik protein (GFAP) bulunmaktadir ve bu hiicrelerin
taninmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Astrosit hasari veya hastaliklarinda, GFAP

boyanmasindaki degisiklikler duyarl bir gosterge olarak kabul edilmektedir (22).

Astrositler hiicre ve hiicrelerarasi su dagiliminin diizenlenmesinde, iyon dengesinin
korunmasinda 6nemli rol almaktadir (2). Astrosit ayakgiklarinda bulunan aquaporin-4 (AQP-
4) ve potasyum kanali olan Kir4.1 gliovaskiiler iletisimde, beynin su ve elektrolit dengesinin
korunmasinda olduk¢a 6nemlidir. AQP-4, astrosit ayakciklarinin beyin endotel hiicrelerinin
abluminal membrana bakan kisimlarinda eksprese edilir (62). AQP-4 ekspresyonu KBB
gelisimi ile paralellik gosterir ve KBB’nin hasar gordiigli durumlarda azalir (51, 62). Bu
nedenle, AQP-4 glial protein olarak kabul edilir ve vaskiiler bariyer fonksiyonlar1 agisindan

onemli bir belirtectir (18).
(2). Perisitler

Endotel hiicrelerinin abluminal tarafinda, bazal lamina ile g¢evrelenmis, sitoplazmik
uzantilar ile kapiller yapiy1 ¢epecevre saran hiicrelerdir. Periferik mikrovaskiiler yapilar1 da
cevreleyen bu hiicreler, bag dokusu hiicreleri olarak tanimlansa da tam olarak
siiflandirilamamustir. Perisitler, ¢izgili kas dokusu ile karsilastirildiginda beyin dokusunda 30
kat daha fazla oranda bulunur. Aktin igerikleri ile kasilabilen perisitler, 6zellikle pia
arteriollerinde kan akiminin diizenlenmesine yardimci olur. Bunun yaninda salgiladigi
bliylime faktorleri ile (TGF-B, PDGF, ang-1 ve 2, sfingozin-1 fosfat) anjiogenezde rol
almaktadir. Beyin dokusunda perisit kaybi, anormal vaskiiler morfolojiye ve vaskiiler
hiperplaziye neden olmaktadir. Beyindeki baz1 perisitler eksojen proteinleri fagosite etmekte

ve antijen sunmaktadir, bu nedenle makrofaj kdkenli olabilecekleri diistintilmiistiir (15).
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(3). Mikroglial Hiicreler ve Noronlar

Mikroglial hiicreler, makrofajlarin beyin parankimi igerisinde goriilen farkli bir
formudur. Leptomeningeal mezenkimal hiicrelerden koken alir ve beyinde mikroglial
hiicrelere transforme olurlar. Perivaskiiler makrofajlar, dolasimdan parankime gec¢mis

monositlerdir. Kdken olarak ayni olsalar da fenotipik fakliliklart vardir (15).

Beyin parankimindeki noronlar, endotel hiicreleri, perivaskiiler astrositler ve perisitler
ile yakin temas halindedirler. KBB geg¢irgenliginin, kan akiminin diizenlenmesinde ve
metabolik ihtiyaglarin karsilanmasinda rol almaktadirlar. Noronal ve mikrovaskiiler iletisimin
bozuldugu, iskemi ve travma gibi noronal hasar yaratan durumlarda KBB fonksiyonlari
bozulmaktadir. Alzheimer hastaliginda oldugu gibi, kolinerjik innervasyonun bozuldugu
durumlarda serebrovaskiiler fonksiyonlar da bozulmaktadir. Akut hipertansiyon nedeniyle
olusan locus coeruleus hasarinda da noradrenaerjik innervasyonda bozukluk ile KBB
gecirgenligi degismektedir. Kesin mekanizmalar bilinmemekle beraber arastirmalar devam

etmektedir (58).
5. Kan-Beyin Bariyeri Siki Baglantilar1

Serebral endotel hiicreleri, koroid pleksus epiteli ve araknoid epitel hiicreleri arasindaki
sik1 baglantilar, kandan beyin dokusuna bir¢ok makromolekiil ve polar maddenin gecisini
engelleyen onemli bir yapidir. TJ yapilart lokal ve dolasimdaki faktorlere bagli olarak

paraseliiler yolun fonksiyonlarini1 dakikalar i¢erisinde diizenleme kabiliyetine sahiptir (1, 69).

Endotel hiicreleri arasinda iki baglanti kompleksi vardir (Sekil 6). Bunlar; TJ ve aderan

baglantilardir (adherens juntion: AlJ).
(a). Sik1 Baglantilar

Siki baglant1 (TJ) proteinleri, {i¢ integral protein; klaudin, okludin ve baglant1 adezyon
molekiilii (junctional adhesion molecule: JAM), sitoplazmik uzantilari; zonula okludensler
(ZO-1, 2, 3), singulin ve diger proteinlerden olusmaktadir. Sitoplazmik ve membran
proteinleri ile baglantida olan aktin, endotel hiicresinin fonksiyonel ve yapisal biitiinliigliniin

korunmasinda 6nemli hiicre iskeleti proteinidir (63, 69).
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Sekil 6. Endotel hiicreleri arasindaki baglant1 kompleksi (1).

(1). Integral Proteinler

Klaudin: 22 kDa agirliginda ve fosfoprotein yapisinda olan klaudinler sadece TJ
yapilart igerisinde bulunur (Sekil 6). Klaudinlerin insan ve farelerde bilinen 20 izomeri
mevcuttur. C terminal uclart ile hiicre i¢inde ZO-1, ZO-2 ve ZO-3’tin PDZ bolgesine
(postsynaptic density-95 protein) baglanir. Klaudinler, TJ yapis1 i¢inde, komsu endotel

hiicrelerindeki klaudine baglanarak paraseliiler gecirgenlikte anahtar rol oynar (1, 52, 69).

Okludin: TJ yapisinda ilk kesfedilen, 65 kDa agirliginda integral fosfoproteindir.
Okludinin aminoasit dizilimi insan ve kemirgenlerde %90 homoloji gdstermektedir. C-
sonlanma bdlgesi ise tiirler arasinda en ¢ok benzerlik gosteren kismidir. C-sonlanmasina, en
cok ZO-1 proteini baglanir ve aktin ile dogrudan iliski icerisindedir. Ca™ den bagimsiz
baglayici-yapistirict protein 6zelligi olan okludinin membrandaki yogunlugu elektriksel
direng artis1 ile paralellik gosterir (1, 69). Okludinin G-protein bagimli veya bagimsiz olarak
fosforilasyonu paraseliiler gecirgenligi diizenlemektedir. Son ¢aligsmalar okludinin epitel hiicre

farklilagsmasinda ve transepitelyal notrofil migrasyonunda rolii oldugunu gostermektedir (15).
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Baglant1 adezyon molekiilii: Baglanti adezyon molekiili (JAM), 40 kDa agirliginda,
epitel ve endotel TJ’lerinde bulunan glikolize bir proteindir. TJ ile iligkili {i¢ tipi
belirlenmistir. TJ disinda dolasimda monosit, notrofil, lenfosit alt gruplarinda ve
trombositlerde tespit edilmistir. Monosit gocii ile iliskilidir. Iki degisebilir immunglobulin
bolgesi igeren ekstraseliiler bolgeye sahiptir. In vitro ¢alismalarda monoklonal anitkorlar ile
JAM inhibisyonu saglanarak monosit transmigrasyonu engellenmistir. JAM fonksiyonlar1

heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir (1, 69).
(2). Sitoplazmik Proteinler

Okludin, klaudin ve JAM, sitoplazmik regiilator proteinlere baglanmaktadirlar. TJ
olusumunda rol alan sitoplazmik proteinler; ZO-1, ZO-2, ZO-3, singulin, 7H6 ve diger birkag
proteinden olusur. ZO-1, 2 ve 3 membran baglantili guanilat kinaz benzeri proteinlerdir
(MAGUK). ZO-1 ve ZO-2 C-terminal uglari, hiicre iskeletini olusturan aktin proteini ile
baglanir. Aktin primer hiicre iskelet proteini olup, TJ proteinleri ile etkileserek, paraseliiler
gecirgenlikte rol almaktadir (63, 69). ZO-1; okludin, klaudin, JAM ve aktin ile etkilesir. ZO-
2; klaudin, okludin, singulin ve a-katenin ile etkilesir. ZO-3; singulin, Z0-1 ve miyozine

baglanir (Sekil 6).

Sik1 baglant1 bolgesinde tespit edilen 7H6, ATP azalmasina cevap olarak TJ’den

ayrilmakta ve bunun sonucu olarak paraseliiler gecirgenlik artmaktadir (8).

Afadin (AF6), sik1 ve aderan baglant1 bilesenidir. AF6 ve JAM, endotel ve epitel

hiicrelerinden monosit go¢ii sirasinda, TJ’lerin acilip-kapanmasinda rol almaktadirlar (69).

Singulin sadece TJ igeren epitel ve endotel hiicrelerinde bulunur. ZO-2, ZO-3, AF6,
JAM, aktin ve miyozin ile etkilesir (14). Bunlarin disinda CASK, MUPP-1, MAGI-1,2 ve 3,
RGSS5, ZONAB, JACOP gibi bir¢ok diizenleyici protein bulunmaktadir (8).

(b). Aderan Baglantilar

Aderan baglantilar (AJ) bir membran proteini olan kaderin ile araci proteinlerle aktine
bagli katenin arasindaki baglantilar1 olustururlar (Sekil 6). AJ yapist endotel hiicresine
yapisal destek saglamaktadir. Bu yapinin bozulmasi durumunda bariyer yapisi kaybolur (1, 63

69).
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VE-kaderin: Endotel spesifik integral proteindir. Katenin iizerinden hiicre iskeletine
baglanir. AJ igerisindeki kateninin rolii, TJ’deki okludin ile benzerlik tasimaktadir. Son
donemlerde identifiye edilen p120-katenin, VE-kaderine yiiksek afinite ile baglanmaktadir.
In-vivo ve in-vitro ¢aligmalar VE-kaderinin, endotel biitiinliigiiniin saglanmasinda ve yeni

damar organizasyonunda rolii oldugunu gostermektedir (15).

Trombosit Endotelyal Hiicre Adezyon Molekiilii: Trombosit endotelyal hiicre
adezyon molekiilii (PECAM), CD31 olarak da bilinir ve baslica hiicre apikalinde yogunlagmis
olarak bulunup TJ yapisi igerisinde degildir. PECAM-1 hiicre-hiicre adezyonunu saglar.
Homofilik etkilesimle karsi hiicredeki PECAM ile heterofilik etkilesimle integrinlere
baglanir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, MSS’ye monosit transmigrasyonunda rol

oynadiginmi gostermektedir (15).
6. Kan-Beyin Bariyeri Fonksiyonlari

Yetiskin bir insanda, MSS’de rejenerasyon yok denecek kadar azdir. Dogumdan itibaren
noronal hiicre Oliimii siirekli ve sabit sekilde devam etmektedir. Dolayisiyla KBB
fonksiyonlarindaki kayiplar bu stireci hizlandirmakta ve geri doniisiimii olmayan hasarlara

neden olmaktadir (1).
a. Iyon Regiilasyon

KBB sadece noronal fonksiyonlar i¢in optimal bir ortam saglamakla kalmaz, ayni
zamanda spesifik iyon kanallar1 ve tasiyicilari ile snaptik sinyalizasyon i¢in uygun kosullari
saglamaktadir. Memelilerde plazma potasyum konsantrasyonu 4,5 mM iken, BOS ve beyin
intersitisyel sivisinda 2,5-2,9 mM’diir. Ayni sekilde, pH, kalsiyum ve magnezyum

konsantrasyonlar1t KBB ve KBOSB tarafindan kontrol edilmektedir (1).
b. Norotransmitterler

Noroeksitatdor aminoasit olan glutamat, beslenme sonrasi plazmada dalgalanmalar
gosterir. Glutamat beyinde dogrudan noroeksitator ve norotoksik etkiler gostermektedir. KBB

periferik kaynakli nérotransmitter ve benzeri maddelerin gegisini engellemektedir (8).
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c. Norotoksinler

Suda eriyen bir¢cok besin maddesi ve metabolitler, diisiik miktarlarda KBB’den pasif
olarak MSS’ye diffiize olmaktadir. Norotoksik olan bu maddeler; ekzojen toksinler,
proteinler, zenobiyotikler veya endojen metabolitler, ABC proteinler (ATP-binding cassette
transporters) olarak adlandirilan ATP bagimli sistemler ile disar1 pompalanmaktadir.

Norotoksinlerdeki artis, ndron dejenerasyonuna ve hastaliklara zemin hazirlamaktadir (3).
d. Makromolekiiller

BOS’un protein igerigi, plazmaya oranla oldukca diisiiktiir ve farklidir. Plazmada
bulunan albumin, protrombin ve plazminojen gibi makromolekiiller, sinir dokusunda hasara
ve apopitoza yol acar. MSS’de plazminojen plazmine, protrombin de trombine
doniistiiriilebilmektedir. Plazmin ve trombin apopitozu tetikleyebilir. Ayrica albuminin
MSS’ye gecisi ile glial hiicreler aktive olmakta ve skar dokusu olusmaktadir (48). Bazi
proteinler BOS’da plazmaya oranla daha fazla konsantrasyonda bulunmaktadir. Bir serin
proteaz olan sistain-C, MSS’de lokal olarak sentezlenen bir proteindir. BOS’da yiiksek oranda

bulunur ve plazmadan BOS’a protein kagaklarini sinirladigi diigiiniilmektedir (1, 59).
e. Beynin Beslenmesi

Beyin ihtiyaci olan besin maddelerini temin etmek i¢in, kapiller yap1 lizerinde birgok
spesifik tasiyict sistem bulundurmaktadir. Beyinin enerji i¢in kullandigi ana subsrat
glukozdur. Normal serebral glukoz tiiketimi, 1 dakikada 100 gram beyin dokusunda 23
mM’diir. Arteriyel kan glukozunun %15°1 serebral dokuya diffiize olmaktadir (57). Glukoz,
KBB’den GLUT-1 ile tasinmaktadir. Metabolizma hiz1 olduk¢a yiiksek olan bu organ, siirl
da olsa enerji depolayabilmektedir. Beyinde, plazmaya oranla kreatin 180 kat daha fazla
oranda bulunur. Kreatin bobrek ve karaciger tarafindan iretilir, kreatin tasiyicist (CRT) ile
tasinir. Beyin endotel hiicrelerine CRT aracili kreatin transport sistemi ile alinmakta ve enerji

kreatinfosfat olarak depolanmaktadir (8).
7. Kan-Beyin Bariyerinden Madde Gegisi

Lipid ¢Oziiniirligii fazla olan nikotin, oksijen, CO, gibi maddeler, KBB’den pasif
difiizyon ile gegebilmektedir. Molekiil agirligit 450 Da {lizerinde olan maddelerin gegisi
sinirlidir. Plazma proteinlerine yiiksek afinite ile baglanan maddelerin KBB’ye penetrasyonu

zordur. Pozitif yiiklii ve asidik yapida molekiillerin gecisi daha kolay olmaktadir. Kisacasi, bir
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maddenin KBB’den gecisi, molekiiler yap1 ve biiyiikliige, ¢oziiniirliige, afiniteye, kan akim

hizina, tastyicilar gibi birgok faktore bagli olmak tizere degisir (1).

KBB’den madde geg¢isi temel olarak paraseliiler ve transseliiler olmak iizere iki yolla
kontrol edilir. Paraseliiler yol; endotel hiicreleri arasindaki TJ’ler ile yonetilir, okludin,
klaudin-1,5 ve JAM burada onemli rol oynar (20). Beyin endotelinde pinositoz ile gegis
oldukca siirhidir. Transeliiler yol ile madde gecisi aktif transport sistemleri ile gerceklesir.
Beyin beslenmesi i¢in gerekli olan maddelerin tasinmasi iki yonlii olarak gergeklesmektedir.
GLUT-1, nétral aminoasit tasiyicilart (LAT1), monokarboksilik asit tasiyicis1 (MCT1)
bunlardan bazilaridir (Sekil 7). Zenobiyotik ve ilaglarin disar1 ¢ikisini saglayan luminal
membranda yerlesmis P-gp, MDR-1 gibi ABC protein ailesi iiyeleri genelde tek yonlii calisan
tastyicilardir. Ancak bazt MDR izoformlar1 abluminal membranda da tespit edilmistir, bazi

tasiyicilar ise ¢ift yonlii calismaktadir (1, 20).
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Sekil 7. KBB’den madde geg¢isi (2)

Beynin ihtiya¢ duydugu veya atmaya c¢alistigi makromolekiiller KBB’yi endositoz yolu
ile gegmektedir (Sekil 7). Reseptor aracili veya adzorbtif aracili endositoz ve transsitoz, hiicre

icinde vezikiiller (kaveol) araciligiyla gergeklesmekte, albumin, peptid, protein, LDL,
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transferrin, leptin ve insiilin gibi makromolekiillerin taginmasinda kullanilmaktadir (1).
Kaveoller plazma membranindan olusan 50-100 nm boyutlarinda, makromolekiillerin
taginmasini, sinyal iletimini ve hiicre adezyonunu saglayan vezikiillerdir ve transsitozda
onemli rol almaktadirlar. Kaveolin, 21-24 KDa molekiil agirliginda, kaveoliin yapisal
komponentini olusturan bir proteindir. Ug kaveolin geni tespit edilmistir (kaveolin-1, -2 ve -
3). Endotel hiicreleri yliksek miktarda kaveolin-1 eksprese etmektedir. Kaveolin-1 ve 2 sigan
mikrodamarlarinda bulunurken, kaveolin-1 insan KBB’sinde bulunmaktadir (15). Kaveolin-1
kapiller endotel hiicrelerinin arasinda bulunan siki baglanti proteinlerinin degradasyonunu
onlemekte ve serbest radikal yapimi ve matriks metalloproteinazlarin (MMP) aktivitesini
azaltarak KBB biitlinliiglinii korumaya c¢alismaktadir (27). Fokal iskemi/reperfiizyon
hasarinda nitrik oksit ve MMP yapimindaki artisin kaveolin-1 yapiminm1 azalttigi
gosterilmistir. Bu azalma bir siki baglanti proteini olan zonula okludens yapimindaki

azalmaya neden olmakta ve KBB gecirgenligi ile korelasyon gostermektedir (28).
8. Kan-Beyin Bariyerinin Gelisimi

KBB, intrauterin yagamda gelismeye baslar ve perinatal evrede gelisimini tamamlar.
Sicanlarda yapilan ¢aligmalarda, TJ yapilar1 KBB’de ilk olusan ve fonksiyon kazanan yapilar
olarak goriilmiistiir. KBB, dogumda makromolekiil ve protein gecirgenligi agisindan olgun
olmasina ragmen, iyon gecirgenliginin diizenlenmesi ve olgunlagsmasi dogumu takiben
tamamlanmaktadir. Postmortem c¢aligsmalar, insanlarda KBB gelisiminin ikinci trimesterde
basladigr gostermektedir. Preterm infantlarda daha sik goriilen periventrikiiler kanamalar,
KBB gecirgenligindeki artistan kaynaklanmaktadir. KBB gecirgenligi, organizmanin gelisim
diizeyi, yas ve hormonal etkilerle degisiklik gosterebilmektedir (1).

9. Kan-Beyin Bariyeri Patofizyolojisi

KBB yetmezligine neden olan MSS patolojilerine her gecen giin daha fazla hastalik
eklenmektedir. MSS’ini ilgilendiren bir¢ok patolojik durumda, degisken siddette, gecici veya
kronik bariyer fonksiyon bozuklugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu KBB fonksiyon bozukluklari, TJ
yapilarinda acgilma ile meydana gelen paraseliiler a¢ilma, pinositik aktivite artisi, por olusumu,
transport ve enzim sistemlerindeki bozulma ile madde ve ilag tasinmasinda degisiklikler
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (15, 23). Iskemi, hipoksi, reperfiizyon, travma, enfeksiyon,
enflamasyon, beyin tiimorleri, glokom, multipl skleroz, SLE, Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastalig1, epilepsi, diyabetes mellitus, akut hipertansiyon, hipovolemi, aliminyum toksisitesi,

hiperosmolarite, lizozomal depo hastaliklar1 bunlar arasinda sayilabilir (1, 19). Ayrica,
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elektromanyetik alanda, mikrodalga radyasyon ve iyonize radyasyon maruziyetinde KBB

gecirgenlik degisiklikleri gozlenmektedir (29).



34

III. AMACLAR

HBO’nun normal canlidaki KBB iizerine etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalar az sayida
ve yetersizdir. Calisma sayisinin azlig1 yaninda sonuglarinin da ¢eliskili olmas1 ayrica dikkat

¢cekmektedir.

Bu deneysel ¢aligmada, saglikli sicanlarda, hiperbarik ortamda %100 oksijen (HBO)
solumanin ve hiperbarik ortamda hava (HBH) solumanin, MSS’nin ana savunma hatti olan

KBB iizerine etkilerinin aragtirilmasi amaglanmustir.

Elde edilecek verilerin, HBO ve HBH solumanin, MSS iizerindeki -etkilerinin

anlasilmasinda bir basamak olmas1 beklenmektedir.
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IV- GEREC VE YONTEM

A- CALISMA GRUPLARI

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmis (Proje no: 8028) ve Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu’nun (HADYEK) 2010/ 79°nolu karariyla onaylanmistir (Ek-1).

Calismada toplam 72 adet Wistar albino tiirii, saglikli geng¢ eriskin disi sican

kullanilmustir.
Calisma gruplari;
1. Hiperbarik oksijen soluyan grup (G-HBO grubu),
2. Hiperbarik hava soluyan grup (G-HBH grubu),
3. Kontrol grubundan olusturulmustur.

Her grup farkli incelemeler igin 8‘er sigandan olusan 3 alt gruba ayrilmigtir. Bu alt
gruplarda, Evans blue (EB) boyasi ile KBB gecirgenliginin kantitatif degerlendirmesi,
Horseradish peroksidaz (HRP) ile elektron mikroskopi diizeyinde HRP gecisi, son olarak ta
immunohistokimyasal degerlendirmeyle; kaveolin-1, okludin ve AQP-4 immunoreaktivitesi

arastirilmistir.

Hayvanlarin bakimi Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (DETAE)
tarafindan gergeklestirilmistir. Hiperbarik uygulamalar Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi, Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali biinyesindeki deney basing
odasinda, diger islem ve uygulamalar ise Istanbul Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali

Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.
B- DENEYSEL PROSEDUR
1. Hiperbarik Oksijen Solunmasi

Hiperbarik uygulamalar, Istanbul Tip Fakiiltesi, Sualtt Hekimligi ve Hiperbarik Tip
Anabilim Dali bilinyesindeki, 0,37 m’ hacmindeki deney basing odasinda gerceklestirildi.
Sicanlara 24 saat igerisinde 4 kez (0, 6, 12 ve 18. saatlerde baglamak {izere), HBO solutuldu.
Deney basing odasi normobarik sartlarda 10 dakika %100 oksijen ile ventile edildikten sonra,

yine %100 oksijen ile 15 dakikada 2,5 ATA basinca kadar komprese edildi. 2,5 ATA’da 60
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dakikanin ardindan, basing odasi 15 dakikada dekomprese edildi. Deneyin 24. saatinde; 4.
seans HBO solunmasindan yaklasik 4 saat sonra, EB boyasi ile KBB gecirgenliginin kantitatif
degerlendirmesi yapilacak olan ve HRP ile elektron mikroskopi diizeyinde HRP geg¢isi
incelenecek olan sicanlar kateterize edildi. Immunohistokimyasal degerlendirme yapilacak
olan si¢anlara hiperbarik uygulamalardan yaklasik 4 saat sonra fiksasyon islemi uygulanmaya

baslandi.
2. Hiperbarik Ortamda Hava Solunmasi

Sicanlara 24 saat igerisinde (0, 6, 12 ve 18. saatlerde baglamak {izere), toplamda 4 seans
olarak HBH verildi. Deney basing odasi hava ile 15 dakikada 2,5 ATA basinca kadar
komprese edildi. 2,5 ATA’da 60 dakikanin sonunda basin¢ odas1 15 dakikada dekomprese
edildi. Deneyin 24. saatinde; 4. seans HBH solunmasindan yaklasik 4 saat sonra, EB boyast
ile KBB geg¢irgenliginin kantitatif degerlendirmesi yapilacak olan ve HRP ile elektron
mikroskopi diizeyinde HRP gecisi incelenecek olan sicanlar kateterize edildi.
Immunohistokimyasal degerlendirme yapilacak olan sicanlara hiperbarik uygulamalardan

yaklasik 4 saat sonra fiksasyon islemi uygulanmaya baglandi.
3. Kateterizasyon ve Dekapitasyon

Kloral hidrat (360 mg/kg, IP) anestezisi altinda, siganlarin sag femoral venleri kateterize
edildi. Madde enjeksiyonunun ardindan (EB boyasi, HRP traseri), yine kloral hidrat anestezisi
altinda dekapitasyon uygulandi.

4. Kan-Beyin Bariyerinin Kantitatif Degerlendirmesi

KBB gecirgenligi, femoral venden verilen EB boyasinin (EB; %2, 4 ml/kg) beyindeki
miktarinin dl¢iilmesiyle tayin edildi. Kloral hidrat anestezisi altinda, EB boyasi verildikten 30
dakika sonra, sicanlar transkardiyak perfiizyona alindi. Transkardiyak perfiizyon, serum
fizyolojik soliisyonu ile (%0,9 NaCl; pH 7.4, 200 ml) yaklasik 15 dakika uygulandi ve
sicanlar dekapite edildi. Beyin dokusu biitiin olarak ¢ikarildi, sag ve sol beyin korteksleri ile
diensefalon olmak tizere 3 bolgeye ayrildi. Alinan her beyin bolgesi, 6nceden daralart alinmis
aliminyum folyolara konularak, hassas terazide tartildi ve net agirliklar1 hesaplandi. Her
bolgeye ait doku parcasi tiiplere konarak 2 ml fosfat tamponunda (PBS; pH 7,4) homojenize
edildi, ardindan proteini ¢oktiirmek i¢in esit miktarlarda %60’ lik triklorasetik asit eklendi ve 2
dakika vorteks uygulandi. Ornekler 4 °C’de 30 dakika bekletildikten sonra, 14.000 g’de 10
dakika santrifiij edildi, slipernatanttaki boya konsantrasyonu 620 nm dalga boyunda 6l¢iildii
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(Microplate Reader; DTX880 Multimode Detector, Beckman Coulter). EB boya miktar

hazirlanan standart egri kullanilarak “pg EB/mg beyin dokusunda” olmak tizere hesaplandi

(Grafik 1).
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Grafik 1. EB boyasinin standart egrisi (x; ug EB/4 ml PBS, y; Absorbans)

5. immunohistokimyal Degerlendirme

Bariyer tipteki endotel hiicrelerinde bulunan ve siki baglanti proteini olan okludin,
astrosit ayakgiklarinda yer alan ve bariyer fonksiyonlar1 agisindan énemli bir belirte¢ olan su
kanali proteini AQP-4 ve endotel membraninda bulunup kaveollerin yapisal komponentini

olusturan kaveolin-1 proteinlerinin immunoreaktivitesi arastirildi.

Bu amagla, her deney grubundaki siganlara yiiksek dozda kloral hidrat (720 mg/kg, IP)
anestezisinin ardindan, yaklasik 200 ml 0.1M PBS i¢inde bulunan %4 liik paraformaldehit ile
yaklagik 15 dakika siiresince sol ventrikiilden perfiize edilerek beyinlerin fiksasyonu saglandi.

Fiksasyon sonrasinda beyinler ¢ikarilip, aym fiksatif i¢inde +4°C’de bir gece tutulduktan
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sonra parafine gomiildii. 3 pm kalinliginda beyin kesitleri alindi. Kesitler suya indirildikten
sonra endojen peroksidaz inhibisyonu i¢in %3 hidrojen peroksit inkiibasyonu yapildi. Okludin
icin proteaz enzimi (Sigma; 37°C’lik etiivde 5-7 dakika), kaveolin—1 i¢in sitrat tamponu
icinde diidiiklii tencere (1 atmosfer basingta 1 dakika) ve AQP—4 i¢in sitrat tampon i¢inde
diidiiklii tencere (1 atmosfer basingta 1 dakika) uygulamalari ile antijen iyilestirme islemi

gergeklestirildi.

Non-spesifik antikor baglantilarin1 6nlemek amaciyla, blok soliisyonu uygulamasinin
ardindan poliklonal tavsan anti-okludin antikoru (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); diliisyon
oran1 1/50 ve inkiibasyon siiresi 2 saat, poliklonal tavsan kaveolin-1 IgG antikoru (Santa
Kruz, CA, USA); diliisyon oran1 1/50 ve inkiibasyon siiresi 2 saat, poliklonal tavsan anti-
AQP—4 antikoru (Millipore, San Francisco, USA); diliisyon orani 1/100 ve inkiibasyon siiresi
2 saat olarak primer antikor inkiibasyonlar1 yapildi. Takiben baglanan antikorlar1 isaretlemek
lizere biyotinlenmis sekonder antikor ve streptavidin peroksidaz soliisyonlarini igeren
deteksiyon kiti (Skytek, USA) kullanildi ve aminoetil karbazol kromojeni uygulamasi yapildi.
Ardindan kesitler, karsit boyama i¢in Mayer Hematoksilen niikleus boyasi ile boyandi.
Negatif kontroller i¢in, komsu es kesitlere primer antikor uygulamasi yapilmaksizin ayni

islemler yapildi.

Isik mikroskobuna takilmis dijital bir kamera (Nikon, Coolpix 4500) araciligiyla
okludin ve kaveolin-1 i¢in hipokampal CA1 bolgesinden, AQP-4 icin de parietal korteksten
goriintiiler alindi. Her hayvandan, en az 100 kapillerde bilgisayar goriintii analiz programu ile
(Image Pro Plus 6.0 software, Media Cybernetics Inc.) antikorlarin immiin boyanma siddetleri

tespit edildi.

Her antikor i¢in, her bir hayvandan alinan goriintiilerin tiimii incelendikten sonra,

grubun 6zelligini en iyi yansitan fotograf tez calismasina konulmak iizere secildi.

6. Horseradish Peroksidaz Traserinin Makroskobik incelenmesi ve Elektron

Mikroskobik Degerlendirilmesi

Paralel seri deneylerde ayni islemleri takiben, KBB’deki morfolojik degisiklikleri
gostermek tizere ikinci bir KBB traseri olarak horseradish peroksidaz (HRP Tip-1I) kullanildu.
Bu iglemler i¢in sicanlara femoral ven yolu kullanilarak, molekiil agirlig1 40.000 Da olan HRP
(200 mg/kg) enjekte edildi. HRP enjekte edildikten 20 dakika sonra, hayvanlara kisa siireli
transkardiyak serum fizyolojik perfiizyonu yapildi. Hemen ardindan, %2,5 glutaraldehit + %2
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paraformaldehit iceren 0,1 M fostat tamponlu (pH: 7,4) fiksatif ile fikse edildi. Takiben,
hayvanlar +4 "C’de bir gece bekletildi, beyinler ¢ikartilip vibratom ile 50 pm kalinhginda
kesitler alindi. Her bir beyinden alinan kesitler ayr1 bir petri i¢inde olacak sekilde 0,05 M
Tris-HCI tamponu ig¢ine alinip iizerlerine 3,3’-diaminobenzidin eklenmesini takiben 5-30
dakika beklendi. Bu siire i¢inde kesitler lizerinde kahverengi renkte bir HRP reaksiyonun olup
olmadig takip edildi. Degerlendirmeler yapilmak iizere, beyin kesitlerinin fotograflar1 alindi.
Takiben, HRP pozitif veya negatif kesitler iizerinde hipokampustan alinan 1 mm®likk doku
ornekleri ayni fiksatifte 4°C’de bir gece bekletildi. Ardindan Ornekler, %]1°lik ozmium
tetraoksitte 1 saat postfiksasyonu takiben gomiildii. Ultra ince kesitlerde (60 nm) elektron
mikroskobunda (JEOL 1011 Japan ) incelendi. CCD kamera ile goriintiiler alind1 (MegaView
I, Soft Imaging System, GmBH, Germany).

C- iISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

[statistiksel analiz igin SPSS (Statistical Package for Social Sciences 15.0 versiyonu)
bilgisayar programi kullanildi. Gruplar arasindaki genel anlamliligi degerlendirmek igin
baslangigta tek yonlii varyans analizini (one way ANOVA) ardindan posthoc Tukey testi ve
Wilcoxon Signed Ranks testleri kullanildi. P<0,05 ve altindaki degerler anlamli olarak kabul
edildi.
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V- BULGULAR

A- EVANS BLUE BOYASININ BEYIN DOKUSUNDAKI KANTITATIF
DEGISIKLIKLERI

Deney gruplarindaki hayvanlarin beyinleri, EB boyasi1 enjeksiyonundan 30 dakika sonra

cikarilmis ve elde edilen beyinlerin makroskobik goriiniimleri Sekil 8’de verilmistir.

Sekil 8. EB boyasi1 enjeksiyonundan sonra alinan beyin 6rnekleri
(a) Kontrol, (b) G-HBH, (¢) G-HBO gruplar1. Makroskobik olarak gruplar
arasindan belirgin bir farklilik izlenmemektedir.

Kontrol, G-HBH ve G-HBO gruplarindaki si¢anlarin beyin dokusuna gecen EB boyasi
miktari, beynin sag serebral korteks, sol serebral korteks ve diensefalon bolgelerinden
kantitatif metodla 6lclilmiistiir. Makroskobik goriiniimiin aksine, kontrol ve G-HBH grubu ile
karsilagtirildiginda, G-HBO grubunda, beyin dokusuna ge¢en EB boyasinin miktarinda
anlamli artis tespit edilmistir (p<0,05). Tiim gruplarda beyin dokusuna gecen EB boya
miktar1 (Tablo 6) ve grafigi verilmistir (Grafik 2).
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Sol serebral Sag serebral Diensefalon

korteks korteks
KONTROL | 0,274+ 0,016 0,306 + 0,015 0,342 +£ 0,015
G-HBH 0,312+ 0,011 0,337 £ 0,017 0,362 + 0,021
G-HBO 0,404 + 0,033 0,429 + 0,037 0,487 + 0,033

Tablo 6. Beyin dokusuna gegen EB boyasi miktariin kantitatif degerleri
(ng EB/mg beyin dokusu). Ortalama (X) + Standart hata (SE) olarak kabul edilmis (n=8)

0,6 -

W Sol serebral kortelks

W Sag serebral korteks

M Diensefalon *

yg Evans blue /mg doku

KONTRQOLI G-HBH G-HRO

Grafik 2. Beyin dokusuna gecen EB boyas1 miktarinin kantitatif degerleri.

B- IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYANMA DEGIiSIKLIiKLERIi

Isik mikroskobunda x1000 biiyiitmede, beyin dokusu kesitlerinde, sirasiyla AQP-4,

okludin ve kaveolin-1 immiin boyanmalar1 Sekil 9, 10 ve 11°de verilmistir.

AQP-4’lin goriintii analizi ile rolatif boyanma yogunlugunun, kontrol ve G-HBH
gruplari ile karsilastirildiginda G-HBO grubunda anlamli olarak arttig1 saptanmistir (p<<0.01),
(Grafik 3).
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Okludinin rolatif boyanma yogunlugu incelendiginde, G-HBO grubunda nispeten artig
saptanmig, diger gruplarla karsilastirildiginda bu artig anlamli bulunmamustir (Grafik 4).

Kaveolin-1’in imaj analizi ile rolatif boyanma yogunlugunda, gruplar arasinda fark

gozlenmemistir (Grafik 5).

Sekil 9. AQP-4 immiin boyanmasi (a) Kontrol, (b) G-HBH, (¢) G-HBO gruplari.
Kapiller limeni kusatan astrosit ayakg¢iklarindaki AQP-4’{in immiin boyanmasi 6zellikle
G-HBO grubunda belirgindir (ok ile gdsterilmistir).

Sekil 10. Okludin immiin boyanmasi (a) Kontrol, (b) G-HBH, (¢) G-HBO gruplar1.
Sik1 baglantilarda bulunan okludinin immiin boyanmasinda gruplar arasinda énemli bir
farklilik gozlenmemistir (ok ile gosterilmistir).

Sekil 11. Kaveolin-1 immiin boyanmasi (a) Kontrol, (b) G-HBH, (¢) G-HBO gruplari.
Endotel membraninda bulunan kaveolin-1’in immiin boyanmasinda gruplar arasinda énemli
bir farklilik gozlenmemistir (ok ile gosterilmistir).
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Grafik 3. AQP-4 rolatif boyanma yogunlugu. Ortalama (X) &+ Standart hata (SE) olarak
kabul edilmistir (n=8).
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Grafik 4. Okludin rélatif boyanma yogunlugu. Ortalama (X) + Standart hata (SE) olarak
kabul edilmistir (n=8).
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Grafik 5. Kaveolin-1 rélatif boyanma yogunlugu. Ortalama (X) = Standart hata (SE) olarak
kabul edilmistir (n=8).
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C-HRP TRASERININ MAKROSKOBIK GORUNUMU

Kontrol grubundaki sicanlarin beyin parankimine gecemeyen HRP’nin, diger deney
gruplarindaki siganlarin beyninden alinan koronal kesitlerde, kortikal ve subkortikal alana
gectigi gozlendi. HRP gecisi bu bolgelerde kahverengi reaksiyon olarak izlendi (Sekil 12).
HRP reaksiyonu, G-HBO grubunda daha belirgin olarak gozlendi.

Sekil 12. Beyin dokusu koronal kesitlerinde HRP reaksiyonu
(a) Kontrol, (b) G-HBH, (¢) G-HBO gruplari. HRP-reaksiyon iiriinii (kahverengi)
goriilmektedir.
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D- ELEKTRON MiKROSKOPi BULGULARI

Elektron mikroskobik degerlendirmede, G-HBO ve G-HBH gruplarinda, kapiller
endotel hiicreleri igine HRP traserinin gecisi gozlenmistir. Bu ge¢is G-HBO grubunda daha
fazla izlenmektedir. Kontrol grubunda ise herhangi bir ge¢is saptanmamistir (Sekil 13).
Ayrica tiim gruplarda, endotel hiicre biitiinliigliniin korunmakta oldugu ve endotel hiicreleri

arasindaki sik1 baglantilarin (TJ) kapali oldugu gdézlenmistir.

Sekil 13. Elektron mikroskopi goriintiileri (a) Kontrol, (b) G-HBH,
(¢) G-HBO gruplar1. HRP traserinin endotel hiicre sitoplazmasindaki kaveolar
vezikiiller i¢indeki goriiniimii (Ok ile gosterilmistir).
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VI- TARTISMA

Klinik uygulamalarda HBOT nin KBB iizerindeki etkileri bilinmemektedir. HBO’ nun
KBB gecirgenligi iizerine olasi etkileriyle ilgili olarak farkli deney hayvanlarinda yapilan
kisith sayida g¢alisma mevcuttur. Bu c¢alismalarda farkli HBO protokolleri ve KBB
gecirgenligini degerlendirmek iizere farkli traserler kullanilmis olup ¢aligmalarin sonuglar1 da

farklilik gostermektedir.

KBB’de gecirgenlik artisi, bazi molekiillerin bariyeri asarak beyin dokusuna ulagmasina
neden olup istenmeyen etkileri ortaya cikarabilecegi gibi, 6zellikle MSS’yi etkilemesi istenen
ilaglarin bariyeri agmasina olanak saglayarak olumlu bir etkiye de neden olabilir. Bu nedenle
HBO’nun KBB iizerine etkilerinin bilinmesi, hem klinik uygulamalarda HBOT nin MSS
lizerine etkilerinin aydinlatilmasin1 saglayacak, hem de MSS hastaliklarina yo6nelik

tedavilerde HBO’nun adjuvan olarak kullanilip kullanilmayacagi1 konusunda fikir verecektir.

HBO’nun KBB iizerine etkileriyle ilgili farkli deney hayvanlariyla yapilan ¢alismalarin
onemli bir boliimiinde kontrol grubunu, normobarik sartlarda %100 oksijen veya hava
soluyan hayvanlar olusturmaktadir (26, 44). Gruenau ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise
kontrol grubunu 2,5 ATA basing altinda 0,3 ATA kismi basingla oksijen solutulan siganlar
olusturmustur (26). Lanse ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise kontrol grubunu 2,5 ATA
basing altinda %10 oksijen soluyan sican ve kediler olusturmustur (44). Bu iki arastirma
disindaki calismalarda hiperbarik ortamin kendisinin KBB {izerine olast etkisi konusunda
yorum yapmak miimkiin gériinmemektedir. Calismamiza 2,5 ATA’da %100 oksijen soluyan
G-HBO grubunun yaninda, 2,5 ATA’da hava soluyan G-HBH grubu da dahil edilmistir. Her
ne kadar hiperbarik seanslar esnasinda G-HBH grubundaki siganlarin solunum ortamindaki
oksijenin kismi basinci artsa da, bu deger G-HBO grubundaki sicanlarin solunum ortamindaki
oksijenin kismi basincinin yaklasik beste biri kadardir. Bu durumda hiperbarik ortamin
kendisinin KBB gec¢irgenligi {lizerine etkisi olmasi halinde her iki grupta da aymi etkinin
goriilmesi gerektigini, solunan ortamindaki oksijenin kismi basincinin etkili olmasi halinde ise
bu etkilerin G-HBO grubunda, G-HBH grubuna kiyasla daha belirgin goriilmesi gerektigini

sOylemek miimkiindiir.

Daha onceki HBO ve KBB ile ilgili yapilan calismalarda KBB gecirgenligini
degerlendirmek icin traser olarak 14C-sukroz, cadmium-free ferritin, sodyum floresan,

floresan EB, EB boyasi ve HRP kullanilmistir. Kullanilan bu traserler farkli 6zelliklerde olup
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molekiil agirliklar1 degiskendir. Traserler, degerlendirmede kullanilacak olan yonteme gore
secilmektedir (38). Bizim ¢alismamizda yaygin olarak kullanilan ve kabul goéren iki traser
kullanilmigtir. Elektron mikroskobik inceleme i¢in 40.000 Da molekiil agirhigindaki
elektrondens bir traser olan HRP, makroskobik ve kantitatif degerlendirmeye olanak taniyan
69.000 Da molekiil agirligindaki EB boyast kullanilmistir. KBB’deki gegirgenlik artiginin
hangi yolla oldugu konusunda fikir edinmek i¢inde immiinohistokimyasal incelemede

okludin, kaveolin-1 ve AQP-4 immiin boyanma yogunluklar1 degerlendirilmistir.

Calismamizda EB boyasi sadece G-HBO grubunda KBB’yi gecebilmistir. Bu durumda
hiperbarik seanslar esnasinda, kismi basinci yiiksek oksijen solumanin KBB’de EB boyasina
karst gecirgenligi arttigin1 sdylemek miimkiindiir. Esasen hiperbarik seanslar esnasinda G-
HBH grubundaki sicanlarin soludugu hava icgindeki oksijenin kismi basinci da artmustir.
Ancak bu artig normobarik sartlara gore G-HBH grubunda yaklasik olarak 2,5 kat iken, G-
HBO grubunda yaklasik 12,5 kat fazladir. Bulgular, KBB’de EB boyasina kars1 gegirgenlik
artisinin olabilmesi i¢in, solunan gaz icindeki oksijen kismi basincinin belirli bir limitin
iizerinde olmasi gerektigini diisiindiirmektedir. Dolayisiyla bu durum, hiperbarik ortamin
kendisinin KBB’de EB boyasina karsi gecirgenlik artisina neden olmadigi yoniinde
degerlendirilebilir. Bu bulgu Gruenau ve arkadaslarinin siganlar {izerinde yaptig1 ve traser
olarak '*C-sukroz kullandigi ¢alisma sonucu ile uyumlu degildir (26). Ancak bu ¢alismada
traserin farkli olmasinin yaninda HBO uygulama dozu ve siiresi de farklidir. Bu ¢alismada 2,5
ATA’da 90 dakikadan olusan HBO seanslar1 giinde bir kez bes giin siireyle uygulanirken,
bizim ¢alismamizda dort seans HBO uygulamasi 24 saat i¢inde yapilmigtir. Her iki ¢aligmanin
sonuclara bakarak KBB iizerine etkisi a¢isindan HBO dozunun 6nemli bir faktér oldugu
sOylenebilir. Ayrica kullanilan traserlerin farkli olmasi da sonugtaki farkliliga neden olabilir.
HBOT, klinik kullannominda s6z konusu iki ¢aligmadakine benzer protokollerle
uygulanmaktadir. Akut travmatik iskemiler, CO zehirlenmesi, gazli gangren gibi akut
endikasyonlarda HBOT c¢alismamizdakine benzer protokollerde uygulanmaktadir. Bu nedenle
HBOT uygulamalarinda KBB’de gegirgenlik artisina bagli olasi etkilerin, calismamizda

bahsedilen siire ve dozda HBOT uygulanan hastalarda arastirilmasi uygun olabilir.

Calismamizda HBO ve HBH’nin, beyinde hem makroskobik hem de elektron
mikroskobik olarak, HRP gecisine izin verecek Ol¢iide KBB gegirgenligini arttirdig
gozlenmistir. Ancak G-HBO grubunda HRP ge¢isi G-HBH grubuna kiyasla hem makroskobik
hem de elektron mikroskobik olarak daha fazla gorilmektedir. Bu bulgular Lanse ve

arkadaslarinin sican ve kediler iizerinde yaptigi deneysel ¢aligma sonuglartyla uyumludur
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(44). Arastirmacilarin  uyguladigt HBO protokolii ve kullandiklart traser bizim
caligmamizdakinden farkli olup, kullandiklar1 deney hayvani sayisi ve cinsleri farklidir.
Arastirmacilar deney grubu ve kontrol grubu icin ikiser farkli cins hayvan (sokak kedisi ve
sican) kullanmislardir. S6z konusu ¢alismada HBO 2,5 ATA'da 90 dakika, glinde bir kez ve
bes giin siireyle verilmistir. Bizim uygulamamizla kiyaslandiginda uyguladiklar1 doz daha
digtiktiir. Ayrica Lanse ve arkadaslar1i calismada traser olarak cadmium-free ferritin
kullanirken, bizim ¢alismamizda HRP kullanilmistir. Her iki ¢alismada da siki baglantilarda
herhangi bir agilma ya da pinostotik vezikiil tespit edilmemis olup, KBB biitiinliigiinde de
bozulma tespit edilmemistir. Bu bulgular cadmium-free ferritin ve HRP’nin KBB’yi
transeliiler yolla gectigini diistindiirmektedir. Lanse ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada HBO
soluyan grup, 2,5 ATA da %10 oksijen igeren nitrojen-oksijen karisimi soluyan sicanlar ile
karsilastirilmistir. Bu grupta solunan gaz i¢indeki oksijenin kismi basinct 0,25 ATA olup,
KBB’den cadmium-free ferritin gecisi goriilmemistir. Bizim ¢alismamizda daha az olmakla
birlikte HRP gecisi G-HBH grubunda da tespit edilmistir ve bu grubun hiperbarik seanslar
sirasinda soludugu oksijenin kismi basinci ise 0,5 ATA civarindadir. Elektron mikroskopisi
sonuclarina bakarak, HRP’ye karst muhtemel transeliiler gecisin, HBH ile saglanan kismi
oksijen basinci artisinda dahi (kontrol grubuna kiyasla 2,5 kat) gergeklesebilecegini sdylemek
miimkiindiir. Istatistiksel olarak degerlendirme yapilmasa da, makroskobik ve elektron
mikroskobik olarak HRP ge¢isinin G-HBO grubunda daha fazla olmasi, gecirgenligin solunan

oksijenin kismi basincindaki yiikselmeye paralel olarak arttigin1 diisindiirmektedir.

Avtan ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, ¢ekal ligasyon yontemi ile sepsis olusturulan
sicanlarda HBO’nun KBB’de EB boyasina karsi gegirgenligi azalttigi, ancak HRP gecisi
iizerine etkisi olmadig1 belirtilmistir (4). Ayni1 calismada saglikli sicanlarda HBO’nun KBB
gecirgenligini arttirdigl belirtilmektedir. Saglikli siganlarda uygulanan HBO ile elde edilen
bulgular bizim ¢alismamiz ile uyumludur. Septik kosullarda KBB’de gecirgenlik artisim
gosteren birgok calisma mevcuttur. Sepsis patogenezinde endotel disfonksiyonu anahtar rol
oynamaktadir. Endotel fonksiyonlarinda bozulma; sitokinler (IL-13, TNF-a), kemokinler,
kompleman aktivasyonu (C3, C5a), bradikinin, bakteri toksinleri, reaktif oksijen ve reaktif
nitrojen tiirevleri nedeniyle olusmaktadir (25). Endotelde olusan yapisal ve fonksiyonel
bozulmayla gec¢irgenlik artmakta, trombosit agregasyonu ve lokosit adezyonu olugmaktadir.
HBO, indiiklenmis makrofajlardan IL-1B, TNF-a salinimin1 azaltmakta ve endotoksin aracilt

oksidatif stresi azaltmaktadir (7, 45). HBO’nun sepsiste mortalite ve morbiditeyi azalttiginm
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bildiren ¢aligmalarda mevcuttur (68). Bu nedenle, sepsiste artan KBB gecirgenliginin HBO

uygulamasiyla azalmasi s6z konusu olabilir.

Calismamizda traserlerin gegis yollariyla ilgili detayli bilgi elde edebilmek igin,

immiinohistokimyasal olarak kaveolin-1, okludin ve AQP-4 yogunluguna da bakilmistir.

Gruplar arasinda kaveolin-1 rolatif boyanma yogunlugunda anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir. Bu bulgular HBO’nun kaveolin-1 proteininde immiinohistokimyasal yontemle
belirlenebilecek bir farklilik yaratmadigini diistindiirmektedir. Literatiirde HBO ve kaveolin-1

ile ilgili yapilmig bir calismaya da rastlanmamustir.

Calismamizda okludinin boyanma yogunlugu, HBO grubunda goreceli olarak artmus,
ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir. Bu sonu¢ HBO
veya HBH’nin siki baglantilarda anlamli bir degisiklige neden olmadigi yoniinde
yorumlanabilir. Nitekim, G-HBO ve G-HBH grubundaki siganlarin beyin dokusuna HRP
gecisi saptanmasima ragmen elektron mikroskopisinde siki baglantilarin kapali oldugu
gozlenmigtir. Okludin boyanma yogunlugunda degisiklik olmamasi ve siki baglantilarin
kapali olmasi, madde ge¢isinin paraseliiler yolla degil, transeliiler bir yolla gergeklestigini

destekler niteliktedir.

AQP-4’lin immiinohistokimyasal inceleme sonug¢larina baktigimizda, rolatif boyanma
yogunlugunun G-HBO grubunda diger gruplara kiyasla anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir.
Beyinde, iskemi, travma ve subaraknoid hemorajiye bagli hasarlarda, AQP-4 ekspresyonu
degismektedir. Travmada ilk 24 saat icinde AQP-4 ekspresyonunun azaldigi goriiliirken,
travmanin aksine gegici (transient) orta serebral arter okliizyonuna bagli inmede, hasar
olusacak bolgede ilk 1 saat icerisinde AQP-4 ekspresyonu artmaktadir. Ancak daha siddetli
inme modellerinde bu erken donem ekspresyon artis1 gézlenmemektedir (5). AQP-4 artis1 ile
beyin O0demini iligkilendiren baska c¢alismalar da mevcuttur (62, 37). Calismamizda
inceledigimiz kesitlerde, histopatolojik olarak herhangi bir 6dem bulgusu saptanmamustir.
AQP-4’iin boyanma siddetindeki bu artisin, HBO’nun KBB gecirgenligini arttirmasina karsi
olusan, su ve iyon dengesini korumaya yonelik bir cevap olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote
yandan beyin ddeminde HBOT kullaniminin antiddem etki gosterdigi de bilinmektedir (64).
Veltkamp ve arkadaslart HBO’nun, sican ve farelerde olusturulan fokal serebral iskemi
sonras1 ortaya ¢ikan 6demi ve KBB gegirgenligini azalttigin1 bildirmislerdir (71). Ayrica

postiskemik donemde uygulanan HBO’nun, serebral mikrovaskiiler bazal lamina
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degradasyonunu azalttig1 gosterilmistir (70). Mink ve arkadaslari, tavsanlarda olusturulan
global serebral iskemi sonrasi uygulanan HBO’nun beyin kan akimini azalttigini, floresan EB

ile yaptiklar1 fotometrik 6l¢iimlerde de KBB gecirgenligini azalttig1 gostermislerdir (47).

HBO’nun KBB gecirgenligi iizerine etkileri ile ilgili yapilan caligsmalar oldukc¢a az
sayida olsa da, sonuglar daha ¢ok HBO’nun saglikli deney hayvanlarinda KBB gecirgenligini
arttirdig1 yoniindedir. Bu gecirgenlik artist nedeniyle, MSS hastaliklarinin tedavisinde
HBO’nun adjuvan olarak kullanilabilecegine isaret eden calismalar da mevcuttur. Ornegin
invitro sartlarda sigir beyin endoleli iizerinde yapilan deneysel bir ¢alismada, anti-kanser bir
ajan olan Karboplatin’in beyin endotel hiicrelerinden gecisinin, HBO uygulamasi ile arttigi
tespit edilmistir (73). Sicanlar iizerinde yapilan baska bir calismada, Karboplatin’in
enjeksiyonu sonrasi beyin dokusundaki diizeyleri 6l¢iilmiis, kontrol grubunda Karboplatin
oOl¢iilemeyecek diizeyde iken, HBO soluyan sicanlarda yiiksek oranda tespit edilmistir (65).
Bu deneysel ¢aligmalar 6zellikle beyin tiimdrlerinde ve metastazlarinda, anti-kanser ajanlara

ek olarak adjuvan HBO kullanimi konusunda umut vaad etmektedir.
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VII- SONUCLAR VE ONERILER

Sagliklt siganlar tlizerinde yapilan bu ¢alismada, HBO solumanin KBB’de EB boyasina
gecirgenligi arttirdigr tespit edilmistir. HBH solumayla EB boyasia karsi gecirgenligin
degismemesi, G-HBO grubundaki ge¢irgenlik artiginin hiperbarik ortamin kendisinden degil,

oksijenin kismi basincindaki artisa bagli oldugunu isaret etmektedir.

Calismamizda ayrica HBO ve HBH solumanin KBB’de HRP’ye karsi gecirgenligi
arttirdig1 saptanmistir. Bu artis G-HBO grubunda daha fazla olmustur. G-HBO ve G-HBH
gruplarinda, makroskobik ve elektron mikroskobik diizeyde HRP ge¢isi olmasina ragmen, siki
baglantilarin kapali oldugu gézlenmistir. Ayrica immiinohistokimyasal olarak bir sik1 baglanti
proteini olan okludinin boyanma yogunlugunda gruplar arasinda degisiklik tespit

edilmemistir. Bu bulgular HRP’nin KBB’den transseliiler yolla gectigini diisiindiirmiistiir.

Calismamizda HBO veya HBH 24 saat i¢inde 4 kez verilmistir. Daha uzun siirelerde
uygulanan HBO veya HBH nin etkilerini gérmek, herhangi bir adaptasyonun s6z konusu olup
olmadigini anlamak, bozulan KBB geg¢irgenliginin ne zaman geri dondiigii konusunda fikir
edinebilmek i¢in yeni calismalara ihtiya¢ vardir. Ayrica bu deneyde farkli molekiil agirligina
sahip iki traser kullanilmistir. Farkli molekiil agirligina ve 6zelliklere sahip daha fazla traser
ile yapilacak c¢aligmalar, HBO ve KBB gecirgenligi ile ilgili daha fazla bilgi verecektir.
Calismada hiperbarik ortamin etkisini de goérmek icin deneklere hiperbarik ortamda hava
solutulmustur. Aslinda 2,5 ATA basing altinda hava solutuldugunda oksijenin kismi basincini
da 2,5 kat artmistir. Bu basing degeri yaklasik olarak normobarik sartlarda %50 oraninda
oksijen solutmayla elde edilen oksijen kismi basinci kadardir. Oksijen basincindaki bu artigin
KBB gecirgenligini etkilemesi olasidir. Bu nedenle KBB iizerine hiperbarik ortamin bizzat
kendisine ait etkileri konusunda degerlendirme yapabilmek i¢in, deneklere basing altindayken,
normobarik sarlardaki oksijen kismi basincin1 saglayacak, nitrojen/oksijen karisimi

solutulmalidir.
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