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OZET

Akut iskemik inmeli Hastalarda Serum Panneksin 1 Diizeyinin Enfarkt

Voliimii Ve Prognozla iliskisi

Amag: Pannexin-1 (Panx1), iskemik kosullar altinda apoptotik ve inflamatuar
sinyallesme kaskadlarina aracilik edererek inmenin patofizyolojisinde rol
oynadi§i 6ne surllmistir. Akut iskemi atak (AIS) gegiren hastalarda serum
Panx1 dlzeyinin enfarkt volimi ve prognozla iligkisinin arastiriimasi

amaclanmistir.

Metod: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Yakutiye Arastirma Hastanesi
Noroloji Servisinde akut iskemik inme tanisi ile yatirilan benzer yas ve cinsiyet

dagilimina sahip 45 hasta ve 45 saglikl kisi dahil edildi.

Bulgular: AiS hastalarinda kontrol grubuna kiyasla ortanca Panx1diizeyi daha
yuksek saptandi (6,9 vs 2,6; p<0,001). Panx1 duzeyi ile yas, NIHSS skoru,
enfarkt volumu ve laboratuvar bulgulari arasinda anlaml iligki saptanmadi.
Panxl 25,0 olmasi %86,7 duyarlilik ve %97,7 6zgullik ile AiS’i éngoérdigi
saptandi (AUC+£SE=0,97110,01; Pozitif prediktif deger (+PV)=%97,5; Negatif
prediktif deger (-PV)=%87,5; p<0,001).

Sonug: Panx1 kanallarinin inmede patojenik bir rol oynadigini Panx1’in
seviyelerinin arttig1 gdzlenmistir. Panx1 kanallarinin sadece eksitotoksik hlcre
olumu icin bir kanal olarak degil, ayni zamanda bagisiklik hicresi aktivasyonu

/ infiltrasyonu ve serebral kan akisinin bir dizenleyicisi olarak rol oynayabilir.

Anahtar Sézciikler: Pannexin, inme, Enfarkt volim(i



ABSTRACT

The Relationship of Serum Pannexin 1 Level with Infarct Volume

and Prognosis in Patients with Acute Ischemic Stroke

Objective: Pannexin-1 (Panxl) has been suggested to play a role in the
pathophysiology of stroke by mediating apoptotic and inflammatory signaling
cascades under ischemic conditions. It was aimed to investigate the
relationship of serum Panx1 level with infarct volume and prognosis in patients

with acute ischemia attack (AIS).

Methods: Forty-five patients with similar age and gender distribution and 45
healthy individuals hospitalized with the diagnosis of acute ischemic stroke in
the Neurology Service of Ataturk University Faculty of Medicine Yakutiye

Research Hospital were included.

Results: The median Panxl level was found to be higher in AIS patients
compared to the control group (6.9 vs 2.6; p<0.001). There was no significant
correlation between Panxl1 level and age, NIHSS score, infarct volume and
laboratory findings. Panx1 5.0 was found to predict AIS with 86.7% sensitivity
and 97.7% specificity (AUC+SE=0.971+0.01; Positive predictive value
(+PV)=97.5%; Negative predictive value (-PV)=87.5%; p<0.001).

Conclusion: It has been observed that Panx1 channels play a pathogenic role
in stroke and the levels of Panxl1 increase. Panxl channels may play a role
not only as a conduit for excitotoxic cell death, but also as a regulator of

immune cell activation/infiltration and cerebral blood flow.

Keywords: Pannexin, Stroke, Infarct volume



1. GIRIS VE AMAG

Inme, Dunya Saglik Orgitl tarafindan, 24 saatten fazla siiren veya
vaskller orijinden baska gorunuir bir neden olmaksizin dlime yol agan fokal
(veya koma durumunda global) serebral fonksiyon bozuklugunun hizla gelisen
klinik belirtilerinden olugsan klinik bir sendrom olarak tanimlanmaktadir (1).
Kiresel olarak, inme ikinci 6nde gelen 6lim nedenidir (2). iskemik inmeyi
takiben hasta sonugclarini iyilestirmek igin yeni terapétik hedeflerin belirlenmesi
gereklidir. Son zamanlarda pannexinler, beynin birden fazla hicre tipinde, felg

sonucunu iyilestirmede potansiyel kanallar olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Panneksinler, birincil islevi hiicre i¢i depolardan purinlerin dizenlenmis
salinimi gibi gértinen yeni kesfedilmis bir zar kanallar ailesidir (3). Panneksin
izoformu Pannexinl (Panxl), Panx2 ve Panx3 olmak Uzere 3 tipe ayrilir.
Panx1 izoformu, arteryal aga¢ boyunca endotel hucrelerinde (EC'ler) ve ayrica
¢api 300 ym'den kuguk arterler ve arteriyollerin duz kas hucrelerinde (SMC'ler)
bulunur (4). Panx1 yeni lokasyonlarda kesfedilmeye devam etse de, bu
kanallarin vaskiler fonksiyonun diizenlenmesinde oynadidi roller tam olarak

netlige kavugsmamistir.

Panx1, siganin hem noéronlarinda hem de serebral vaskulatirinde
bulunur (5). Pannexinlerin silinmesi veya bloke edilmesinin, orta serebral arter
tikanikhdr (MCAO) prognozunu 6nemli élgtde iyilestirdigi gésterilmistir (6-8).
Fakat bu ¢alismalarin 6nemli kisithliklari vardir. Pannexinlerin sistemik olarak
uygulanan farmakolojik inhibitorleri, MCAO / reperflzyonu takiben enfarktls
boyutunu 6nemli dlgude etkiler (6, 8). Ek olarak, Panx1 ve Panx2'nin silinmesi
kalict MCAO'nun ardindan enfarktlis hacmini azaltmistir (7). Bununla birlikte,
Panxl1'in silinmesinin de vaskulatirdeki Panx3'0 yukari dogru dizenledigi
gosterilmigtir, bu da potansiyel bir telafi edici mekanizmayi gosterir (9). Bu
calismalarin odak noktasi noéronlarda bulunan panneksinler ve adenozin
trifosfatin (ATP) ndronal fonksiyon tzerindeki etkileri Uzerinedir. Bu veriler,
inme sonucunu belirlemede o6nemli bir rol oynayan pannexinlere isaret

ederken, vaskuler hucreler de dahil olmak Uzere beyindeki pannexin



kanallarint  kuresel olarak etkiledigi ve Panx1'in 0Ozellikle serebral

vaskulaturdeki rolunu kesfetme ihtiyacini digundurmektedir.

Panx1 kanallarindan purin salinmasinin hem venoz hem de arteriyel
damarlarda vaskiler islevi dizenledigi gdsteriimistir (10, 11). Ornegin,
endotelyal Panx1, venullerde tumor nekroz faktor- a (TNF-a) ile induklenen
|I0kosit adezyonunu ve gogunu duzenler (11). TNF-a, bir iskemik inmenin
ardindan salinir. Anti-TNF-a antikoru veya noétrofil infiltrasyonunun
inhibisyonu, farelerde inme sonucunu iyilestirdigi gosterilmistir. Bu bulgular

inmenin ciddiyetini belirlemede inflamasyonun roluna gosterir (12, 13).

Vendz enflamatuar yola ek olarak, Panx1 tarafindan serebral kan
akiginin yukari yonde duzenlenmesi de inme sonucunu etkileyebilir. Yeterli
serebral kan akiginin yeniden saglanmasi akut iskemik inmeyi takiben iyilesme
icin hayati dneme sahiptir (14, 15). Serebral kan akigi buyuk 6l¢ide, artmig
limen basincina yanit olarak arterlerin daraldigi miyojenik reaktivite ile
dizenlenir. Serebral iskemi gibi patofizyolojik durumlarda miyojenik reaktivite
degisir, bu nedenle mekanizmalarini anlamak ¢ok 6nemlidir (16). Son raporlar,
miyojenik reaktivitenin, 6zellikle hucre digi purinler (6rnegin ATP) tarafindan
aktive edilen Purinerjik 2Y (P2Y) reseptorleri araciligiyla purinerjik bagimlh bir
mekanizma oldugunu ileri surmektedir (14, 17, 18). Bu nedenle, ATP'nin
salinimini P2Y reseptorlerinin aktivasyonu ile birlestiren mekanizmalar,
hastalik durumlarinda serebral kan akisinin duzenlemesini iyilestirmek ve

prognoza olumlu katki saglamak igin farmakolojik midahalelerin hedefi olabilir.

Bu calismada, akut iskemi atak (AlS) geciren hastalarda serum Panx1

dizeyinin enfarkt volimu ve prognozla iliskisinin arastiriimasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tanim

inme, vaskiiler bir nedene bagh olarak merkezi sinir sisteminde akut
fokal bir yaralanmanin neden oldugu bir nérolojik defisitin ani baglangici olarak
tanimlanir (19). inme; kan damarlarinin bir kan pihtisi / trombusi tarafindan
tikanmasi veya arteriyovendz malformasyonlar veya anevrizmalar nedeniyle
kan damarlarinin yirtilmasi sonucu meydana gelir. inme, iskemik ve hemorajik
olarak kategorize edilebilir (20). inmelerin yaklasik %85'i iskemiktir ve

morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biridir (21).

Beyin en ylUksek enerji tiketen organlardan biridir ve fonksiyonlarini
yerine getirebilmesi igin kandan glukoz ve oksijen alimina ihtiyaci vardir.
inmeden kaynaklanan oksijen ve besin eksikligi, norolojik bozukluklarla
sonuglanan ciddi beyin hasarina neden olabilir (22). Beyne giden kan akiginin
azalmasina veya kesilmesine bagli olarak ndronlarin fonksiyonlarini
yapabilmesi igin gereken oksijen ve glukozun saglanamamasi durumuna
‘serebral iskemi’ denir. Oksijen ve glukozun saglanamamasi durumunda
mitokondriyal ATP Uretimi azalir ve metabolik yan urtnlerin birikmesine neden
olur. Beyin, yuksek enerji tuketimi ve elektriksel aktivite nedeniyle global
iskemiden kaynaklanan hasari sirdiren ilk organlardan biridir. iskemiye bagl
ATP  dretimindeki azalma, iyon gradyanlarinin  kaybi, uyarici
norotransmiterlerin salinimi (glutamat), hiicre ici kalsiyum (Ca?*) seviyelerinde

artis ve ndronal eksitotoksisite gibi sonuclara neden olur (23).

Fokal beyin iskemisi genellikle tromboz veya embolizmin bir sonucu
olarak beyne giden arteryel kan akiginin  engellenmesinden
kaynaklanir. iskemi yeterince uzun siirerse, geri déndiirilemez néron kaybi
meydana gelir ve bu da iskemik inmeye neden olur. ilk olarak stenotik serebral
veya internal karotis arter ruptire plagin ani trombozu, etkilenen arter
tarafindan beslenen bdlgede iskemiye yol agar. Kalpte veya buyuk bir arterde
olusan bir pihtinin embolizasyonu, beyin iskemisinin en yaygin kaynagidir ve



gegici iskemik atak (GIA) ve inme vakalarinin yaklasik %60-%70'ini olusturur
(24).

2.2. Epidemiyoloji

inme, yillik yaklasik 5,5 milyon 8lim oraniyla diinya ¢capinda ikinci énde
gelen 6lim nedeni olarak siralanmaktadir. inme yiikii yiksek 6lim orani
disinda kalici felg gibi yuksek morbiditeye neden olur. Bu nedenle inme, halk
sagligi agisindan ciddi ekonomik ve sosyal sonuglari olan dnemli bir hastaliktir
(25). inme prevelansi cografik ve sosyoekonomik kosullara gdére diinya
genelinde farklihk gdstermektedir. ABD’de yaklasik %3 (26), Avrupa’da
yaklasik %1 (27), Orta Asya’da yaklasik %0,3 (28), Dogu Asya’da yaklasik
%0,5 olarak bildirilmistir (29). Turkiye'de inmenin prevalansi veya insidansina
populasyona uyarlanmig bir veri seti bulunmamaktadir. Yapilan nadir

¢alismalar mevcuttur ve genel olarak insidans %1,7 civarindadir (30)

Epidemiyolojik serebral infaktlarin degerlendiriimesinde cografik
konum, yas, cinsiyet, Irk gibi faktérler 6nemlidir. Vakalarin yaklasik %75'i 65
yasin Uzerindeki insanlardan olugur ve dolayisiyla artan yas prevalansi etkiler
(31). Siyah irk daha fazla inme riskine sahiptir (32). inme insidansi erkeklerde
kadinlara kiyasla daha yuksek olmakla birlikte 85 yasindan sonra kadinlarda

insidans daha yuksek gozlenmektedir (33, 34).
2.3. Patofizyoloji

inme patofizyolojisi; enerji yetersizligi, hiicre iyonu homeostazi kaybi,
asidoz, hucre i¢i kalsiyum seviyelerinde artis, eksitotoksisite, serbest radikal
aracili toksisite, arasidonik asit UrUnleri Uretimi, sitokin aracili sitotoksisite,
tamamlayici aktivasyon, kan-beyin bariyerinin (KBB) bozulmasi, glial
hicrelerin aktivasyonu ve I6kositlerin infiltrasyonu gibi karmasik surecleri igerir
(Sekil 2.1). Bunlar, iskemik cekirdek bdlgelerinde nekroza yol agabilen
birbiriyle iliskili ve koordineli olaylardir. Serebral bir iskemiden sonraki birkag
dakika icinde, kan akigl azalmasina maruz kalan beyin dokusunun gekirdegi
olumcul sekilde yaralanir ve ardindan nekrotik htcre dlumune ugrar (35-37).
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Sekil 2.1. iskemik inmenin Baslica Hiicresel Patofizyolojik Mekanizmalari (37)

iskemiye bagli enerji yetmezIligi, néronlarin depolarizasyonuna yol agar. Spesifik glutamat
reseptorlerinin aktivasyonu, hiicre igi Ca?* ve Na*'yi 6nemli olglide artirir ve K* , hilicre digl
bosluga salinir. Odem, hiicre igi bogluga su kaymalarindan kaynaklanir. Artan hiicre ici haberci
Ca?* seviyeleri proteazlari, lipazlari ve endoniikleazlari aktive eder. Serbest radikaller, zarlara,
mitokondriye ve DNA'ya zarar vererek hicre 6lumuanu tetikleyerek ve daha sonra glial
hicrelerde, endotelyal hicrelerde ve sizan Iokositlerde JNK, p-38, NFkB ve AP-1
aktivasyonunu tetikleyen inflamatuar aracilar Uretilir. Bu, pro-inflamatuar sitokin ve kemokin
salgilanmasiyla sonuglanir ve endotelyal adezyon molekdillerinin yukari regllasyonu yoluyla
I0kositlerin istilasina yol agar.



2.3.1. Glutamat Eksitotoksisitesi

iskeminin neden oldugu néronal hasarin énemli bir kismina, hiicre igi
kalsiyumda toksik artiglara yol agan asiri uyarici amino asit birikimi aracilik
eder (38). Hucre ic¢i kalsiyumdaki bu artis, sonugta hiicre 6limune yol acan
coklu sinyal yollarini aktive eder. Serebral kan akisinin azalmasi veya sona
ermesinden kisa bir sure sonra, enerjiye bagimh hiucresel pompalar, glikoza
bagll ATP Uretimindeki disus nedeniyle basarisiz olur ve hlucreye ¢ok sayida
iyonik tartan akisi ile sonuglanir. Bu, ozmoz ve hucresel depolarizasyon yoluyla
hiicresel sismeye neden olur. Kalsiyum iyonlari (Ca?*) voltaja bagl ve ligand-
kapili iyon kanallarindan hucreye girerek, bir dizi proteaz, kinaz, lipaz ve
endonukleazin aktivasyonuna, i¢sel apoptotik yolun tetiklenmesine ve bdylece
hicre 6limune neden olur (39). Beyindeki baslica uyarici nérotransmiter olan
glutamat, iskemiyi takiben hicre digi boglukta birikir ve reseptorlerini aktive
eder. Glutamat reseptor aktivasyonu, hucre igi iyonlarin konsantrasyonunda,
ozellikle Ca?* ve sodyum iyonlarinda (Na*) degisikliklere neden olur (Sekil 2.1).
Hucre ici Na* ylkselmeleri, iskemiden sonra erken zaman noktalarinda

noronal sagkalim icin zararh olabilir (37).
2.3.2. Oksidatif Stres

Artan kanitlar, oksidatif stres ve apoptozun, iskemik inmenin
patofizyolojisinde yakindan baglantili fenomenler oldugunu gdstermektedir.
Noronlar normal olarak vlcuttaki tim hucreler gibi hem ekzojen hem de
endojen kaynaklardan temel duzeyde oksidatif strese maruz kalirlar. Serbest
radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, oldukga reaktif
molekullerdir. Serbest radikaller DNA, proteinler ve lipidlerle reaksiyona
girerek gesitli derecelerde hasar ve islev bozukluguna neden olabilir (40). inme
kaynakh beyin hasarina karigsan serbest radikaller arasinda superoksit anyon
radikali, hidroksil radikali ve nitrik oksit (NO) bulunur. iskemik inme hasari
sirasinda oksijenden turetilen serbest radikallerin birincil kaynagi, elektron
tasima islemi sirasinda superoksit anyon radikalleri GUreten mitokondridir [ 28 ].
iskemi sonrasi néronlarda potansiyel olarak énemli bir baska siperoksit

kaynagi, arasidonik asidin siklooksijenaz ve lipooksigenaz yollari yoluyla



metabolizmasidir (41). Oksijen serbest radikalleri ayni zamanda aktive
mikroglia ve iskemik dokunun reperfuzyonunu takiben NADPH oksidaz sistemi
yoluyla periferik I6kositleri infiltre ederek de Uretilebilir. Bu oksidasyon daha
fazla doku hasarina neden olur ve iskemik inmeden sonra apoptoz igin dnemli

bir tetikleyici molekul oldugu dugstunulmektedir (37).

Nitrik oksit, birkag NO sentaz (NOS) izoformundan biri aracihgiyla L-
arginin'den Uretilir (42). indiiklenebilir NOS (iNOS), mikroglia ve monositler gibi
enflamatuar hicrelere bagimhdir. Bu iki izoform, ¢ogunlukla, iskemik kosullar
altinda beyne zarar verir. Endotel hucrelerinde (eNOS) bulunan tguncu bir
izoform vazodilator etkilere sahiptir ve yerel kan akigini iyilestirerek yararli bir
rol oynamasi muhtemeldir (43). N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
aktivasyonunun nNOS tarafindan NO Uretimini uyardigi ve iskemik inmede
eksitotoksik kaynakli yaralanmada muhtemelen rol oynadigi gosterilmistir (44).
NO, zarlar boyunca serbestge yayilir ve Ureme noktasinda superoksitle
reaksiyona girerek baska bir ylksek reaktif oksijen tlrl olan peroksinitrit
(ONOO) uretebilir. Hem oksijenden tlretilmis serbest radikaller hem de reaktif
nitrojen turleri, apoptoz ve iltihaplanma gibi inmeyi takiben hucre élumune dahil
olan gesitli yollarin etkinlestiriimesinde rol oynarlar. Oksijen arzinin azalmasi
ayni zamanda anaerobik glikoliz yoluyla laktat birikimine ve dolayisiyla asidoza

yol acar (37).
2.3.3. Lipid Peroksidasyonu

Farkli oksijen radikal turlerinin Gretiminin yani sira asidoz, hucre igi
protein sentezini de engeller. Lipid peroksidasyonunun inme patogenezinde
onemli bir rol oynadigi goértlmektedir. Membran lipid peroksidasyonunun
néronal apoptozu indukledigi mekanizma, sodyum- potasyum adenozin
trifosfataz (Na + / K + ATPaz), glikoz tasiyicilari ve glutamat tasiyicilar gibi
membran tasiyicilarini kovalent olarak degistiren ve boylece islevlerini bozan
4-hidroksinonenal (4-HNE) adi verilen bir aldehit olusumunu igerir (45). Ca2 +
ve serbest radikaller, dogrudan etkileri yoluyla potansiyel olarak zarar verirken,
nukleer faktor-kB (NF-kB), hipoksi ile induklenebilir faktor 1 ve interferon

duzenleyici faktdor 1 gibi noroprotektif transkripsiyon faktorlerini de aktive



edebilir (46). Bu transkripsiyon faktorlerinin bazilari, enflamatuar sitokinlerin
(interlokin (IL)-1, IL-6 ve TNF-a) ve kemokinlerin (IL-8 ve monosit kemotaktik
proteini (MCP)-1), endotelyal hicre yapisma molekullerinin (selektinler,
hicrelerarasi adezyon molekulli-1 (ICAM-1) ve vaskller hicre adezyon
molekuli-1 (VCAM-1)) ve diger proinflamatuar genlerin (interferon-

indUklenebilir protein-10) ekspresyonunu indukler (37).
2.3.4. iltihap

Beyin dokusunda, iskemik bir olaydan sonra proinflamatuar aracilari
salgilayabilen endotel hucreleri, astrositler, mikroglia ve ndéronlarin dahil
oldugu htcre populasyonu vardir. Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu,
sitokinler i¢in artmis protein seviyelerine ve inme sonrasi beyin dokusunda
endotel hicre adezyon molekdllerinin (CAM'ler) ekspresyonunda artisa neden
olur (47). Inme sonrasi beyin iltihabinda énemli bir rol, ézellikle hasarin
penumbral bolgesinde mikrogliaya atfedilir (48). Aktif mikroglia, ¢ok sayida
proinflamatuar sitokin ile toksik metabolitler ve enzimler Uretir (49). Mikroglial
hlcrelere ek olarak astrositlerin de inmeye bagli beyin iltihabinda onemli bir
yeri vardir. Bu hicreler hem proinflamatuar sitokinleri hem de eritropoietin,
donustiract buyime faktori beta 1 (TGF-p1) ve metalotiyonin-2 gibi
noroprotektif faktorleri Uretebilir. Mikroglial ve astrosit Urunlerinin karigik
dogasi nedeniyle (hem yikici hem de koruyucu faktoérler), glia'nin genel rold,
iskeminin baslangicindan guinler veya haftalar sonra meydana gelen koruyucu
veya rejeneratif aktivitelerle, inmeden sonra farkli zaman noktalarinda
degisiklik gosterebilir (37).

2.3.5. Kan Beyin Bariyeri Disfonksiyonu

Beyin endoteli, KBB gosterdigi gibi, diger organlara kiyasla oldukga
farkhdir. Bununla birlikte, iskemik yaralanmadan sonra diger organlarda
oldugu gibi, damar duvarinin bazal laminasinin degradasyonu ile birlikte artmig
gegirgenlik ve azalmis bariyer iglevi ile inme hasarina yanit verir (50). Benzer
sekilde, akut iskemik inmenin beyin endotelyumunun ekstravaskuler merkezi

sinir sistemi hucreleri (astrositler, mikroglia, néronlar) ve intravaskuler hticreler



(trombositler, l0kositler) ile etkilesimlerini artirdigina ve bu etkilesimlerin
yaralanma surecine katkida bulunduguna dair 6nemli kanitlar vardir (51).
inmeye verilen tiim bu yanitlarin net sonucu, serebral vaskiilatiiriin asagidaki
fenotipleri varsaymasidir: 1) beyin dokusunun zayif kilcal perfizyonu, 2)
dolasimdaki hicreler i¢cin pro-yapigkan, 3) proinflamatuar, 4) pro-trombojenik
ve 5) azalmig endotel bariyer fonksiyonu. Normal fizyolojik iglevlerdeki bu
degisiklikler, bu enflamatuar tepkilerin her birinin ayni zararlh yéne dogru
egilmesiyle birikirek merkezi sinir sistemi hicreleri ve dokulari i¢in zararli

sonuglara neden olur (37).
2.3.6. Lokosit infiltrasyonu

inme patogenezinde l6ékositlerin rol oynadigini gdsteren ¢ok sayida
kanit vardir. Lokositlerin reperfizyonla indlklenen doku hasarina ve
mikrovaskuler disfonksiyona aracilik ettigi iddiasi U¢ mekanizma ile
desteklenmektedir: 1) I0kositler, doku hasarinin baglangicindan dnce iskemik
dokularda birikir, 2) nétropenik hale getirilen hayvanlar, iskemik inmeye karsi
azalmis bir yaralanma yaniti sergiler ve 3) spesifik I6kosit veya endotelyal
CAM'lere yonelik monoklonal antikorlar (mAb'ler) ile Iokosit-endotel hucre
yapismasinin onlenmesi ayrica inme hasarina karsi dnemli koruma saglar
(51). Notrofillerin baskin oldugu polimorfonukleer l6kositler, bu nedenle

kétllesen inme sonucunda buyuk oélgtide rol oynar (37).
2.4. Risk Faktorleri

Populasyonda inme ylUkunun azaltiimasi, degistirilebilir risk faktorlerinin
belirlenmesini ve risk azaltma c¢abalarinin etkinliginin gosterilmesini
gerektirir. Hem degistirilebilir (6rnegin, diyet, komorbid durumlar) hem de
degistirilemez risk faktorleri (6rnedin yas, irk) dahil olmak tzere inme igin ¢ok
sayida risk faktoru vardir. Hemorajik ve iskemik inme igin benzer risk faktorleri
olmakla birlikte, bazi 6nemli farkhliklar vardir. Hipertansiyon, hemorajik inme
icin 6zellikle 6nemli bir risk faktortdur, ancak iskemik inmeye de yol acabilen
aterosklerotik hastaliga katkida bulunur. Ote yandan hiperlipidemi, koroner

ateroskleroz icin bir risk faktort oldugu gibi, ekstrakraniyal ve intrakraniyal kan



damarlarinin aterosklerozuna bagl inmeler icin de Ozellikle 6nemli bir risk

faktorudur. Atriyal fibrilasyon, kardiyoembolik inme igin bir risk faktoraduar (52).

Risk faktorleri degistirilemez, dedistirilebilir ve yeni (potansiyel) risk

faktorleri olmak Uzere g gruba ayrilir.

Tablo 2.1. inme Risk Faktorlerinin Siniflandiriimasi (52)

Degistirilemez Risk Faktorleri Etki
Yas Ozellikle >55 yas
Cinsiyet Erkek
Irk Siyah
Aile oykiisii

Apolipoprotein E
Metilenetetrahidrofolat rediiktaz
Endotelyal nitrik oksit sentaz
Faktor V Leiden
Sitokrom P450 4F2
Beta-fibrinaz 4D
Fosfodiester
ch4q25

Genetik faktor

Degistirilebilir Risk Faktorleri

Biiylik damar aterosklerozu
Kiiciik damar okliizyonu
Intraserebral hematoma

Sigara Ateroskleroz

Diabetes Mellitus Ateroskleroz

Hiperlipidemi Ateroskleroz

Tromboembolik inme

Ateroskleroz

Hipertansiyon

Atrial Fibrilasyon

Alkol

Fiziksel inaktivite

Obezite

Asemptomatik Karotis Stenozu
Yeni (Potansiyel) Risk Faktorleri

Ateroskleroz
Tromboz
Ateroskleroz

Hiperhomosisteinemi

Inflamasyon/Infeksiyon
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2.5. Klinik Yaklagsim ve Siniflama

Akut iskemik inme tedavisinde en 6nemli faktér zamandir. iskemik
inmeli hasta her dakika 190.0000 beyin hucresini kaybeder, her dakika
yaklasik 14.000.000.000 sinir baglantisi yok edilir ve her dakika 12 km sinir lifi
kaybolur. Beyin kan kaynagindan mahrum kaldigi her saat igin 3.6 yil yaslanir
(53). Bu nedenle iyi bir anamnez ve muayene 6nemlidir. Norolojik semptomlari
olan herhangi bir hastanin degerlendiriimesinin en 6nemli kismi, basvuru
sikayetinin oykusudur. Baslangi¢c zamani, hastanin en son saglikli goéruldugu

zamanli belirtir ve tedavi agisindan 6nem arz eder (54).

iskemik inme etiyolojisini belirlemek, prognoz, yénetim ve Klinik
sonlanim agisindan onemlidir. Akut inme kohortunda tedavi ve yanitinin
Olcllmesi, iskemik inme alt tipine dayalidir. Trial of Org 10172 in Acute Stroke
Treatment (TOAST) siniflamasi, inme siniflama sistemleri arasinda en ¢ok
uygulanan ve kabul géren, kullanimi kolay siniflama sistemidir. TOAST a gore
iskemik inme, buyuk arter aterosklerozu, kardiyoembolizm, kuguk arter
oklizyonu (lakdn), belirlenebilen diger nedenlere bagh inme ve etiyolojisi

bilinmeyen inme olarak 5 ana alt tipe ayrilmaktadir (Tablo 2.2) (55).

Tablo 2.2. iskemik inme Tipleri (55)

BlUyUk damar hastaligi (tromboz veya emboli)

Kardiyoembolizm

Klaguk damar hastahgi (lakin)

Belirlenebilen diger etyolojiler

Etyolojisi belirlenemeyen inme
e Iki veya daha fazla neden negatif degerlendirme
¢ Yeterliinceleme yapiimis ancak neden saptanamamis iskemik inme
e Yetersiz inceleme

O R wiN =

Hastanin ilk degerlendirmesinde elde edilen muayene bulgulari,
elektrokardiogram ve ekokardiyografi, kan sayimi, ekstrakranial arterlere
yonelik doppler goruntileme bulgulari ve beyin goruntulemesindeki bulgular

ile hasta bu gruplardan birine dahil edilir.
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Biiyiik damar hastaligr: Bu grup hastalarda, ateroskleroz sebebiyle
ciddi (>% 50) damar stenozu, buyuk bir arterin veya kortikal dal arterlerinin
tikanikligi ile iligkili klinik ve noro-goruntuleme bulgular vardir. Klinik bulgular
agisindan serebrokortikal bozukluklar (ihmal, afazi, sinirli motor tutulum gibi),
beyin sapi ve serebellar disfonksiyon mevcuttur. intermittan klodikasyo
Oykusu, gegici iskemik ataklar, ayni vaskuler bolgede karotis afurimu ile zayif
nabiz klinik taniyi desteklemeye yardimci olur. Bilgisayarli tomografi (BT) veya
manyatik rezonas goérunttilemede (MRG) 1,5 cm'den daha blyuk kortikal yada
subkortikal hemisferik infarktlarin varligr buylk arter ateroskleroz kaynakh
olabilir. Taninin uygun goruntuleme yontemiyle ayni intrakraniyal veya
ekstrakraniyal arterde %50'den fazla bir stenoz goOsteriimesiyle
desteklenmelidir. Tetkik esnasinda, kardiyojenik emboli kaynaklari
diglanmaldir. Arteriyografik calismalar normalse veya sadece minimal
degisiklikler gosteriyorsa, buyuk arter aterosklerozuna sekonder inme tanisi

yapilamaz (55, 56).

Kardiyoembolizm: Kalpte olusan bir emboli sonucu arteriyel
oklizyonu mevcuttur. Kardiyoembolizme gore yuksek riskli ve orta riskli olarak
siniflandinlir. Kardiyoembolik inme teshisi icin en az bir kardiyak emboli kdkeni
tanimlanmalidir. Klinik ve beyin goruntuleme bulgulart buyuk arter
aterosklerozu icin tarif edilen bulgularla benzerlik gdsterir. Birden fazla
vaskiiler bolgede ya da sistemik embolizmde, geciriimis GIA veya gegiriimis
inme kaniti, kardiyojenik inmenin klinik tanisini destekler. Buyuk arter
aterosklerozu kaynakl tromboz veya embolinin dislanmasi gerekir. Orta riskli
bir kalp emboli kaynagi olan ve baska inme nedeni olmayan bir hastada inme,

olasi bir kardiyoembolik inme olarak siniflandirilir (55).

Kiigiik arter okliizyonu: Perforan arterlerin iskemisine veya
hipoperfizyonuna baglh gelisir. Willis poligonu, anterior serebral arter (ACA),
orta serebral arterin (MCA) lentikulostriat dallari, baziler arterin paramedian
dallari baslica perforan arterlerini olusturur. Bu arterler ana dallarindan 90%lik
acglyla c¢ikan mikron diuzeyinde c¢apa sahip kuguk arterlerdir. Hastalar

geleneksel lakuner infarktlardan birine sahiptir. Serebral kortikal disfonksiyon
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(afazi, agnozi, apraksi ya da hemianopsi) kaniti olmamalidir. Kiguk arter
oklizyonlari gorulen hastalarda diyabetes mellitus veya hipertansiyon oykusu
olmasi klinik taniy1 destekler. Cogunlukla subkortikal alanda sessiz infarktlar
olarak gorilen lezyonlar, kritik bolgelerde goruldigtnde klinik tablolara sebep
olur. Hastalarin lezyonu ile uyumlu klinik tablosunun olmasinin yanisira BT/MR
gorunttlemelerinde, ilgili lezyon ¢api 1.5 cm'den kiguk, subkortikal hemisferik
lezyon veya beyin sapi lezyonu seklinde goérllmesi gerekir. Emboli igin
potansiyel kardiyak kaynaklar olmamalidir. Buyuk ekstrakraniyal arterlerin
degerlendiriimesinde, ipsilateral arterde %50'den fazla stenoz gérilmemelidir.
Klasik lakiner sendromlari saf motor inme, saf duyusal inme, mikst
sensorimotor inme, ataksik hemiparezi, dizartri/beceriksiz el sendromu
olusturmaktadir (55, 57).

Belirlenebilen diger nedenlere baglh inme: Non-aterosklerotik
vaskulopati, hiperkoagulabite durumu veya hematolojik bozukluklar gibi nadir
inme nedenleri olan hastalardan olusur. Boyut ve lokasyondan bagimsiz akut
iskemik inmenin klinik ve BT / MRG bulgulari mevcuttur. Kan testleri veya
arteriyografi gibi tetkikler, olagandisi inme nedenlerinden birini ortaya koyabilir.

Kardiyak kokenli embolizm ve buyuk arter aterosklerozu dislanmalidir (55, 58).

Etyolojisi Belirlenemeyen Inme: iskemik inme nedeninin
bulunamadigi hastalar bu grupta tanimlanir. Ayrintili incelemeye karsin etyoloji

belirlenememis veya ayni olayi aciklayabilecek birden fazla sebep olabilir.
2.6. iskemik inmede Gériintiileme
2.6.1.Bilgisayarli Tomografi

Supheli inme hastasinin yonetiminde ilk adim bir goérintileme
incelemesidir. Genellikle bu asamada uygulanan kontrastsiz BT testi,
kanamanin varligini hizla diglayabilir. Kanamanin olmamasi iskemik bir olay
tanisini destekler ve BT'de de bazi iskemi kanitlari gorulebilir. Gri ve beyaz

madde arasindaki kontrast kaybiyla ilgili hiper yogun damar isareti ve
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isaretlerin tumu (6rnegdin, insular serit isareti ve lentiform belirsizlik gibi) BT'de

akut iskemi belirtilerinin 6rnekleridir (59).

Kontrastsiz BT, erken hiperakut ddnemde (0-6 saat) disuk sensitiviteye
sahiptir. Bulgular radyologun deneyimine, etkilenen bolgeye ve semptom
baglangicindan itibaren gegen zamana baghmlidir. Kontrastsiz BT'de MCA
enfarktlarinda erken hiperakut donemde %30-40 olguda bulgu
saptanamamaktadir (60). Hiperakut dénemde goérilen, intravaskuiler
trombus/emboliyi gosteren hipderdens damar en erken BT bulgusudur (61).
Herhangi bir damarda gozlenebilmesine ragmen en sik MCA ile iligkilidir.
“‘Dens MCA isareti” olarak adlandiralan bu bulgu MCA’nin M1 segmentindeki
oklizyonu simgeler ve olgularin yaklasik %30’unda go6zlenir. Hiperakut
doénemin ilk saatlerinde oklizyon segmentine ve kollateral akima bagl olarak
kontrastsiz BT'de erken sitotoksik 6deme sekonder bir dizi igaret gozlenir.
Bunlar; gri-beyaz cevher ayriminin kaybolmasi, insular korteks kaybi (insular
serit isareti) ve lentiform nikleusun silinmesidir. Gri-beyaz cevher ayriminin
kaybolmasi oklizyonu takip eden ilk 3 saat iginde vakalarin %50-70’inde

g6zlenmektedir (62).

MCA oklizyonunu takiben, MCA’nin diger sulama alanlarina kiyasla
insular korteks iskemiye kargi daha hassastir. Clinkid ACA ve posterior
serebral arterden (PSA) kollateral akim bakimindan zayif bir destege sahiptir
(63). Sitotoksik 6deme bagl olusan hipodansite sebebiyle insular korteksin
lateralinde gri-beyaz cevher ayriminin kaybolmasina “Insular serit isareti”
denir. Bununla birlikte sitotoksik 6deme bagl lentiform nukleusun hipoatente
olmasi ve gri-beyaz cevher araylzlerinin kaybolmasi “lentiform nikleusun
silinmesi” olarak adlandirilir. Lentiform nlkleusta gézlenen bu degisimler,
oklizyondan en erken 1 saat sonra gozlenebilmekte ve vakalarin %75’inde 3.

saatte ortaya cikmaktadir (63).

Hiperakut donem sonrasi, hucre icinde su iceriginde artis olur. Geg
hiperakut dénemin (6-24 saatlik donem) ilk 6 saatlik déneminde sulkal silinme,
sonraki 12 saatlik doneminde ise atentasyon azalmasi gerceklesir. Enfarktin

3-10. gunlerinde subakut evrede hipoatenuasyon ve hlcre sismesi belirgin
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hale gelerek maksimum Kkitle etkisine ulasir. Bu olay buyuk infarktlarda
sekonder hasarin temel sebebidir. Kitle etkisi, subakut evrenin 7-10.
gunlerinde azalmaya basglar ve 4. haftaya dogru kaybolur (64). Subakut evrede
sisligin azalmasi esnasinda kortikal petesiyal kanamalar olusabilir ve korteks
atenUasyonunun artmasina sebep olur. Bu olay “BT sislenme fenomeni” olarak
bilinmektedir (65). BT sislenme fenomeni, vakalarin yaklasik yarisinda
gézlenmistir. infarkti takiben 2-3. haftalarda korteks normale yakin dansiteye
donmesinden dolayi bu donemde yapilan gorunttilemeler yanlis taniya neden
olabilir. Bununla birlikte ayni donemde kan beyin bariyerinin bozulmasina bagli
giral ve yamali paternde parankimal kontrastlanmalar gozlenebilir. Kronik
periyotta kitle etkisi ve 6dem bulgulari ortadan kalkar. Etkilenen boélge negatif
kitle etkisine sahip gliotik-ansefalomalazik hipodens bir alan olarak izlenir (66,
67).

2.6.2. Konvansiyonel Manyetik Rezonans Goriuntiileme

Konvansiyonel MRG, inme anindan itibaren ilk saatlerde akut serebral
iskeminin belirlenmesinde BT’den daha Ustin tanisal performansa sahiptir.
Birden cok planda patolojik antiteyi (inme ve taklitcilerini) gdsterebilme
avantajina sahiptir. ilk 3-6 saatte T1 agirlikli gortintiler cogunlukla normaldir.
ik 12-24 saatte giruslarda sisme ve hipointensite bulgulari olusmaya baslar ve
gri-beyaz cevher ayriminda bulaniklasma izlenir. ilk dort saatte fluid attenuated
inversion recovery (FLAIR) goruntulerde inmelerin %30-50 civarinda kortikal
sisme ve hiperintensite gozlenir (68). Semptom anindan itibaren 7. saatte
FLAIR goruntulerde inmelerin tamaminda patolojik sinyal izlenir. FLAIR'da
inmenin erken bulgusu intraarteriyel hiperintensitedir. Bu olay antegrad akimin
gecikmesi veya retrograd kollateral akima bagli olusan yavas akimi ifade eder.
T2 agirhkli gorantuler cogunlukla 12-24 saatte pozitiflesir. Bu nedenle FLAIR’e
Kiyasla biraz daha gegtir. T2/FLAIR goéruntulerde buyuk arterlerin herhangi
birinin etkilenmesinde arterde hiperintens izlenimi yani flow-void yoklugu
saptanabilir. T2* ve duyarhlik agirlikh goéruntileme (SAG) sekanslarda
intraarteriyel trombus “blooming” hipointensite olarak izlenebilir. SAG sekansi

BT ve diger MRG yodntemlerine kiyasla serebral kanamayi belirlemede daha
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gugli yontemdir (68). SAG sekansi ile inme kohortunda ¢ok kuguk beyin
kanamalari rahatlikla saptanabilir. Bununla birlikte konvansiyonel MRG,
inmenin hiperakut déneminde difizyon agirlikh MRG kiyasla daha az

duyarlihga ve yanlis negatif sonuca sebep olabilir (69).
2.6.3. Difizyon Agirhkh Manyetik Rezonans Goruntileme

Difuzyon agirhki MRG su molekullerin termal enerjilerinden
kaynaklanan rastgele (brownian) harekete dayanir. Difizyon ylksek
konsantrasyondan dusuk konsantrasyona dogrudur. Su molekullerinin
intraselller ve ekstraseluler alanlardaki dagilimlari yaklasik olarak 3'te 1
oranindadir. Akut inme durumunda, intraseliler ve ekstraselller suyun
homeostazdaki degisim sonucunda intraseluler su hacmi artarak sitotoksik
odem olusur ve ekstraseluler su hacmi azalir. Bu sebeple ekstraselller
alandaki suyun difuzyonu kisitlanir ve sitotoksik 6dem alanlari (iskemik beyin
dokusu) normal beyin dokusuna gore parlak-hiperintens olarak gozlenir (68,
70).

DifGzyon agirlikli MRG genellikle single-shot eko planar gorintileme ile
saglanir. Hizlh olmasi 6nemli bir avantajdir, fakat duyarhlik artefaktlari, diguk
SNR gibi dezavantajlari mevcuttur. Bu dezavantajlarin ortadan kaldiriimasi igin
3-6 arasinda puls gonderilen readout segmentli difuzyon agirlikli géruntuleme
(DAG) onerilir. Readout segmentli DAG’da inceleme suresi uzar, ancak sinyal
gurdltt orani ve uzaysal rezollsyon iyilesir, duyarlilik artefaktlari azalir (71,
72).

DAG; molekuler seviyede hareketliligin dlgusinde “gorunir difuzyon
katsayisi (ADC; Apparent diffusion coefficient)” kullanilir (72). iskeminin
baslangicindan 30 dakika sonra disik ADC degerleri gozlenmeye baslanir.
ilerleyen dénemde ADC daha fazla diiser ve 3. giinde en diislk seviyelere
ulagir. 3.gunu takiben sonraki gunlerde ADC’de artis baslar ve 1-4 haftada
normal degerine doéner. Buna ADC psddonormalizasyonu denilmektedir.

ADC’de bu degisimler sitotoksik 6demin Gzerine vazojenik 6demin olugsmasina
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bagdli olabilir. Ekstraselller su miktarinda artigla olusan gliozis birka¢ hafta ile

ay arasinda geligir. Bu donemde ADC normalden yuksektir (73).

Difizyon agirhikli MRG’de inmede semptom anindan 30 dakika
sonrasinda dusuk ADC degerleriyle beraber hiperintens sinyal gézlenir. 1-4.
haftada psddonormal ADC degerleriyle beraber T2 sinyal 6zellikleri nedeniyle
difizyon agirhikli MRG'de hafif hiperintensite devam edebilir. ik bir hafta
boyunca sinyal intensitesi artar, fakat sonraki donemlerde azalir. Bununla
birlikte sinyal uzun siire hiperintens kalabilir (74). ik birka¢ giinde difiizyon
agirhkli MRG’deki hiperintensite kisith difizyonda bagliyken ilerleyen
donemlerde enfarktli beyin dokusunun T2 sinyalinin artigindan kaynaklanir. Bu
sebeple, difuizyon agirikli MRG enfarkt yasini tahmin etmede tek basina
kullaniimamali, ADC haritasiyla birlikte degerlendirilmelidir. Semptom anindan
itibaren ilk 6 saat igerisinde akut inme tespitinde difuzyon agirlikli MRG’nin
%88-100 duyarliiga ve %86-100 6zgullige sahip oldugu gosterilmigstir (75,
76). Difizyon agirlikli MRG’de difiizyonun viskozite nedeniyle kisitlandigi
(serebral abse gibi) veya yuksek nikleus/sitoplazma oranina sahip bir lezyon
varliginda (lenfoma gibi) akut iskemi bulgulari yanhs pozitif olabilir; fakat bu tar
lezyonlar ¢cogunlukla konvansiyonel MRG bulgularina kiyasla akut iskemiden
ayirt edilebilir (72).

2.7. Prognoz

Beyin iskemisinin slresine bagli olarak, hafif beyin disfonksiyonu, kalici
semptomlar ve sakatlik olsun ya da olmasin beyinde kalici hasarla birlikte uzun
sureli disfonksiyon olabilir. Serebral iskemiden sonra hasta sonuglari kalic
etkilerin olmamasindan (gecici iskemik atak) kalici sakatliga ve 6lime kadar
degisebilir. Bozuklugun ciddiyeti, hastanin iskemik olaydan énceki fonksiyonel
durumuna baglidir. Ornegin, hafif bilissel bozuklugu veya demansi olan
hastalar, iskeminin daha dusuk noéronal toleransini dusunduren, iskemik
inmeden sonra daha fazla goreli bilissel bozukluga sahiptir (77). Bu durum
hastanin yasi ile de baglantihdir (78).
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Norolojik fonksiyonu korumak icin iskemi / enfarktis sonrasi hizli
reperfuzyon gerekli olmakla birlikte hasar gormus hucrelerin yok edilmesinden
kaynaklanan doku disfonksiyonunu ve hicre nekrozunu hizlandirabilir.
Serebral iskemi-reperfizyon hasari, tromboliz veya mekanik trombektomi
sonrasi ortaya c¢ikabilir. Reperfuzyon beyin akisini duzeltir ve tersine
cevrilebilir sekilde hasarli dokuyu kurtarabilir, fakat daha uzun bir iskemik
dénemden sonra reperflzyon ilk ttkkanmadan daha blyuk bir enfarkta neden
olabilir. Bu enfarktin mekanizmasi I6kosit infiltrasyonunu, trombosit
aktivasyonunu, kompleman aktivasyonunu ve vazojenik iskemiye yol agan

kan-beyin bariyerinin parcalanmasini icerir (79).

Doku plazminojen aktivatori (tPA) sonrasi hemorajik inmeye donus
baska bir komplikasyondur. Trombolitik uygulamalardan sonra hastanin
durumunun kotulesmesi ciddi olarak dusunulmelidir. Belirtiler arasinda
farkindalik veya bilingte bir degisiklik, ndrolojik muayenede kétulesme, artan
gugsuzluk, yeni veya kotulesen bas agrisi, kan basinci veya nabizda
degisiklikler yer alabilir. Bu durumlarda ilk adim hemen beyin BT, temel

laboratuvarlar ve beyin cerrahisi konsultasyonu olmalidir (80).

Akut iskemik inmeli hastalar ayrica enfeksiyonlar ve tromboembolik
komplikasyonlar dahil olmak Uzere hareketsizlige bagl komplikasyonlar
acisindan risk altindadir. Aspirasyon riski nedeniyle, hastalara agiz yoluyla
yiyecek veya igecek veriimeden once bir yutkunma degerlendirmesi
yapilmalidir. Aspirasyon Onlemleri alarak ve Uriner kateter gibi invaziv
cihazlarin kullanimini en aza indirerek enfeksiyonu en aza indirmeye 6zen
gOsterilmelidir. Ek olarak, mekanik derin ven trombozu (DVT) profilaksisi
miUmkin oldugunca uygulanmalidir. Farmakolojik DVT profilaksisi de
dusundlmelidir, ancak bu, tPA uygulamasindan sonraki 24 saat iginde
kontrendikedir ve hemorajik donisumu olan hastalar igin kontrendike olabilir
(24).
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2.8. Panneksin Kanal Proteinleri Ailesi

Panneksin kanal proteinleri ailesi Panneksin 1 (Panxl1), Panneksin 2

(Panx2) ve Panneksin 3 (Panx3) olmak Uzere Ug¢ Uyeden olusur ve ilk olarak
tarafindan memeli genomunda

2000 yilinda Panchin ve arkadaslari
tanimlanmistir (81).

Panneksinler, omurgasiz gevsek baglanti proteinleri olan inneksinler
(Inxs) ile sinirlh sekans homoloijileri (% 25-33 6zdeslik) nedeniyle kesfedilmigstir
ve baslangicta fonksiyonel 6zellikleri omurgalilarin gevsek baglanti proteinleri
olan Konneksinler (Cxs) ile benzerlik gosterdigi tahmin edilmektedir (Sekil 2.2)

(81, 82).

A
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A Konnekson

o) 25

Panneksin
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|
D ¢ Glikosilasyon

) f\i;l{’i /i a }":
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Sekil 2.2. Konneksinler ve Panneksinler

A, B) Conneksinler ve panneksinler, sekans homolojisi olmamasina ragmen benzer bir yapiyi

paylasir ve fonksiyonel connekson ve pannekson hemikanallarini olusturur.

C, D) Conneksinler ve panneksinler, dért transmembran alani, iki hicre digi déngu, bir
sitoplazmik dongi ve sitoplazmik N- ve C-terminal alanlari olan transmembran

proteinlerdir. Conneksin kanallari, hicreler arasi iletisime aracilik eden bir bosluk
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baglantisinda birlesebilirken (A), panneksinin hiicre disi dongisi memeli hiicrelerinde

(D) gevsek baglantilarinin olusumunu 6nleyen ylksek dizeyde glikosilasyon igerir.

Panxs ve Cxs arasinda herhangi bir sekans homolojisi bulunmamakla
birlikte, U¢ protein ailesinin hepsinin, dort a-sarmal transmembran alani, iki

hiucre digi dongu, bir hdcre i¢i dongu, sitoplazmaya maruz kalan amino ve

karboksil terminalleri ile benzer topoloji sergiledigi disunilmektedir (81-84)
(Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Ug Panneksin Ailesi Uyesinin Sematik Gésterimi (84)

Degisen amino asit uzunluklarina sahip Panx1 (426), Panx2 (677) ve Panx3 (392), amino asit
254 (Panx1), 86 (Panx2) ve 71 (Panx3)'de N-glikosilasyon bélgelerine sahip tetra yayilan
integral membran proteinleridir. Panx1 ve Panx3, hem yiksek mannoz formuna hem de
karmasik bir glikoproteine glikosile edilirken, Panx2 yalnizca yiksek mannoz glikoprotein veya
palmitoillenmis bir izoform olarak rapor edilmistir. TUm panneksinler, her hicre digi déngide
(C) iki sistein kalintisina sahiptir. Panx1'in, bircok memeli hlcresinin hicre ylzeyinde tek
membranli kanallar olugturmak icin bir heksamere oligomerize oldugu gdsterilmistir. EL1 ve
EL2 (hlcre disi donguler 1 ve 2), IL (hucre igi dongu), CT (karboksi terinali) ve NT (amino

terminali).
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Conneksin ailesinin gevsek bagdlanti proteinlerine benzer sekilde,
Panx1 oligomerizasyonunun ilk karakterizasyonu, bir kanal olusturmak igin 6
alt birime gereksinim duyar (85). Panx2 ise heptamerler veya oktomerler
halinde birlesir (86). Panx3’Un oligomerizasyonu netlik kazanmamakla birlikte
Panx1 ile yakin polipeptit sekansi g6z 6nune alindiginda, heksamerler
olusturacagi tahmin edilmektedir. Panx1’in i¢ gézenek yuzeyi; C-terminalinin
katilimiyla olusurken, dis gézenek yluzeyi ilk alfa helikal transmembran bolge

ve ilk hicredisi ilmik bdlge arasindaki kisimdan olusur (87).

Ug Panx tyesi de Homo sapiens (insan) ve Mus musculus (fare), Rattus
norvegicus (sigan), Canis familaris (kopek), Bos taurus (inek), Danio rerio
(zebra baligi) ve Tetraodon nogrovirdis (balon baligi) olmak tzere 7 farkl tirde
oldugu gosterilmistir (82). Genis turler arasi dagilima ragmen, pannexinler en
iyi sekilde insan ve fare dokularinda karakterize edilir. insan Panx1 proteini
(erisim numarasi NP_056183, 426 amino asit, 47,6 kDa), Panx2 proteini
(erisim numarasi NP_443071, 677 amino asit, 74,4 kDa) ve Panx3 proteini
(erisim numarasi NP_443191, 392 amino asit, 44,7 kDa) ile kemirgen Panxs

arasinda %94’e yakin korunmusg sekans homolojilerine sahiptir (88).
2.8.1. Panneksin-1

Panx1 insan dokularinin tamamina yakin kisminda (beyin, kalp, iskelet
kasi, deri, testis, yumurtalik, plasenta, timus, prostat, akciger, karaciger, ince
badirsak, pankreas, dalak, kolon, kan endotelyum ve eritrositler gibi) eksprese
edildigi Northern blot analizleri ile gosterilmistir (83). Panxl transkriptleri
santral sinir sisteminde serebellum, korteks, lens (fiber hidcreler), retinada
(retina ganglion, amacrin ve horizontal hicreler), piramidal hucreler,
neokorteks ve hipokampusun interndronlari, amigdala, substantia nigra,
olfaktori bulb, néronlar ve glial hiicrelerde tespit edilmistir (84). Ug haftalik bir
farede anti-Panx1 antikorlari kullanilarak yapilan bir doku arastirmasinda;
beyinde yiksek Panx1 protein seviyeleri gézlenmis, fakat akciger, bdbrek,
dalak, kalp ventrikill, deri ile tim kikirdak dokularinda farkli seviyelerde
oldugu saptanmistir (89). Kemirgen kokleasinda Panx1 protein ekspresyonu

Ozellikle Korti organinin destekleyici hicrelerinde, spiral limbus, kohlear yan
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duvar, strial kan damarlari (90) ve torakodorsal arterlerin vaskiler duz kas
hacrelerinde (91) go6zlenmigtir. Yetiskin sigcanlarda Panx1, seminifer
epitelyumunun bazal kisminda, epididimis ve efferent kanallarin apikal

bdlgesinde oldugdu bildirilmistir (92).
2.8.2. Panneksin-2

Panx2, yetigkin insan beyninin gesitli bolgelerinde (beyincik, serebral
korteks, medulla, oksipital kutup frontal lob, temporal lob ve putamen) daha
sinirl gérinmektedir. Northern blot analizi ile Panx2 transkriptlerinin kemirgen
beyni, omurilik ve godzlerde yuksek seviyelerde oldugunu ortaya koyarken
tiroid, bobrek ve karaciger gibi diger dokularda dusik seviyelere sahip oldugu
gosterilmistir  (84). in situ hibridizasyon arastirmalarinda Panx2'nin
hipokampus, olfaktor bulbus, piramidal hicreler, dentat girus, serebellumun
purkinje hacreleri, hippokampus ve neokorteksin interndronlari gibi yetigkin
sican beyninin g¢esitli bodlgelerinde Panx1 ile birlikte ekspre oldugu
gosterilmistir (93). Panx1'den farkli olarak, dogum oOncesi beyinde disik
seviyelerde Panx2 transkriptleri tespit edilirken, dogum sonrasi beyinlerde
transkript seviyeleri 6nemli 6lgude artmistir (93). Ayrica Panx2 protein
ekspresyonu, sigan kohlear sisteminin stria vaskularis bazal hicrelerinde ve
spiral ganglion ndéronlarinda (90) ve farelerde noéral kdk hulcrelerde ve

hippokampusun projenitér hiicrelerinde (94) tanimlanmistir.
2.8.3. Panneksin-3

ifade edilen sekans etiketlerine dayanarak, Panx3 osteoblastlarda,
sinovyal fibroblastlarda, fare pencgelerinin tum eklemlerinde ve i¢ kulak
kikirdaginda tanimlanmistir. Ek olarak, insan hipokampus ekstrelerinde duguk
seviyelerde Panx3 transkriptleri tespit edilmistir (83). Panx3 proteini fare
koklear kemiginde bildirilirken (90), 16,5 gunluk fare embriyolarindan yapilan
in situ hibridizasyon  arastirmalari  prehipertrofik  kondrositlerde,
perikondriyumda ve osteoblastlarda Panx3 ekspresyonunu guglu bir sekilde
ortaya cikarmigtir (95). Ayrica deri, kikirdak ve ventrikullerde Panx3 proteini;

~43kDa ve ~70kDa olan iki formda saptanmig, 3 haftalik farenin akciger,
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karaciger, bobrek, timus ve dalak dokularinda ise ~70kDa tek form
belirlenmistir (89). Panx3'Uin osteoblastlarda ve hem fare kafatasindan alinan
birincil kultirde hem de referans hicre dizilerinde endojen olarak eksprese
edildigi de gosterilmistir (96-98). Yakin zamanda, Panx3'ln yetigkin sicanlarin
Leydig hucrelerinde, epididimisinde ve efferent kanallarinda da bulundugu
bildirilmistir (92).

2.9. Panneksinlerin Biyokimyasi

Panneksinler, hucre yuzeyi, sitoplazma ve hucre i¢i organellerinde
bulunmasi kismen post-translasyonel modifikasyonlar aracihgi ile dizenlenir.
Bununla birlikte post-translasyonel modifikasyonlar Panx kanallarinin

fonksiyonununda da rol oynar (99).

N-glikozilasyon; proteinlere asparjin rezidulerinden oligosakkarit
eklenmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu duzenleme endoplazmik retikulum
(ER) ve Golgi’de meydana gelen post-translasyonel modifikasyon sonucu
olusur. Panneksinler yapisal agidan, tanimlanmig N-glikozilasyon bdlgeleri
barindiran glikoproteinler olup farkli N-bagl glikozilasyon profilleri sergilerler.
Panx2 cogunlukla hicre ici bodlgede, glikozilenmemis (Gly0) ve yuksek
mannoz glikozilasyonu (Glyl) formunda bulunur (86, 88, 94). Ikili-
immunpresipitasyon arastirmalarinda; Gly0 ve Gly1 formlarinda bulunan
Panx’ler birlesik bir yapi olugturabildigi, fakat kompleks glikozilasyon (Gly2)
formlari arasinda iliski kurulamadigi saptanmistir ve baskin olarak hicre
yluzeyinde goézlemlenmistir (88). Bu nedenle N-glikozilasyonu Panx’in hem
hicre yerlesiminde hemde birbirleri arasindaki iliskide rol oyanar. Bununla
birlikte Panx1 ve Panx3 ER’de kalsiyum sizdiran kanal olarak gorev alir (97,
100).

Panneksinler kaspaz kesiminde rol oyanar. Panx1’in C-terminalinin
kaspaz aracilidi ile kesilmesi, kanalin agilmasinda rol oynar (101). insanlarda
Panx1’in kaspaz 3 ve 7 ile kesilmesi apoptik immun hicrelerden makrofajlarin

cagiriimasi icin ATP salinmasinda rol oynar. Boylelikle 61U hucreler monositler
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araciligiyla temizlenebilir. iskemi, epileptik nébet ve kollitisde gériilen enterik

noronlarin 6lumu ile Panxs’in iligkili oldugu gosterilmigtir (102-105).

Kinazlarin  farmakolojik antagonistlerinin  Panx1 aktivasyonunu
degistirebildigi  dUsunulmektedir. Temel mekanizma sarkoma ailesi
kinazlarindan protein fosfataz 2 (PP2) inhibitord Panx1 aktivasyonunu
engelleydigi yonundedir (106, 107). Fakat fosforilasyon ile Panx arasindaki

iliski henlz netlik kazanmamistir.
2.10. Panneksinlerin Kanal Fonksiyonlari

Panx1 kanallarinin aktive edilmesinde mekanik uyarilma, kaspaz
kesimi, sitoplazmik kalsiyum, membran depolarizasyonu ve potasyum iyonu
rol oynar (108-111). Panx1 kanallarinin aktivasyonu karbondioksit aracili
sitoplazmik asidifikasyon, ATP saliniminda geri bildirim, taklit¢i peptidler ve
karbenoksolon, probenesid, fluefenamik asit gibi kanal engelleyiciler ile
durdurulabilir (84). Panx2 yuksek voltajda agilan fonksiyonel homomerik
kanallar olugturabilir. Panx3 homomerik tek membran kanali olugturarak hucre
disi ortama ATP saliniminda rol oynar, bununla birlikte C2C12 hticrelerinde ve
primer kalvarial osteoblastlarinda kalsiyum kanali gibi rol Ustlenirler (97). Panx
ailesi benzer sekans homolojisi gosterirler ve birgcok fonksiyonel durumda
birbirleri ile birleserek bir kanal olustururlar. Bu olay N-glikozilasyon ile
belirlenen Panx1 ve Panx2 etkilesiminde ¢ok daha belirgindir. Bununla birlikte
Panx1 ve Panx3 arasindaki etkilesim daha azdir ve kanal fonskiyonu farklilik

gOstermez (84).
2.10.1. Panx1'in Aracilik Ettigi Parakrin Sinyali
2.10.1.1. Kalsiyum Dalgalari

Kalsiyum (Ca?*), gesitli hiicresel tepkileri cok yonlii diizenleyebilen, her
yerde bulunabilen ikincil habercidir. Kalsiyum dalgalarinin baslangicina,
ATP'ye duyarli purinerjik reseptorlerin (P2Y ve P2X) aktivasyonu aracilik eder
(84, 112). ATP'nin P2Y reseptdrlerine baglanmasi, inositol 1,4,5-trifosfati
arttir, bu da ER depolarindan Ca?* salgilar. Kalsiyum salindiginda, tek
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membranli kanallari aktive ederek ATP'nin daha fazla salinmasina ve
sinyallerin komsu hucrelere yayllmasina yol agar (84). Panx1'in ATP salimiigin
gerekli olan P2X7 reseptdr kompleksinin bir pargasi oldugu gosterilmistir (113-
116). Ayrica, Panx1 kanallari P2Y reseptorleri ve sitoplazmik Ca2* araciligiyla
aktive edildiginde ATP salimi rapor edilmistir. Boylece rejeneratif Ca?*
sinyallemesinin baglatilmasi ve yayllmasinda Panx1'in rolinu desteklenmistir
(Sekil 2.4).

A 3
Hiicre dis: / \

ATP ADP ANTP Adenozin
@ —2 ., ®_ ___=z ® 3
S ® o ®
P [ D Das
L& - ic
Panneksin-1 P2X P2Y AR membran
" \' —
‘f"w 1. Ekto-niikleotid pirofosf: s
ATP fosfodiesteraz (E-NPP)
2. Ekto-niikleosit trifosfat /
Hiicre ici difosfidrolaz (E-NTDPase)
3. Ecto-S'-niikleotidaz / CD73
B = = C
* Distorsiyvon Pannekson
= (K )ars
%= * (Ca* )i
Pannekson C dis

“Glikosilasyon @ + & Biliinme ® Nikleotidler € Panncksin-1

Sekil 2.4. Panx-1 Kanallarinin Agilmasi ve ATP'nin Salinimi (112, 116)

A) Patolojik veya fizyolojik uyaranlar, ATP'nin hiicreden salinmasini tesvik eden Panx-1 yari
kanallarinin agilmasiyla sonuglanir. ATP / ADP / AMP daha sonra P2X ve P2Y
reseptorlerine baglanabilir. Ekto-ATPaz ve ATP-difosfo-hidrolaz dahil olmak Uzere ekto-
nikleosit trifosfat difosfidrolaz (E-NTDPase), ATP'nin ADP'ye veya ADP'den AMP'ye
hidrolizini destekler (2). Ekto-nukleotid pirofosfataz / fosfodiesteraz (E-NPP) hidroliz
ATP'den AMP'ye (1). AMP ayrica, adenosin olusumunu tesvik eden Ecto-5'-niUkleotidaz /
CD73 (3) tarafindan hidrolize edilir. Adenosin daha sonra adenosin reseptdrlerini (AR)

aktive eder.
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B) Pannexin-1 gecit ve yapisi: Kaspaz yarilma yerleri, hiicre i¢i dongide ve C-terminal

kuyrugunda bulunur.

C) Kaspaz aracili bolinme yoluyla Pannexin-1 kanal aktivasyonu. Gézenek, homeostatik
kosullar altinda tikanir ve bollinme tGzerine agilir. Hlcre disi nikleotid konsantrasyonunun
artmasi Uzerine, P2X7 reseptoriiniin (P2X7R) aktivasyonu, otokrin negatif geri besleme

dongusl agisindan Pannexin-1'in igsellestiriimesine yol agar.

Panx1 kanallarinin NMDA reseptorleri ile etkilesiminin hipokampal
piramidal ndronlarda Ca?'nin dlzenlenmesine de katkida bulundugu
gosterilmigtir ve epilepside rol oynadigi one surilmustar (103). Panxl'in

epilepsideki roli Panx1’den yoksun fareler kullanilarak dogrulanmistir (102).
2.10.1.2. Vazodilatasyon Ve Vazokonstriksiyon

ATP'nin eritrositlerden salinimi stres ve hipoksik kosullar sirasinda
meydana gelir. Eritrositlerin endojen olarak Panx1 eksprese ettigi ve Panx1
kanallarinin mekano-duyarli aktivasyonunun ATP salinimini duzenledigi
bildirilmistir (102). Stres aktivasyonu kosullari altinda Panx1 kanallarinin,
kirmizi kan hucrelerinden ATP salgilayarak ve endotel hucreleri Uzerindeki
purinerjik reseptorlerin uyariimasi yoluyla Ca dalgasi yayilmasini baglatarak
kan akigini kontrol ettigi varsayiimaktadir. Ca?* ylkselmesi daha sonra NO
salgilayarak vazodilatasyona yol acar (114). Panx1'in hem endotelyal hem de
vaskuler duz kas hucrelerinde eksprese edildigini ve vaskuler duz kas
hicrelerinde Panx1 ve a1D-adrenerjik reseptor arasindaki bir iligki yoluyla
direnc arterlerinde fenilefrin kaynakli vazokonstriksiyonda anahtar rol
oynadigini gosterilmistir (91). Bu, Panx1'in vaskuler diz kas hucresi
daralmasinin  koordinasyonu ve potansiyel olarak kan basincinin

duzenlenmesiyle dogrudan baglantili olabilecegini desteklemektedir.
2.10.1.3. Tat Hissi

Tat tomurcuklari, bazilari tat reseptorlerini ifade eden ve digerleri

sinapslari (presinaptik hiicreler) iceren iki farkh hiicre populasyonundan olusur
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(117). Panx1'in reseptor hucrelerinde eksprese edildigi ve tat uyarimi Gzerine
ATP'nin Panx1 kanallari yoluyla salindidi bildirilmigtir. ATP, hicre digi ortamda
salindiktan sonra, presinaptik hucrelerin P2 reseptorlerini serotonini salmasi
(5-HT) igin uyarir, bdylece tat tomurcugu icinde hlcre-hlcre sinyallesmesi ve

bilgi isleme igin bir mekanizma saglar (117, 118).
2.10.1.4. Havayolu Savunmasi

Hava yolu epitelyumu, mukosiliyer klirensi kontrol ederek, yeterli hava
yolu ylzey sivisi hacmi ve siliyer aktivitenin korunmasina bagh olan bir
savunma mekanizmasi saglar. Farklilasmis insan hava yolu epitelinde Panx1
kanallarinin ekspresyonu, hipotonik stres altinda ATP salinmi ile
iligkilendirilmistir. Panx1 ile uyariimig ATP saliniminin, mukus klirensi igin
siliyer atim sikligini ve yuzey sivi hacmini dizenlemek igin gok 6nemli oldugu

ileri surtlmektedir (119).
2.10.1.5. Viral Enfeksiyon

Panx?1’in HIV-1 viral enfeksiyonunda oynadigi rol; HIV-1 zarf
proteinlerinin spesifik CD4* hticre reseptorleri ile etkilesime girdigi ve ATP'nin
daha sonra P2Y2 purinerjik reseptorleri Uzerinde etki yaptigi ve Pyk2 kinazi
aktive ettigi hicre disi ortama Panx1 kanallari yoluyla ATP'nin salinmasini
tetiklemesi seklinde ileri surllmektedir (120). Bu etkilesim, zardan
depolarizasyona neden olur ve zardan zara fizyonun, hlicreye viral girisin yani
sira hiicreden hiicreye gecise izin vermesini kolaylastirir. ilging bir sekilde,
Panx1, P2Y2 ve Pyk2'nin timu fiziksel olarak Env iceren ve CD4 / CDXCR4
iceren membranlar arasindaki temas alanina alinir ve bu da enfeksiyonu
kolaylastirmak igin viris tarafindan dizenlenen enfeksiyon sinapsinin bir
parcasini olusturur. Bu etkilesimin herhangi bir bileseninin engellenmesi, HIV-
1 enfeksiyonunu azaltabilir ve viral replikasyonu bozabilir, bu da bunlarin yeni

bir antiretroviral tedavi olarak potansiyel kullanimlarini gésterir (120).
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2.10.2. Panx1'in Aracilik Ettigi Hiucresel Yanitlar
2.10.2.1. Bagisikhik Tepkisi

Panx1'in P2X 7 reseptorleri ile etkilesimi, ATP tarafindan reseptor
stimllasyonuna yanit olarak proinflamatuar sitokin interlékin (IL) -1
salgilayarak ve ardindan kaspaz-1'in aktive edilmesiyle birimmun yaniti ortaya
cikarir (113). Panx1'in, endozomlardan sitozole geg¢en bakteriyel molekullerin
taninmasina dayali olarak Toll benzeri reseptérden bagimsiz inflammasomu
(kriyopirini igerir) tetikledigi de bildirilmistir (121). Ayrica, Panx1 kanallarinin
P2X7 aracili aktivasyonunun, ndronal / astrositik enflamasyonlarda ylksek
hicre disi K* seviyeleri ile guglendirildigi bulunmustur (108). Bununla birlikte,
Panx1’den yoksun fareleri kullanan bir ¢calismada, Panx1'in kaspaz-1'i aktive
eden inflammasom komplekslerinin montaji icin gerekli olmadigini

gosterilmigtir (122).

Sinyal 2
Sinyal 1 sitokinler ATF)’I K+
Tehlike faktorieri 5

inflamasyon

Pyroptoz

D 5
Pro-IL 7 Hiicre 8lumi
’\ P A8
Kaspaz 1/11 (4) IL1B
NFkB } aktivasyonu GSDMD IL18

GSDMD
gézenek

Kaspaz 1/11 (4)
aktivasyonu

ASC, bir kaspaz alim alani igeren apoptozla iliskili benek benzeri protein.

Sekil 2.5. Panx-1’in inflamasyondaki Rolii (123)

Sinyal 1 yollari, yizey Tumoér nekroz faktéri (TNF), Toll benzeri (TLR) ve IL-1 reseptorleri
araciligiyla gevresel sinyalleri algilar ve NFkB yolu araciliiyla inflammasom bilesenlerinin
transkripsiyonel hazirlanmasini kolaylastirir. IL183, kaspazlar 1/ 11 (kaspaz 4 olarak da bilinir)

ve pro-Nod benzeri reseptorler (NLR) 6ncl proteinlerinin ekspresyonunu yukari diizenler.
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Sinyal 2, kompleksin proteolitik isleme ve montaj yoluyla aktivasyonunu kolaylastirir. Bu kol,
mekanik strese, sitozol i¢cindeki ligand algilama sisteminin aktivasyonuna veya Panx1 — P2X
reseptor sinyalozomlari araciligiyla hicre digi ATP algilamaya yanit verir. Aktivasyon Gzerine,
kaspazlarin proteaz aktivitesi, IL1p ve IL18'in olgunlagsmasini ve salinmasini diizenler. Yeni
bir membran gézenek Gasdermin D'nin (GSDMD) proteini ile olusur. inflamatuar kaspazlar
Caspl veya Caspl11 (4) tarafindan pargalanir. GSDMD, plazma membranindaki
fosfoinosititlere baglanir ve ¢api ~ 10-14 nm olan membran gdzenekleri olusturmak igin
oligomerize olur. Bu gézenek boyutu, olgun IL1p, IL18 ve kaspaz 1'in gegisine izin verebilir.
GSDMD gbézeneklerinin olusumu, ozmotik potansiyeli de bozarak, piroptoz olarak bilinen

enflamatuar bir hiicre 6limu ile sonuglanir.

2.10.2.2. Tumorijenez

Panx1'in eksojen ekspresyonu, C6 gliomalarda timoér baskilayici
Ozelliklerle iligkilendirilmigtir. Panx1 varhidinda, C6 gliomalari duzlestirilmis bir
morfoloji ve proliferasyon, motilite ve ankorajdan bagimsiz buyimede azalma
sergiler. Ek olarak, Panx1 asiri eksprese eden hucreler, kontrollere kiyasla
ciplak farelerde in vivo tumér blylimesinde azalma gdstermistir (124). Bu
bulgular Panx1'in bir tumor baskilayici olarak rol oynadigini destekler. Benzer
sekilde Panx2’ninde benzer bir tumaor baskilayici role sahip oldugu bildirilmistir
(125).

2.10.2.3. iskemik Hiicre Oliimii Ve Epileptik Nobet

Fare hipokampal piramidal néronlarinda Oz ve glikozun hizli dususa,
bayuk akimlarin iletkenligine yol agan Panx1 kanallarinin aciimasiyla
iligkilendirilmistir. Bu da néron olumune yol agan derin bir iyonik dizensizlige
neden olur (105). Panx1 kanallarinin N-metil-d-aspartat reseptor bazli
aclimasi, piramidal ndéronlarda epileptiform ndbet aktivitelerini artirarak Panx1
kanal acikliginin hassas dizenlenmesinin dnemini daha da destekler. Panx1
knockout farelerde yapilan arastirmalarda Panx1'in in vivo epileptik nobetlerin

ciddiyetine katkida bulundugunu dogrulanmistir (102).

Beyin hucrelerinde pannexin ve connexin yari kanallarinin ve connexin

bosluk baglantilarinin hicresel dagihimi Sekil 2.5A’da gosterilmigtir. Panx-1’in
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hicre 6lumunde oynadigi rol 3 mekanizma ile agiklanabilir (Sekil 2.5’e gore

uyarlanmistir) (126).

1. Baslangicta, astrositleri (yesil), néronlari (turuncu) veya dinlenmekte
olan mikroglialari (mavi) etkileyen beyin hasari (iskemi, enfeksiyon veya
nekroz tarafindan olugsan), yarali hicrelerde (koyu renkli hacreler)
yuksek konsantrasyonda bulunan toksinler ve molekduller (6rnegin, Ca2
+, NO, slperoksit iyonu, peroksinitrit, glutamat ve NAD +) araciligiyla
bir 6lim dalgasi (sari oklar) baslatabilir. Bu molekiller, yarall
hicrelerden (griden siyaha dogru daha fazla etkilenen hucreler) daha
saglikli hucrelere konneksin gevsek baglantilari ve konneksin ve
panneksin hemikanallari yoluyla aktarilabilir (Sekil 2.5B).

2. Daha sonra ikinci bir 6lim dalgasina, ATP tarafindan asiri aktive edilen
mikroglial hucreler ve yarali hicreler tarafindan salinan sitokinler
aracilik edebilir (Sekil 2.5C).

3. Daha sonra doku perflizyonunu azaltan inflamasyona bagli édem,
inflamatuar yaniti kétulestirebilir, I6kositleri toplayabilir ve lezyonun
boyutunu artirabilir (Sekil 2.5D).

A cx26
NOI'OI" (N) Astrosit A)
. CTx29
- - @ =S S
% =
ﬁ cx36
Mlkroglla (1) OIIgodendroslt (O)

Sekil 2.6. Panx-1 Ve Beyin Hiicreleri Ve Oliimii Arasindaki iliski (126)
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2.10.2.4. Apoptoz

Panx1'in P2X7 reseptoru ile birlikte ekspresyonu, Xenopus oositlerinde
tek basina veya P2Y reseptoru ile birlikte Panx1 transkriptinin enjeksiyonunda
g6zlenmeyen ATP kaynakli zeiosisin olusmasina neden olur (84, 110, 115).
Bu sonuglar, purinerjik P2Y reseptorunun aktivasyonunun Panx1 akimlarina
aracilik edebilmesine ragmen, spesifik hucre oOlumu sinyallemesinin
iyonotropik  P2X7 reseptorleri  ile etkilesim sonucunda oldugunu
gOstermektedir. Panx1 kanallarinin, aktive monositlerin toplanmasi igin
apoptotik hucrelerden nukleotid sinyallerinin salinmasina aracilik eder (110).
Mekanik olarak, Panx1 kanallarinin Panx1'i parcalayan kaspazlar tarafindan
aktive edildigini ve kanali fagositleri gekmek icin bir "beni-bul" sinyali olarak

ATP ve UTP salimi i¢in agtigi gosterilmistir (110). .
2.10.2.5. Keratinosit Farklilagmasi

Ektopik olarak eksprese edilen Panx1'in sican epidermal
keratinositlerinin proliferasyon oranini disurur, ancak goc 6zelliklerini énemli
Olclide degistirmez (127). Organotipik kultlrlerde Panx1'in asiri ekspresyonu
epidermisin genel yapisini bozar, canli hicre tabakasinin kalinhdini azaltir ve
bazal hucre belirteci olan sitokeratin 14'G canli hdcre tabakasi boyunca
yeniden lokalize eder (127). Bu nedenle, keratinosit farklilagsmasinin

duzenlenmesinde Panx1'in rolu halen tartisma konusudur.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Atatirk Universitesi Tip Fakiltesi Yakutiye Arastirma
Hastanesi Noroloji Servisinde akut iskemik inme tanisi ile yatirilan 45 hasta ve
45 saghkh kontrol grubu olmak Uzere randomize kontrolli c¢alisma olarak
yapildi. Hasta ve kontrol grubunun yas ve cinsiyeti uyumluydu. Hastalardan

asagidaki kriterlere uyanlar gcalismaya dahil edilmek Gzere segildi.
3.1. Galisma igin Uygunluk Kriterleri

e 18-80 yas arasi akut iskemik inmeli hastalar

e Calismaya goénulli olanlar dahil edilecektir.
3.2. Calismadan Cikarilma Kiriterleri

e ilk 24 saatten sonra miracaat eden iskemik inmeli hastalar
e GIA hastalar

e Beyin timoru veya sistemik malignitesi olanlar

e Akut kafa travmasi olanlar

e Yakin donem ve eszamanl miyokard enfarktlsu geciren hastalar

Calismaya alinan hastalarin anamnezlerinde; yaslari, cinsiyetleri, eslik
eden bulgulari, 6z ve soy gecmiglerinde iskemik serebrovaskiiler hastalik risk
faktorleri sorgulandi. Tum hastalarin sistemik ve norolojik muayeneleri yapildi.

Calisma grubunda yer alan tUm hastalara;

e Rutin hematolojik ve biyokimyasal tetkikler,

e Tam idrar tetkiki,

e Akciger grafisi,

e Elektrokardiografi,

e Ekokardiografi,

e Karotis ve vertebral arter doppler ultrasonografi,
e Kranial MRG yapildi.
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Basvuru aninda inme siddeti, inmenin siddetini derecelendiren 15
maddelik bir nérolojik degerlendirme olan Ulusal Saglik inme Olgegi (NIHSS)
kullanilarak nérologlar tarafindan belirlendi. NIHSS &lgedine goére; <4 puan
“hafif’, 5-15 “orta”, 15-20 arasi “orta-siddetli” ve 21-42 “siddetli” inmeyi olarak

siniflandiriidi.
3.3. Hastalarin Enfarkt Volimuiinin Hesaplanmasi
MRG Olgiimleri

MRG caligsmalari Siemens® Sonata 1.5-T ve GE-HD 3-T MR
cihazlarinda ekoplanar goruntiuleme sistemi ile yapildi. Goruntileme
protokoll; DAG olarak belirlendi. Goruntilemede kullanilan parametreler: 1.5
T MR incelemesi icin TR/TE = 3300/84 msn;goéruntileme alani (FOV) = 240
mm; kesit kalinli§gi = 5mm; kesitler arasi gap= 1,5 mm idi.3 T MR incelemesi
icin igin TR/TE = 6000/80 msn; goéruntileme alani (FOV) = 240 mm; kesit
kalinligi = 5mm; kesitler arasi gap= 1,5 mm idi. Tum kesitler incelenerek

enfarktl alanlar belirlendi.

Beyin Ve Enfarkt Hacminin Stereolojik Metotlar ile Hesaplanmasi
Tdm beyin ve enfarkt alanlari hacimleri ise Cavalieri metodu ile
hesaplandi.

Cavalieri Prensibi

Duzenli ya da simetrik bir sekle sahip nesnelerin (kip, prizma ya da
silindir gibi) hacimleri asagidaki matematik formult yardimi ile kolayca

hesaplanir.

~

V =txa

Formuldeki (V) nesnenin hacmini, (t) nesnenin yuksekligini ve (a) ise

nesnenin taban alanini tanimlar.
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Ancak, cogu zaman biyolojik nesneler icin bu yontemi kullanmak
mimkin olmayabilir. Ozellikle canlilarda herhangi bir yapi ya da organin hacmi
hesaplanmak veya hacim oranlari hesaplanmak istendiginde daha degisik

yontemler kullaniimak zorundadir.

Duzensiz bir sekle sahip nesnelerin hacmini hesaplamaya yarayacak
bir ydntem Italyan matematikgi Bonoventura Cavalieri tarafindan (i¢ asir énce
geligtiriimigtir. Cavalieri, dlzenli bir geometrik sekle sahip olmayan t¢ boyutlu
nesnelerin hacimlerinin birbirine paralel dilimlere ayrilarak hesaplanabilecegini

ortaya koymustur.

Cavalieri yontemi ile incelenmek istenen organ ya da organ igerisinde
yerlesmis belli bir yapinin hacmini hesaplamak mumkundur. Cavalieri metodu
ile 6nce hacmi hesaplanacak yapi dilimlere ayrilir, her bir dilimin kesit yuzey
alani bulunup, kesit kalinhgi ile carpilarak ilgili dilimin hacmi hesaplanir ve
nihayet dilimlerin hacimleri toplanarak ilgilenilen yapinin toplam hacmi

hesaplanir.

N

Vl :txa \7totaI:V1 +V2+Vn

—

Alternatif olarak MR ve BT gibi goruntileme yontemleri kullanilarak da
ilgilenilen nesne ya da organi bastan sona kadar kapsayacak bi¢cimde kesit
goruntuleri alinarak bu goéruntuler Gzerinden hacim hesaplamalari oldukga

yaygin olarak kullaniimaya baslanmistir.

Cavalieri prensibi ile bir nesnenin hacmi hesaplanmak istendiginde
uyulmasi gereken bazi kurallar vardir. Oncelikle yap! esit kalinlikta ve paralel
dilimler halinde bastan sona kadar kesilir ya da kesitlere ayrilir. Orneklemede
tarafliligi ortadan kaldirmak igin ilk kesit, kesit kalinligi mesafesindeki herhangi
bir noktadan rastgele olarak alinmaya baslanmali ve sistematik olarak esit
aralikli kesitler alinacak sekilde kesme iglemine devam edilmelidir. Elde edilen

kesit goruntulerinin kesit yuzey alanlari hesaplandiktan sonra her bir kesitin ya
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da dilimin hacmi hesaplanir ve en sonunda her bir dilimin hacmi toplanarak

yapinin tim hacmi hesaplanir.

Bazi yari otomatik makineler, 6zel yazilima sahip goruntu analiz
sistemleri (Stereolnvestigator software, version 6.0, Microbrightfield,
Colchester, VT) veya bazi resim analiz programlari ile (Imaged vb)

goruntulerde ortaya ¢ikan kesit yuzey alanlarini hesaplayabilmektedirler.

Ancak, yapilan calismalar kesit ylzey alanlarinin elde edilmesinde,
nokta sayim tekniklerinin planimetrik tekniklerden daha guvenilir ve etkin bir
yaklasim oldugunu gostermistir. Bu nedenle seffaf bir asetat Gzerinde belli
araliklarla yerlestiriimis noktalardan olusan bu noktali alan olgim cetveli,

kesitlerin yuzey alanlarinin hesaplanmasinda kullanilabilir.

Bu amag icin kullanilan noktal alan élgiim cetveli ( NAOC), diizenli
olarak siralanmis (+) seklindeki isaretlerden olusur ve iki ¢izginin kesismesi
ile elde edilen iki boyutlu noktayi tanimlamak igin kullanilir. Dolayisiyla, NAOC
de her iki gizginin kesistigi kdse, nokta olarak tanimlanan yerdir. Bu noktalar
esit araliklarla dizilidir ve her biri belli bir alana karsilik gelmektedir. NAOC, BT
ya da MRG goruntusu Uzerine rastgele olarak atilir ve ilgilenilen yapinin kesit
goruntusu ile kesisen noktalar sayilir. Elde edilen nokta sayisi, her bir noktanin
temsil ettigi alan ve kesit kalinligi asagidaki formulde yerlerine konularak

ilgilenilen yapinin hacmi hesaplanir.
hesaplama 2V =t x a/px( P1 +P2+........ +Pn) cm kup

Formulde (P1,P2,...Pn) herbiri kesitte sayilan nokta miktarini,(a/p)ise
her bir noktanin gergekte temsil ettigi alani gdstermektedir.hesaplama2V de ki
2, kesit alma ve nokta sayimi olarak iki asamal bir sureci belirtmekte ve hacmi

hesaplamaktadir.

Kesitlerin ve enfarkt alanlarinin yuzey alanini hesaplamak igin
Stereolnvestigator software 6zel yazilima sahip goérintlu analiz sistemi ve
noktal alan élgim cetveli (NAOC) yéntemini kullanildi.  ilk énce kesitin
kalibrasyonu yapildi. Yani kalibrasyon, kesit Uzerindeki 5 cm’ lik birim uzunluk
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ile gergek uzunlugun eslestiriimesi yapildi. Bunun igin MRG Uzerindeki 5 cm

Olcegin dlgum islemi ile gercekteki degeri eslendi.
3.4. Serum Orneklerinin Toplanmasi ve Calisiimasi

Akut iskemik stroke geciren 24. saatindeki hastalardan ve saglikh
gonullilerden PANX1 duzeyi i¢in antekubital bolgeden 10 ml ven6z kan 6rnegi
alindi. 1000 rpm de 10 dk santrifuj edildi. Serumlar iki ayri ependorf tiplne
konularak calisma yapilana kadar -80 °C de depolandi. Calisma yapilmadan
once numuneler -20 “C de bir gece ve +4 °C bir gece bekletildi. Calisma gunu

serum ornekleri calisma kitleri oda sicakhgdinda yaklasik 2 saat bekletildi.

Pannexin 1 (Lot: L201124763 ) Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) yontemi ile cahsildi. Analiz sonuglari Uretici firmanin talimatlar

dogrultusunda ng/ml olarak hesaplandi.

3.5. istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirme Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) for Windows 20 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL) programi kullanilarak
yapildi. Verilerin normal dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi.
Normal dagilim gosteren sayisal degiskenler ortalamazstandart sapma olarak,
normal dagilim gostermeyen sayisal degiskenler ortanca (min-max) olarak
gosterildi. Kategorik degiskenler sayi ve yizde olarak belirtildi. iki grup
arasinda sayisal degiskenlerin karsilastirimasinda Student's T testi veya
Mann-Whitney U testi kullanildi. Kategorik degiskenlerin karsilagtiriimasinda
Ki-Kare testi kullanildi. Pannexin-1 duzeyi ile sayisal degiskenler arasindaki
iliski Spearman korelasyon analizi ile degerlendirildi. Pannexin-1 dizeyinin
AiS’i 6ngérmede tanisal performans degerlendirmesi ROC Curve analizi ile
incelendi ve kestirim degeri Youden index metoduna gore belirlendi.

istatistiksel analizlerde p< 0.05 (*) degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Arastirma popiilasyonu 45 AIS (23 kadin (%51,1) ve 22 erkek (%48,9))
ve 45 kontrol grubu AIS (23 kadin (%51,1) ve 22 erkek (%48,9)) olmak lizere
90 kisiden olustu. Kontrol grubu ile AiS grubu arasinda yas ve cinsiyet

dagilimlari benzerdi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Demografik Ozellikler

. Tim Kontrol AiS
Demografik .
szellikler populasyon P
n=90 n=45 n=45
Cinsiyet, n(%)
Kadin 46(51,1) 23(51,1) 23(51,1) 0.999
Erkek 44(48,9) 22(48,9) 22(48,9) ’
Yas, yil 68,8+13,8 68,2+13,4 69,4+14 5 0,685

Kategorik degiskenlere sayi(%) olarak gosterildi.
Yas ortalamazstandart sapma olarak gdsterildi.

Kontrol grubunda herhangibi bir komorbid durum yoktu. AiS hastalarin
%80’'ninde (n:36) komorbidite saptandi. AIS hastalarin %55,6’sinda
hipertansiyon, %22,2’sinde (n:10) diabetes mellitus, %20’sinde (n:9) koroner
arter hastaligi, %17,8’sinde (n:8) atriyal fibrilasyon mevcuttu (Tablo 4.2).

Komorbidite yok;
%20,00

Komorbidite var;
%80,00

Sekil 4.1. AiS Hastalarinda Komorbid Orani
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Tablo 4.2. Komorbidite Varhigi Dagilimi

- 0 AIS
Komorbidite, n(%) n=45
Yok 8(20,0)
Var 36(80,0)

Hipertansiyon 25(55,6)
Diabetes mellitus 10(22,2)
Koroner arter hastaligi 9(20,0)
Atriyal fibrilasyon 8(17,8)
Serebro vaskuler olay 6(13,3)
Kronik obstriktif akciger hastaligi 5(11,1)
Hipertiroidi 3(6,7)
Epilepsi 2(4,4)
Mezenter iskemi 1(2,2)
Postpartum 1(2,2)
Kronik kalp yetmezIigi 1(2,2)
Kronik renal yetmezligi 1(2,2)
Aort kapak yetmezIigi 1(2,2)
Astim 1(2,2)
Hiperlipidemi 1(2,2)
Osteoporoz 1(2,2)
Pulmoner emboli 1(2,2)
Renal tas 1(2,2)
Demans 1(2,2)
Parkinson 1(2,2)

Kategorik degiskenlere sayi(%) olarak gosterildi.

AIS hastalarinda ortanca NIHSS skoru 5 (aralik:1-13) ve %53,3' (n:24)
orta inme siddetine sahipti. Hastalarin infarkt volimu ortanca 4,7 (aralik: 0,6-
111,7) olarak saptandi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hastalarin Klinik Bulgulari

- AlS
Klinik bulgular n=45
NIHSS, skor 5(1-13)
inme siddeti, n(%)

Hafif 21(46,7)
Orta 24(53,3)
infark voliima, cc 4,7(0,6-111,67)

Kategorik degiskenlere sayi(%) olarak gosterildi.

NIH skoru ve infarkt volimi ortanca (min-max) olarak gosterildi.
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AIS hastalarinda kontrol grubuna kiyasla ortanca Panxl diizeyi daha
yuksek saptandi (Sekil 4.2) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Pannexin-1 Dilizeyinin Dagilimi

AiS Kontrol
=]
n=45 n=45
Pannexin-1, birim 6,9(4,1-9,71) 2,6(0-5,76) <0,001*

Pannexin-1 (Panx1) duzeyi ortanca (min-max) olarak gdsterildi.

*p<0,05 istatistiksel anlamhlik gostermektedir.

10,00 p= 0,001

4,00

PANNEXIN-1 Diizeyi

2,00

Kontrol AiS

Sekil 4.2. Pannexin-1 Dlzeyinin Dagihmi
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AiS hastalarin diger laboratuvar bulgularinin dagilimi Tablo 4.5'de

gosterildi.

Tablo 4.5. AiS Hastalarin Laboratuvar Bulgulari

AlS
Laboratuvar bulgulari

n=45
Homosistein 16,5(3,9-33,6)
Trigliserit 105(49-385)
Total kolesterol 184(107-382)
HDL 43(25-90)
LDL 120(65-271)
HbA1C 5,7(4,8-17,3)

Laboratuvar bulgulari ortanca (min-max) olarak gosterildi.

AiS hastalarinda inme Siddetine Gére Dagimlar

Dusuk ve orta inme siddeti olan hastalarda demografik 6zellikler farkhlik

gOstermedi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. inme Siddetine Gére Demografik Ozellikler

inme Siddeti
Demografik Diisiik Orta P
Ozellikler
n=21 n=24

Cinsiyet, n(%)

Kadin 8(38,1) 15(62,5)

0,139

Erkek 13(61,9) 9(37,5)

Yas, yil 68,5+17,2 70,212 0,702

Kategorik degiskenlere sayi(%) olarak gosterildi.

Yas ortalamazstandart sapma olarak gdsterildi.
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Dusuk ve orta inme siddeti olan hastalarda komorbidite dagilimlari
farklihk gostermedi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. inme Siddetine Gére Komorbidite Dagilimlari

inme Siddeti
Komorbidite, n(%) Dusuk Orta P
n=21 n=24

Yok 6(28,6) 3(12,5) 0,331

Var 15(71,4) 21(87,5)
Hipertansiyon 10(47,6) 15(62,5) 0,377
Diabetes mellitus 4(19,0) 6(25,0) 0,905
Koroner arter hastaligi 3(14,3) 6(25,0) 0,601
Atriyal fibrilasyon 2(9,5) 6(25,0) 0,335
Serebro vaskiler olay 3(14,3) 3(12,5) 0,999
Kronik obstruktif akciger hastaligi 1(4,8) 4(16,7) 0,428
Hipertiroidi 0 3(12,5) 0,281
Epilepsi 2(9,5) 0 0,411
Mezenter iskemi 1(4,8) 0 0,946
Postpartum 1(4,8) 0 0,946
Kronik kalp yetmezligi 0 1(4,2) 0,999
Kronik renal yetmezIigi 1(4,8) 0 0,946
Aort kapak yetmezIigi 0 1(4,2) 0,999
Astim 0 1(4,2) 0,999
Hiperlipidemi 0 1(4,2) 0,999
Osteoporoz 0 1(4,2) 0,999
Pemboli 1(4,8) 0 0,946
Renal tas 1(4,8) 0 0,946
Demans 0 1(4,2) 0,999
Parkinson 0 1(4,2) 0,999

Kategorik degiskenlere sayi(%) olarak gosterildi.
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AIiS hastalarinda inme siddetine gore enfarkt volimU{ ve laboratuvar

bulgulari agisindan anlamh farklihk saptanmadi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. inme Siddetine Gére Klinik Ve Laboratuvar Bulgulari

inme Siddeti
Degiskenler Dusuk Orta P
n=21 n=24

NIHSS, skor 3(1-4) 6,5(5-13) <0,001*
Enfark volimii, cc 4,8(0,6-105,7) 4,5(0,8-111,7) 0,418
Pannexin-1, birim 7,4(4,5-9,7) 6,5(4,1-8,4) 0,232
Homosistein 17,5(3,9-33,6) 15(7,9-26) 0,260
Trigliserit 125(49-321) 97(49-385) 0,459
Total kolesterol 184,5(120-351) 177(107-382) 0,742
HDL 41(25-90) 47(26-69) 0,770
LDL 123(72-253) 119(65-271) 0,884
HbA1C 5,5(4,9-17,3) 5,8(4,8-15,6) 0,060

Klinik ve laboratuvar bulgulari ortanca (min-max) olarak gosterildi.

*p<0,05 istatistiksel anlamlilik gostermektedir.

AIiS Hastalarinda Panexin-1 Diizeyi ile iligkili Bulgular

Hastalarda Panx1 duzeyi ile cinsiyet, komorbidite varligi ve inme siddeti

arasinda anlamli iliski saptanmadi (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Panexin-1 Diizeyi Demografik Ve Klinik Bulgular Arasindaki iligki

Panexin -1 P
Degigkenler : — :
n  Median Minimum Maximum
Cinsiyet
Kadin 23 6,5 4,1 9,5
0,517
Erkek 22 7,3 4,5 9,7
Komorbidite
Yok 8 7 4,5 9
0,999
Var 37 6,6 4,1 9,7
Hipertansiyon
Yok 20 7 4,5 9,2
0,656
Var 25 6,5 4,1 9,7
Diabetes mellitus
Yok 35 6,9 4,1 9,5
0,672
Var 10 6,1 53 9,7
Koroner arter hastaligi
Yok 36 7 4,1 9,7
0,619
Var 9 5,9 4,7 9,2
Atriyal fibrilasyon
Yok 37 6,9 4,1 9,5
0,673
Var 8 7 4,9 9,7
Serebro vaskuler olay
Yok 39 6,6 4,1 9,7
0,515
Var 6 7,4 51 9,2
Kronik obstruktif akciger hastaligi
Yok 40 6,8 4,1 9,7
0,665
Var 5 6,9 53 8,4
inme siddeti
Hafif 21 7,4 4,5 9,7
0,232
Orta 24 6,5 4,1 8,4
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Panxl duzeyi ile yas, NIHSS skoru, enfarkt volumu ve laboratuvar

bulgulari arasinda anlaml iliski saptanmadi (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Panexin-1 Diizeyi Yas Ve Laboratuvar Bulgular Arasindaki iligki

Pannexin-1
Degiskenler
r P

Yas -0,003 0,986
NIHSS -0,239 0,114
Enfark volima -0,121 0,451
Homosistein 0,309 0,080
Trigliserit 0,250 0,101
Total kolesterol 0,201 0,196
HDL -0,031 0,843
LDL 0,237 0,125
HbA1C 0,008 0,961

r = korelasyon katsayisi

Pannexin-1 Duzeyinin Tanisal Performans Degerlendirmesi

Panx1 duzeyinin 25,0 olmasi %86,7 duyarliik ve %97,7 6zgullik ile
AiS’i 6ngordigii saptandi (AUC+SE=0,971+0,01; Pozitif prediktif deger
(+PV)=%97,5; Negatif prediktif deger (-PV)=%87,5; p<0,001) (Sekil 4.3).
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5. TARTISMA

Bu calismada, AIS hastalarinda serum Panx1 dizeyinin saglikl
insanlara kiyasla daha yliksek oldugu saptandi. Ayrica, AiS hastalarinda
Panx1 duzeylerinin demografik 6zelliklerden, klinik bulgulardan ve enfarkt

volumunden bagimsiz olarak yukseklik gosterdigi belirlendi.

Iskemik inme, belirli bir beyin bélgesine kan akisi, genellikle kan pihtisi
olusumuna (yani trombus) yanit olarak, serebral arter tikanmasi nedeniyle
tehlikeye diistiigiinde meydana gelir. iskemi sirasinda, uyarici nérotransmiter
glutamatin birikmesi, néronal anoksik depolarizasyona ve hucre olumuyle
iligkili kalsiyum duzensizligine yol acar (128). Panx1 kanallarinin iskemik
hasara katkida bulunabilecegine dair ilk oneri, gecikmis anoksik
depolarizasyon akiminin buydk bir kisminin karbenoksolon ve lantan
tarafindan bloke edilebildigi oksijen-glukoz yoksunlugu (OGD) kogullari altinda
hipokampal izole ndronlarda aktivasyonlarinin kanitlarindan gelmistir (129).
Panx1 kanallarinin anoksik depolarizasyona katkisi daha sonra ex vivo
hipokampal boélimlerde dogrulanmistir. Anoksik depolarizasyon hem Panx1
blokerleri (karbenoksolon ve 10 Panx) hem de ndronlarda short hairpin RNA
(shRNA) aracili Panx1 knockdown ile azatilmistir (130). ilging bir sekilde, OGD
sirasinda ex vivo bdlimlerde Panx1 fonksiyonuna bakan dnceki bir galisma,
bu kanalin anoksik depolarizasyon akimina bir katkisi belirlenememistir (131).
Bu tutarsizligin nedeni acik degildir, ancak deneysel g¢alisma kosullarindaki

farklilklardan (6rnegin; tek basina anoksiye kargi OGD) kaynaklaniyor olabilir.

Arastirmamizda AiS hastalarinda Panx1 seviyeleri saglikli kontrollere
kiyasla daha yiiksek saptanmistir. Ustelik Panx1 seviyesinin 5'in lzerinde
olmasi AiS’l éngérmede yiiksek tanisal duyarlilk gdsterdigi belirlenmistir.
iskemi durumlarinda Panx1’in nasil aktive oldugu heniiz net olarak
bilinmemektedir. ileri siirlilen bir model, Panx1'in NMDAR sinyallemesinin akis
yonunde gorev aldigi seklindedir. Weilinger ve ark (130), Panx1 aracili anoksik
akimin, APV tarafindan bloke edilmesi Panx1 aktivitesini ortadan kaldirdigi igin

NMDA reseptor aktivitesine bagl oldugunu gdstermislerdir. Ayrica, Panx1 alt
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biriminin C-terimi GUzerindeki Y308 tortusundaki tirozin fosforilasyonunun,
anoksi kosullari altinda NMDAR stimulasyonunun akis asagisindaki kanal
aktivasyonunu tesvik etmek igin kritik role sahip oldugunu bulmuslardir. Hem
Src ailesi kinaz inhibitori (PP2) hem de Src fosforilasyon bolgesini (TAT -
Panx305-318) bloke etmek icin tasarlanmis bir TAT-konjuge Panxl peptidi
tarafindan tirozin fosforilasyon sahasinin bloke edilmesi, anoksi sirasinda
Panx1 aktivasyonunu inhibe etmigtir. Weilinger ve ark. 2016 yilinda yaptigi bir
bagka calismada ise (132) NMDA reseptord (NMDAR) - Panx1 aktivasyon
modeli, Panx1 aktivasyonunun NMDAR'lar tarafindan yapilan sinyalizasyona
iyonotropik degil metabotropik bagli oldugunu gosterilmigtir. Bu model igin
destek, NMDAR gozenegini bloke ettigi ve boylece iyon akigini onledigi bilinen
MK - 801'in Panx1 kanallarinin ikincil aktivasyonunu engellemedigi gdzlemine
dayanmaktadir. Bunun tersine ikincil Panx1 akimlari, glutamat baglanmasini
onleyen rekabetci bir NMDAR antagonisti olan (2R)-amino-5-fosfonovalerik
asit (APV) tarafindan kolaylikla bloke edilmistir. Bu bulgular, iskemi sirasinda
NMDAR'a glutamat baglanmasinin, Y308'de Src kinaz tarafindan fosforilasyon
yoluyla NMDAR aracili iyon akisindan bagimsiz olarak Panx1 aktivasyonuna
neden oldugunu desteklemektedir. Hem in vitro hem de in vivo iskemik inme
modelleri, farmakolojik bloke ediciler (10Panx, probenesid ve anti - Panx1) ve
Panx1 kosullu knockout fareler kullanilarak, bu iki calismadan elde edilen
deneysel bulgular, asirr NMDAR stimilasyonuna yanit olarak Panxl
aktivasyonunun, anoksik depolarizasyonda, mitokondriyal disfonksiyonda,
kalsiyum duzensizliginde ve inmede noronal o6lumde rol oynadidini
desteklemektedir (130, 132).

inme durumunda Panx1 aktivitesini etkileyen bir takim mekanizmalar
ileri surtlmektedir. Zang ve ark. tarafindan (133) serebral iskemi, OGD
kosullari altinda néronal Panx1 aracil kalsein akigini kolaylastirdigi gosterilen
NO gibi reaktif oksijen turlerinin artan Uretimiyle de iligkili oldugu
bildirilmigtir. Bu iligki, NO'nun hucre ici sistein kalintilarinin nitrosilasyonuyla
Panx1 aktivitesini kolaylastirmasi olarak éne sirtilmektedir. ilging bir sekilde,
sitoplazmik Panx1 C-terminalinde lokalize olan amino asit 346'da (C346) kritik

bir sistein kalintisinin serin ikamesinin, hicre dlumuyle iligkili yapisal kanal
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aktivitesini tesvik ettigi goOsterilmigtir (134, 135). Bununla birlikte, NO
donorleriyle tedaviye yanit olarak Panx1 C346'daki S- nitrosilasyonun Panx1
kanal akimlarini ve ATP salimini inhibe ettigi gésterilmistir (136, 137). Zhang
ve digerleri tarafindan Onerilen aktivasyon mekanizmasinin aksine, bu
bulgular, S- nitrosilasyonun oksidatif stres sirasinda asiri kanal aktivitesini
sinirlamak i¢cin  olumsuz geribildiim olarak hareket edebilecegini
gOstermektedir. Bu nedenle, alternatif mekanizmalarin, oksidatif strese yanit

olarak Panx1'in islevini nasil artirdigi halen netlik kazanmamigtir.

Panx1'in inmede diger bir roll, beyin damar sistemini, serebral kan
akisini ve kan-beyin bariyerini duzenleme iglevi ile ilgilidir. Bu baglamdaki
potansiyel ilgisi, Panx1'in periferik arterlerin vaskuler diz kas hucrelerinde
ifade edildigini ve a1AR stimllasyonunun Panx1 aracili ATP salinimi yoluyla
vazokonstriksiyonu destekleyebilecegini gosteren calismalara dayanir (138).
Panx1 ekspresyonu, si¢an orta serebral arterinin diz kas hucrelerinde (139)
ve murin posterior serebral arterlerin hem duz kas hem de endotel
hiicrelerinde gdsterilmistir  (140). ilging bir sekilde, Panx1'in endotel
hicrelerinden kosullu hicre tipine 6zgu silinmesi, orta serebral arter tikanikhgi
ile iskemi / reperfuzyondan sonra serebral enfarktus hacmini azaltmigtir (141).
Endotelyal Panx1 knockoutun koruyucu etkisi, I6kositlerin beyin parankimine
infiltrasyonundaki bir azalmaya ve inme ile induklenen serebral arter miyojenik
tonunun kérelmesine atfedilmistir. Bu durum ¢alismamizda Panx1 ile enfarktis
hacmi arasindaki anlamsiz iligkinin diger mekanizmalar tarafindan (ATP,

ndroinflamasyonun gibi) etkilenebilecegini dustindirmektedir.

Noéroinflamasyonun hem néronal hasari hem de onarimi tesvik ederek
inmenin patogenezine katkida bulundugu bilinmektedir. iskeminin hemen
ardindan noéronal hicre o6lumune yanit olarak hem mikroglia hem de
astrositlerin pro-inflamatuar aktivasyonu vardir. Ek olarak, inme sonrasi kan-
beyin bariyerinin bozulmasi, periferik bagisiklik hicrelerinin infiltrasyonuna ve
beyin 6demine yol acar. Endotelyal Panx1, venullerde TNF-a ile induklenen

I6kosit adezyonunu ve gogunu duzenler (11). TNF-a, bir iskemik inmenin
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ardindan salinir. Anti-TNF-a antikoru veya notrofil infiltrasyonunun

inhibisyonu, farelerde inme sonucunu iyilestirdigi gosterilmistir (12, 13).

Panx1'in inme patofizyolojisine katkisi ile ilgili in vivo calismalar
arasindaki farklara dikkat cekmek Onemlidir. Bargiotas ve ark. (142)
baslangigta Panx1'in tek basina genetik eliminasyonunun kalicc MCA
oklizyonunun (MCAOQ) ardindan enfarktls boyutunu azaltmadigini gostererek
Panxl'in iskemik hasara aracilik etmedeki rolini sorgulamistir. Bununla
birlikte, kalici degil, gecici MCAO inme modeliyle, ya Panx1'in genetik
eliminasyonu ya da probenesid, mefloquine veya TAT - Panxsos-3isile
farmakolojik blok, enfarktlis boyutunda bir azalma ve gelismis ndrolojik skorlar
gostermistir (132, 143, 144). Bu bulgular, Panx1'in inme yaralanmasina
katkisinin modele bagl olabilecegini distindirmektedir. Ornegin Panx1, gegici
MCAO modelinde reperflizyon hasarinin altinda yatan mekanizmalari

siddetlendirebilir.

Son zamanlarda, Panx1'in kalici MCAQO'ya katkisinin cinsiyete 6zgu
oldugu, erkek farelerde Panx1 knockout’'un inme sonuglarini iyilestirdigi ancak
disi farelerde olmadidi gdsterilmistir (145). Bazi calismalarda sadece erkek
fareler kullaniimasi (142) nedeniyle cinsiyet iliskisi arastirlmamistir. Bizim
arastirmamizda erkek ve kadin AiS hastalarinda Panx1'in benzer seviyelerde
oldugu belirlenmigtir. Fakat Panx1'in knockout etkisi arastirmamizda
incelenmemigtir. Freitas-Andrade ve ark. tarafindan (145) yapilan ¢alismada,
Panx1 knockout disi farelerde, vahsi tipteki muadillerine kiyasla énemli élgide
daha kuguk enfarktis hacimleri (~% 50 azalma) sergilerken, erkeklerde boyle
bir knockout etkisi gérulmemistir. Panx1 knockoutun cinsiyete 6zgu bu etkisi,
peri-enfarktis enflamasyonunda ve astrosit reaktivitesinde 6nemli azalmalarla
ve ayrica probenesid ile tedavi edilen kadinlarda daha klguk enfarktis
hacimleriyle tekrarlanmis, ancak  erkeklerde bdyle bir  iligki
g6zlenmemigtir. Son olarak, digiler iskemik kosullar altinda erkeklerden genel
olarak daha yuksek Panx1 protein seviyeleri gostermistir. Bu bulgular,

kadinlara 6zgu kalici orta serebral arter ttkanmasina yanit olarak Panx1 igin
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zararh bir rolunu ortaya cikarir ve inme sonucundaki cinsiyet farkliliklarini

anlamak icin yeni bir bakis acgisi saglar.

Sonug olarak; Panxl kanallarinin inmede patojenik bir rol oynadigini
Panx1’in seviyelerinin arttigi goézlenmistir. Panx1 kanallarinin sadece
eksitotoksik hucre olumu igin bir kanal olarak degil, ayni zamanda bagisiklik
hicresi aktivasyonu / infiltrasyonu ve serebral kan akiginin bir dizenleyicisi

olarak guglu bir sekilde desteklemektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu tez calismasinda AIS geciren hastalarda serum Panx1 diizeyinin
enfarkt volimu ve prognozla iligkisi arastirildi. Bu amacgla 45 hasta ve 45
saglkh kisiler randomize kontrolli olarak arastirmaya dahil edildi. Enfarkt
alanlari hacimleri ise Cavalieri metodu ile PANX1'in in vitro kantitatif dlgimu
ise ELISA yontemi ile 6lglldi. AIS hastalarinda kontrol grubuna kiyasla
ortanca Panx1 diizeyi daha yiiksek saptandi. AiS hastalarinda Panx1 diizeyi
ile demografik ve laboratuvar bulgulari arasinda anlamli iligki saptanmadi. Bu
durum Panx1’in AiS’e 6zgl olarak yiikselebilecegini gdsterdi. Bu bulgu; Panx1
diizeyinin 25,0 olmasi %86,7 duyarlilik ve %97,7 6zgillik ile AiS’i dngérmesi
ile desteklendi (AUC+SE=0,971+0,01; Pozitif prediktif deger (+PV)=%97,5;
Negatif prediktif deger (-PV)=%87,5; p<0,001).
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