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OZET

Deneysel Subaraknoid Kanama Modelinde
Necrostatin-1’in
Serebral Vazospazm Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

MEHMET HAKAN SAHIN
ERZURUM 2017

Amag¢: Bu calismada Necrostatin-1(NEC-1)’ in ratlarda olusturulan deneysel
subaraknoid kanama (SAK) modelinde vazospazm iizerine etkileri incelendi.

Gere¢ ve Yontem: 56 adet erkek Wistar cinsi albino rat, alt1 gruba ayrildi. Grup 1
(kontrol), grup 2 (sham), grup 3 (SAK sonras1 birinci saatte dekapitasyon), grup 4
(SAK sonrasi 48.saatte dekapitasyon), grup 5 (SAK olusturulmadan 6nce NEC-1
verilip, 15 dakika sonrasinda SAK olusturulup bundan 1 saat sonra ise sakrifiye
edilen grup) ve grup 6 (SAK olusturulup 24 saat sonra NEC-1 verilip 2.glinde
sakrifiye edilen grup) olarak tanzim edildi. NEC-1, 1 uqg dimetil siilfoksit(DMSO)
igerisinde ¢oziilmiis 2.6 uq dozunda intrasisternal yolla verildi. Dekapitasyon islemi
sonrasinda baziler arterlerin liimen alanlar1 ve duvar kalinliklar1 stereolojik yontemle
histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: SAK olusturulmadan 6nce uygulanan NEC-1’in SAK sonrasi gelisen
vazospazmi istatistiksel olarak anlamli sekilde onledigi gozlemlendi. Arter duvar
kalinliklarimin ise sadece SAK yapilan gruplarda istatistiksel olarak arttigi, normal
grup, sham grubu ve NEC-1 verilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli artiglar
olmadigi tespit edildi.

Sonu¢: Bu calismada elde edilen bulgular, NEC-1’in ratlarda SAK sonrasi
vazospazmi Onleyici olabilecegini gostermektedir. Klinik uygulamaya geg¢ilebilmesi
i¢cin daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Necrostatin-1, stereoloji, subaraknoid kanama, vazospazm



ABSTRACT

Evaluation of Necrostatin-1 Effect on Cerebral VVasospazm after
Experimental Subarachnoid Hemorrhage Model

MEHMET HAKAN SAHIN
ERZURUM 2017

Objective: In this study, we investigated the effects of necrostatin-1(NEC-1) on

subarachnoid hemorrhage (SAH) induced vasospasm in a rat model.

Material and Method: 56, male Wistar albino rats were randomly divided into six
groups. Group 1 (control), group 2 (sham), group 3 (decapitation one hour after
SAH), group 4 (decapitation 48 hours after SAH), group 5 (NEC-1 given 15 minutes
before SAH and decapitation one hour after SAH), group 6 (NEC-1 24™ hours after
SAH and decapitation after 48" hour). NEC-1 was applied intrasisternal with a 1 uq
in dimethyl sulfoxide (DMSQ) is resolved at a dose of 2.6 ug. After decapitation,
basilar arteries cross sectional areas and wall thicknesses were determined

histopathologically by stereological methods.

Results: NEC-1 which was applied before SAH was found statistically significant to
be preventive on vasospasm following SAH. Arterial wall thicknesses were found to
be statistically increased only in the SAH group, but not statistically significant in the
normal group, the sham group and the NEC-1 treated groups.

Conclusion: The findings which are obtained from this study demonstrates that
NEC-1 may be preventive in vasospasm after SAH in rats. Further studies are needed
for clinical use of this agent.

Keywords: Necrostatin-1, stereology, subarachnoid hemorrhage, vasospasm
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1.2.1 GIRIS VE AMAC

Beyinde subaraknoid mesafede arteriyel veya daha nadiren vendz kaynakli
kanamalara subaraknoid kanama (SAK) denilmektedir. SAK etyolojisi igerisinde
travma, anevrizma, vaskiiler malformasyon, kanama bozukluklari, beyin tiimorleri,
antikoagiilan kullanimi ve idiopatik sebepler yer almaktadir. Non-travmatik SAK’mn
en sik sebebi anevrizma kanamalaridir. Anevrizmal SAK’m goriilme siklig
Finlandiya ve Japon irklarinda daha fazla olmak birlikte ortalama 6-7/100.000°dir.
Anevrizmal SAK‘lar ciddi morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadir. Anevrizmal
SAK’larin %50’si mortal seyretmekte olup, her 8 hastadan 1’1 hastaneye ulasamadan
Olmektedir (1, 2).

SAK gecirip hastaneye yatirilan hastalarda ise; serebral vazospazm, serebral
iskemi, intraserebral hematom, hidrosefali morbidite ve mortaliteyi etkileyen dnemli
etkenler olup, serebral vazospazm en ciddi komplikasyonudur (3, 4). SAK’da
vazospazm kanamayi takiben 3-14.giinler arasinda izlenmekte olup, 7-10.giinlerde
pik diizeye ulagsmaktadir. Serebral vazospazm, anevrizmal SAK geciren hastalara
yapilan arteriyogram sonuglarina gore %67 oraninda goriilmektedir. Bu hastalarin
%20-30’unda ise beraberinde klinik vazospazm goriilmektedir. Klinik vazospazmda
artan bas agrisi, biling bulanikligi, artmis meningismus bulgulari1 ve fokal nérolojik

defisit goriilmektedir (1, 5, 6).

Yillardan beri yapilan klinik, laboratuvar ve deneysel ¢alismalara ragmen hala
vazospazma dair agiklanamayan hususlar bulunmaktadir. Yapilan caligmalarin bir
kisminda ise noroinflamasyonun vazospazm {izerinde anahtar rol {istlendigi
goriilmektedir. Inflamasyon dinamik bir siire¢ olup endojen veya eksojen inflamatuar
mediatrler tarafindan yonetilmektedir. Inflamatuar siire¢ enfeksiyon etkenlerinden
salinan eksojen mediatorler ve enfeksiyon disi hiicresel travmalar sonucu olusan
nekrotik hiicrelerden salinan endojen mediatorler iizerinden tetiklenir. Nekrotik
hiicrelerden salinan bu endojen mediatorlere; “damage-associated molecular patterns
(DAMPs)” adi verilmektedir (7-10). DAMPs ; “high mobility group box-1(HMGB-
1)”, “heat shock protein (HSPs)”, heparan siilfat, hyaluronik asit ve fibrinojen
icermektedir. DAMPs “toll-like reseptorler (TLR)” ile etkilesime girip, “MyD88-

nuclear factor kB(NF-kB)” bagimli patolojik sinyal yolagi iizerinden timor



nekrotizan faktor alfa (TNF-a), interlokin 1b (IL-1B) ve interlokin 6 (IL-6) basta
olmak tizere inflamatuar sitokinlerin salinimini saglar (11, 12). HMGBL1, HSPs, IL-1,
IL-6 ve TNF-a’nin yapilan ¢alismalarda subaraknoid kanamada vazospazimda etken
olduklar1 gosterilmistir (13-15).

SAK sonrast inflamatuar siirecin baslamasinda merkez rolii bulunan
notrofiller hasar bolgesine ulagip birikmektedir. Notrofillerin birikimiyle birlikte
apopitotik ve nekrotik siire¢ basglamaktadir. Apopitotik yikim inflamasyonun
reziilasyonunda ¢ok 6nemli rol oynamaktadir. Bunun aksine nekrotik noétrofillerin
sebep oldugu nekropitozisde ise, nekrotik hiicre duvarindan salinan DAMPs araciligi
ile inflamatuar cevap giderek artan sekilde tetiklenmektedir (16-18).

Necrostatin-1 (NEC-1) , “receptor interacting protein-1 (RIP1)” kinaz
inhibitorii olup, nekropitozun etkili ve spesifik bir inhibit6riidiir. NEC-1 in
noroprotektif etkileri travmatik beyin hasarlanmasi ve intraserebral hematom ile ilgili
yapilmis olan deneysel hayvan ¢alismalarinda gosterilmistir (19-21).

NEC-1’in nekropitoz siirecini engellemesi sonucu, DAMPs ve TLR
tizerinden spazmolitik sitokinlerin {iretimini engelleyerek, serebral vazospazm

tizerinde etkili olabilecegini diistinmekteyiz.



1.2.2 GENEL BILGILER

1.2.2.1 Subaraknoid Kanama

1.2.2.1.1 Tanmim

Duramater, piameter ve araknoid mater beyin ve spinal kordu saran ve
koruyan zar yapilaridir. Araknoid mater ile piamater arasindaki subaraknoid bosluga
olan kanamalara subaraknoid kanama (SAK) denilmektedir. Sebepleri travmatik ve
travmatik olmayan SAK’lar seklinde iki ana bashik altinda toplanmaktadir.
Travmatik olmayan SAK’lar ise %85 oraninda anevrizmalar sebebiyle meydana

gelmektedir (2, 22).

1.2.2.1.2 Epidemiyoloji

Insidans1 1rklar arasinda farkliik gostermektedir. Her 100.000 kiside
Japonlarda 22.7, Finlandiyada 19.7, Gliney ve Orta Amerika’da 4.2 ve 22 iilkeyi
iceren bu calismada geri kalan {ilkelerde ise 9.1 insidans orani1 bulunmaktadir. Tiim
diinya genelinde ortalama insidansin 7-13/100000 oldugu goriilmektedir.

Yasla birlikte insidans1 artmaktadir. 25-55 yas arasi1 erkeklerde, 55-85 yas
arasi ise kadinlarda daha sik goriilmektedir. 25-45 yas arasi yillik insidans artis1 0,10
oraninda iken, bu oran 55-85 yas arasi yillik insidans artist 1,61 oldugu
goriilmektedir.

Yapilan galismalarda aSAK’m kadinlarda 1.24-1.58 kat daha fazla oranda
goziikmektedir. Orta ve giliney amerika’da yapilan bir ¢alismada ise erkeklere daha

sik oldugu goziikmektedir (23).

1.2.2.1.3 Etyoloji

Erigkinlerde travmatik olmayan SAK’in yaklasik olarak %85 nedeni sakkiiler
anevrizmalarin riiptiire olmasidir. Yaklastk %10’luk kistm  non-anevrizmatik
perimezensefalik SAK olup, %5 oraninda ise nadir sebepler karsimiza ¢ikmaktadir

(2). Subaraknoid kanama etyolojik sebepleri tablo 1°de 6zetlenmistir (24).



Tablo 1. Subaraknoid Kanama Etyolojik Sebepleri

Vaskiiler

malformasyonlar

Serebral anevrizmalar(%80), aterosklerotik anevrizmalar,

miyotik anevrizmalar, fuziform anevrizmalar

Arteriovenoz

malformasyonlar

Arteriovendz dural fistiiller, kavernomlar, kapiller

telenjektiazi, spinal vaskiiler malformasyonlar

Serebral

Hemodinamik

Serebral vendz tromboz, moya moya sendromu,

hiperperfiizyon sendromu, posterior ensefalopati sendromu,

degisikliler serebral vazokonstriksiyon sendromu, kritik karotid arter
stenozu, orta serebral arter stenozu, sickle cell anemisi

Vaskiiler Amiloid anjiopati, fibromuskiiler dislplazi, vaskiilitler,

hastaliklar kollajen hastaliklar, Osler-Rendu-Weber hastalig

Kan diskrazileri

Konjenital pihtilasma bozukluklari, Kazanilmis pihtilagsma
bozukluklari (antikoagiilan ve fibronilitik kullanimi),
Trombositopeni, Dissemine intravaskiiler koagiilasyon,

Losemi

Enfeksiyonlar

Sepsis, meningoensefalit, bakteriyel endokardit, parazitler

Toksik Etkenler

Uyusturucu maddeler (kokain, amfetamin) ve ilaglar

(fenilefrin ve sildenafil)

Serebral Gliomalar, metastazlar, pitiiiter apopleksi,
neoplaziler hemanjioblastomalar

Cerrahi Kranial ve spinal cerrahiler

Miidaheleler

Perimezensefalik
ve idiopatik

kanamalar

Kafa Travmalanr

1.2.2.1.4 Risk Faktorleri

Vaskiiler risk faktorlerini degistirilebilir ve degistirilemeyenler seklinde 2 ana

grup altinda toplanabilir.

Degistirilebilir etkenler icerisinde arteriyel hipertansiyon, alkol ve sigara

kullanim1 en 6n sirayr almaktadir. Ayrica asirt fiziksel aktivitede risk faktorleri




icerisinde yer almaktadir. Diabetus Mellitus’un ise sadece SAK’in alttipi olan
perimezensefalik kanamalarda risk faktorii oldugu goriilmektedir (25, 26). Ayrica
hipertansiyon 0Oykiisii olan ve beraberinde sigara kullanimi olan hastalarda, bu
beraberligin olmadig1 hastalara gore anevrizma riiptiir riskinin yiiksek oldugu
gosterilmistir (27). Diyetin SAK’da yeri vardir. Hiperlipidemi hastalarda SAK riski
artarken bu oran vejeteryanlarda belirgin olarak azalmaktadir. Yapilan bir ¢caligmada
hiperlipidemi ve hipertansiyonun kontrol altina alinmasi ve sigara kullaniminin
azaltilmasiyla birlikte SAK riskinde kayda deger bir artisin olmadigi goriilmektedir
(28, 29).

Degistirilemez etkenler igerisinde genetik gecisli 1.derece yakinlik iligkisi igeren
konnektif doku hastaliklar1 yer almaktadir. Bunlar polikistik bobrek hastaligi, Ehlers-
Danlos sendromu tip 4, herediter hemorajik telenjektiaziler, psddoksantoma
elastikum, multiple endokrin neoplazi tip 1 ve nérofibromatozis tip 1’dir (30).

Intrakraniyal anevrizmalar, eksternal elastik membrani olmayan tunika adventisya
tabakas1 ince olan serebral arterlerin bifurkasyon noktalarinda yiiksek damar
makaslanma stresi sonucunda olusurlar. Bu sekilde bifurkasyon noktalarinda olusan
anevrizmanin duvarina infiltre olan inflamatuar hiicreler ve bu hiicrelerden salinan
cesitli inflamatuar ajanlar anevrizma kesesinin genislemesine ve riiptiire olmasina
sebep olurlar (31, 32). Anevrizma kese genisligi >7mm ve dar boyunlu anevrizmasi
olan hastalarda riiptiir riskinin yiiksek oldugu gosterilmistir (33, 34).

Risk faktorleri arasinda ayrica tedavi edilen hastalarda yeni gelisen
komplikasyonlarda yer almaktadir. Serebral anevrizmalarda tedavi sonrasinda
yeniden riiptiir (Cerebral Aneurysm Rerupture After Treatment-CARAT)
caligmasinda yeniden riiptiire olma ihtimalinin en sik oldugu donem ilk 3 giindiir.
Nadiren 1 y1l sonra riiptiire olabilmektedir. International Subarachnoid Aneurysm
Trial(ISAT) calismasinda ise aSAK sonrasi tam oblitere edilmis anevrizmalar
sonrasinda 5 yil iginde riiptiire olma riski oldukga diisiikk oldugu belirtilmistir (35,
36).
1.2.2.1.5 Semptom ve Bulgular, Klinik Evrelemeler
1.2.2.1.5.1 Semptom ve Bulgular

Bas agrisi, SAK’1n en karakteristik semptomudur. SAK hastalarinin 3/4' i

bas agris1 sikayeti ile bagvurmaktadir. Bas agrisi, saniyeler igerisinde baslar ve ¢ok



siddetlidir. Siddetinden ziyade ani baslangigli olmasi SAK i¢in daha karakteristik bir
Ozelliktir. Ani bag agris1 ile bagvuran hastalarin 1/10’unda sebep SAK’tir. Bag agrisi
genellikle 1-2 hafta kadar veya daha uzun siirmektedir. Bu bas agris1 6zellikleri bile
SAK’da goriilen bas agrisin1 SAK olmayan bas agrisindan ayirt etmede gilivenilir
ozellikler degildir.

Kusma siklikla goriilmekle birlikte SAK dis1 siddetli bas agris1 sikayeti olan
hastalarin ~ yarisinda  goriilebildiginden herhangi bir karakteristik — 6zelligi
yoktur.Kanama sonrasi nobet semptomu 1/14 oranindadir. Nobet anevrizma olmayan
veya perimezensefalik kanamalarda goriilmemektedir. No&bet, anevrizmal
kanamalarda goriilmektedir ve anevrizmal kanamalar sonrasi olusan siddetli bas
agrisinida indiikleyen bir etkendir.

Hastalarin 2/3°1 suur geriligi ile hastaneye miiracaat ettirilirken bunlarin
yaklagik yarist koma halindedir. Ayrica hastalar degisken derecede alert, letarjik,
konfiize veya ajite olabilirler

Ense sertligi SAK’da genel bir semptom olup, serbest kan elemanlarina
subaraknoid mesafede gelisen inflamatuar cevap sonucu olusmaktadir. Kanamay1
takiben 3-12 saat iginde gelismektedir. Derin komada olan veya kii¢iik boyutlarda
olan kanamalarda bu semptom gériilmeyebilir (2, 37).

Fundoskopik muayene aSAK’l1 hastalarin 1/7’sinde goriildiiglinden 6nem
arz etmektedir. Intraokiiler hemorajilerin ana sebebi intrakraniyal basmg¢ ve BOS
basincinin artig1 sonucu santral retinal venin basi altinda kalarak vendz kanamaya
sebebiyet vermesidir. Bu kanamalar preretinal  (subhiyaloid) tabakada
gerceklesmektedir. Bu kanamalarini biiylimesi sonucunda vitr6z humor i¢ine uzanim
gosterebilir ve hastalarda gérme yetisini kaybedebilirler (38, 39).

Fokal norolojik defistler; anevrizmanin kranial sinire basisi, beyin
parankimine kanamalar veya anevrizmanin riiptiire olmast sonrasindan gelisen akut
vazokonstriksiyon sonucu olusan fokal iskemi sonrasi gelismektedir. Bu nedenle
rliptlire anevrizmanin klinik bulgulari, intraserebral hematom veya serebral enfarkt
sonucu olusan inme sendromunundan klinik bulgulariyla ayirt edilemez. Tam veya
kismi {glincii sinir paralizisi, anevrizmalarin riiptiiriinden sonra iyi bilinen bir
isarettir.  Genellikle PCoA  yerlesimli anevrizma kanamalar1t  sonrasinda

goriilmektedir.



SAK’l1 hastalarda akut donemde EKG degisiklikleri gozlenebilmektedir. Bu
degisikliker hipoksi, hipertansiyon ve miyokard iskemisine sekonder gelismektedir
(40).

1.2.2.1.5.2 Klinik Evrelemeler

Klinik prezentasyonun genisliligi, aSAK’l1 hastalarda prognozu
zorlastiran bir faktordiir. Bu yiizden prognozu tahmin edebilmek, hastanin
klinik durumunu standardize edilebilmek, beyin cerrahlar1 arasinda
hastalarla ilgili iletisimi kolaylastirmak, ¢ok merkezli c¢alismalarin
yapilabilmesine olanak saglamak ve ozellikle resiisitasyon yapilmis veya
ventrikiiler drenaj uygulanmis aSAK’li hastalarda prognozu Onceden
belirlemek amaci ile Botterel, Hunt-Hess, Diinya Norolojik Cerrahlar
Federasyonu (World Federation of Neurological Surgeons-WFNS) ve
SAK’mn radyolojik olarak miktarini tayin etmek amaciyla Fisher tarafindan

kategorize edilmis evrelemeler kullanilmaktadir (41, 42).

Tablo 2. aSAK Klinik Siniflamalari

Evre 1: Suur acik, menengial irritasyon

belirtileri var veya yok

Botterel Evre 2: Uykuya egilimli, norolojik defisit

yok.

Siniflamasi

Evre 3: Uykuya egilimli, norolojik defisit

ve bazen intraserebral hematom var.

Evre 4: Suur kapal1 ve norolojik defist var.

Evre 5: Derin Koma ve deserebrasyon

rijiditesi var.

Evre 1: Asemptomatik, hafif basagrisi ve

Hunt-Hess ense sertligi var.

Simiflamasi Evre 2: Orta ve siddetli basagrisi, ense

sertligi, kranial sinir felci var.




Evre 3: Uykuya egilimli, hafif derecede
fokal norolojik defisit

Evre 4: Stupor, orta ve agir hemiparezi,

rijidite, vejetatif bozukluk var.

Evre 5. Derin koma ve deserebrasyon

rijiditesi var.

Evre 1: GKS 15 Motor defisit yok

WFNS Evre 2: GKS 13-14 Motor defisit yok

Simflamast Evre 3: GKS 13-14 Motor defisit var

Evre 4: GKS 7-12 Motor defisit var veya
yok

Evre 5: GKS 3-6 Motor defisit var veya yok

Tablo 3. aSAK Radyolojik Siniflamasi

1.Derece: Saptanabilen subaraknoid

Fischer kanama yok

Siniflamasi 2.Derece: 1 mm kalinliktan daha ince diffiz

ya da vertikal tabakalar*

3.Derece: 1 mm piht1 ve\veya 1mm vertikal
tabaka*

4.Derece: Diffiiz SAK ile ya da SAK
olmaksizin intraserebral veya

intraventrikiiler piht1

*Vertikal tabaka : Interhemisferik fissiir, insular sisterna ve ambient

sisternayi igeren subaraknoid mesafelerdeki kanamay1 ifade eder.



1.2.2.1.6 Yardima Tetkikler

aSAK’l1 hastalarda kanamanin ve/veya altta yatan vaskiiler patolojinin
tanisin1  koyabilmek ve takip edebilmek i¢in BT, MRG, lomber ponksiyon (LP), {i¢
boyutlu dijital subtraksiyon anjiografi (3 dimensional-3D DSA), MR anjiografi
(MRA), BT anjiografi (BTA), BTA-MMBE (matched mask bone elemination) ve
dual enerji BTA gibi tetkiklerden yararlanilmaktadir. Tan1 koymada hizli ve kolay
ulasilabilir olmas1 nedeniyle BT, ilk tercih edilmesi gereken tam1  aracidir (43). Ilk
giin icerisinde BT de SAK goriilebilme ihtimali %95 civarinda iken bu oran ilk ii¢
giin igerisinde ise BT nin tanidaki sensitivitesi %100’e ulagmaktadir (44, 45). BT nin
ulagilabilirlik ve ¢ekim kolayligi da goz Oniinde bulunduruldugunda MRG’nin
aSAK’m akut doneminde etkin bir tan1 aracit olmadigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Ancak bazi calismalarda ilk birka¢ saat ve sonraki giinler icerisinde proton dansiteli
MRG ve FLAIR 1 (fluid attenuation inverted recovery), sensitivite ve spesivitesinin
BT kadar fazla oldugu belirtilmektedir (46). Ilk giinler gegtikten sonra ise kanamanin
rezorbsiyonuna bagli olarak BT etkinligini kaybeder ve MRG, kalan kan1 gostermede
tistiinliik saglar. Ozellikle de FLAIR ve T2 agirhkli goriintiilemeler, bu dénemde
sensivitesi yiiksek olan tekniklerdir (47).

LP, ani bas agrisi ile miiracaat edip, BT’de bulgu saptanmayan hasta
grubunda 6nemli bir tan1 yontemidir. aSAK sonras1 ilk 12 saat igerisinde BOS’ta
hemoglobin metabolitleri hakkinda bilgi verir ve bizleri anjiografiye yonlendirir.
Ksantokromik BOS goriintiisii SAK lehine bulgu verir ve tanmi acisindan yeterlidir
(48). BOS’ta ksantokromi ise kanama sonrasi ekstravaze olan eritrositlerin yikimi
sonrasi aciga ¢ikan hemoglobinin yikilmasi ile olusan biliriibin sayesinde olmaktadir.
Ksantokromik BOS’ta biliriibini kesin olarak tayin etmek i¢in spektrofotometri
yapilabilir (49). BT normal olan ve ani baglangigli bas agrisi ile miiracaat eden
hastalarda LP’nin mutlak endikasyonu bulunmaktadir. Ayrica yapilan LP sonrasi
berrak renkte BOS geldi ise mutlaka BOS basinct Olgiilmelidir. Ciinkii, ani
baslangicli bas agrisi ile miiracaat eden ve LP’de BOS berrak renkte oldugu gozlenen
hastalarda BOS basincinin yiiksek olmasi durumunda genellikle akla ilk gelmesi
gereken tani serebral vendz trombozdur. BOS’un berrak renkte olup basincin diisiik
olmas1 ise spontan intrakraniyal hipotansiyonu akla getirmelidir. Ayrica berrak

renkteki BOS’tan kiiltlir ve hiicre incelemesi icin ornekler gonderilmelidir. Ciinkii



ozellikle pndmokok menenjitleri, akut donemde berrak renkte BOS ile karsimiza
cikabilmektedir (2).

3D DSA, anevrizma tanisi koymada altin standart tani aracidir (50, 51). Bu
yontemle hem tan1 koymak hem de ayni seansta mevcut anevrizmayi endovaskiiler
yolla tedavi etmek miimkiin olabilmektedir. En 6nemli dezavantajlari ise yliksek
dozlarda radyasyon maruziyeti ve yiiksek oranda kontrast madde enjeksiyonudur
(52-54). Ayrica MRA, BTA, yeni teknikler olan BTA-MMBE ve dual enerji
BTA’da anevrizma tanis1 koymada kullanilabilecek diger tani araglaridir (55-58).
Eger cerrahi yontemle anevrizmayi tedavi etmek planlaniyor ise BTA ilk tan1 araci
olarak tercih edilebilir (59).
1.2.2.1.7 Anevrizmatik Subaraknoid Kanama’nin Dogal Seyri ve Prognozu

aSAK hastalarinda mortalite oranlar1 yapilan ¢alismalarda biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Genelleme bir sonug ile % 8-67 oldugu goziikkmektedir. Ortalama
degerler Japonyada %27 iken, Amerika’da % 32, Avrupa’da % 44 oldugu
goriilmektedir. Hunt-Hess smiflamasina gore grade 4 ve 5 olarak kabul edilen
hastalar klinik seyri ve prognozu kotii olan hastalar1 géstermektedir (60, 61).

aSAK gecirmis hastalarda %20’sinde global kognitif bozukluk kalicidir (62).
Kognitif defisitler ve fonksiyonel ¢okiis depresyon, anksiyete gibi duygudurum
bozukluklari, bitkinlik ve uyku bozukluklarini igermektedir (63). Bunun sonucu
olarak fiziksel ve mental dayaniklilik bozularak hastalarin eski ugraslarina geri
dénmesini zorlasmaktadir (64).

Kotii prognoz faktorler igerisinde; ileri yas, tekrarlayan kanamalar,
semptomatik vazospazm ve buna ikincil serebral enfarkt, yaygin serebral 6dem,
intraserebral ~ ve/veya  intraventrikiiler = kanama  ayrica  ates,  anemi,
pndémoni,hiperglisemi ve sepsis gibi diger sistemik problemlerin birlikteligi yer
almaktadir (65, 66). Biiyiikliik, lokalizasyon, multi ve/veya kompleks anevrizmalarin
mevcudiyeti de anevrizmaya bagli kotii prognositik sebeplerdir. aSAK geciren
hastalarin cerrahi veya endovaskiiler tedavilerinin yliksek bagari1 oranlarmna sahip
merkezlerde yapilmasi ise iyi prognositik faktdr olarak sayilmaktadir (67-70).
1.2.2.2 Anevrizmatik Subaraknoid Kanama’nin Komplikasyonlar:

SAK sonras1 vazospazm (VS), yeniden kanama, hidrosefali, intraventrikiiler

ve intraserebral kanamalar, ndbet, sivi elektrolit bozuklulari, hipertermi,
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hiperglisemi, anemi, derin ven trombozu, noéropsikiyatrik bozukluklar,
kardiyovaskiiler, pulmoner, gastrointestinal komplikasyonlar goriilebilmektedir.

aSAK’l1 hastalarda yeniden kanama, mortalite ve morbiditeyi yliksek oranda
arttirmaktadir. Ik 24 saat igerisinde tekrar kanama olasihigi % 4-13,6 arasindadir
Yeniden kanamanin bdylesine erken saatlerde yasandigi hastalarda mortalite ve
morbidite, daha sonraki saatlerde goriilenlere gore daha yiiksektir (71-73).

Anjiografik olarak tespit edilen VS, aSAK geciren hastalarla siklikla goriilen
bir durumdur. Genellikle 7-10. giinlerde belirgin hale gelir ve 21 giin sonrasinda
kendiliginden ge¢gme egilimindedir. Hastalarin yaklasik olarak % 70’inde goriilen
anjiografik vazospazm (AVS), semptomatik vazospazm (SVS) halinde % 30
oraninda karsimiza cikar. Yani, AVS gelisen hastalarin ancak %50’sinde SVS
goriilmektedir. Geri kalan1  zamanla radyolojik olarak diizelme egilimindedir
Arteriyel vazospazmla birliktelik gosteren uzamis serebral iskemi, aSAK gegiren
hastalarda mortalite ve morbiditenin en 6nemli sebeplerindendir. Vazospazm ve
iskemi hakkinda belirtildigi tlizere ayr1 bir baglik altinda detayli bilgi verilecektir
(74).

aSAK sonras1 akut hidrosefali, hastalarin yaklasik olarak % 15-87 arasinda
goriilebilmektedir (75, 76). aSAK sonrasinda gelisen akut hidrosefali, genellikle
eksternal ventrikiiler drenaj (EVD) veya lomber drenaj (LD) ile tedavi edilmektedir
ve bu yontemler sonrasinda hastalarda ¢ogunlukla noérolojik diizelme saglanmaktadir
(77). Drenaj sistemlerinin uygulanmasinin tekrar kanama riskini artirdigina iligkin
yaymnlar olmakla birlikte bu durumun olugsmadigini belirten bircok yayinda
bulunmaktadir. Seri LP’lerin EVD veya LD yerine de uygulanabilecegi literatiirde
goziikmektedir (78, 79). Kronik hidrosefali gelismesi halinde ise tedavi yontemi,
ventrikiiloperitoneal sant uygulamasidir. Ayrica aSAK gecirip akut donemde
operasyona alman hastalarda cerrahi sirasinda lamina terminalisin fenestre
edilmesinin  hidrosefali gelisme ihtimalini distrdiigiini belirten bir g¢alismada
mevcuttur (80).

aSAK sonrasi intraventrikiiler kanama klinik olarak % 13-28 oraninda
goriilmekle birlikte bu oran otopsi serilerinde % 37-54 seviyelerine ulagsmaktadir. %
40 oraninda anterior kommunikan arter (ACoA), % 25 oraninda internal karotis arter

(ICA) ve % 21 oraninda ise middle serebral arter (MCA) lokalizasyonundaki
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anevrizmalarin kanamasi sonucu karsimiza ¢ikmakla birlikte bu hastalarin yaklagik
%50’sinde klinik grade diisiiktiir ve mortalite oran1 yaklasik olarak % 64 olarak
bildirilmistir (41).

aSAK sonrasi intraserebral kanama ise hastalarin yaklasik olarak %
24.4’tinde goriilmekle birlikte kanamanin, lokalizasyon olarak siklik sirasina gore
frontal, temporal ve perisylvian bolgelerde oldugu son yillarda yapilan bir seride
bildirilmistir. Intraserebral kanama sonucu, klinik evrenin kotiilesmesi ile birlikte
uzamis serebral iskemi oraninin arttigi ve sonug¢ olarak mortalite ve morbiditeyi
olumsuz olarak etkiledigi bildirilmistir (81).

Nobet, aSAK gegiren hastalarin % 6-18 oraninda ndbet gecirme ihtimali
oldugu, %3-7 oraninda ise tekrarlayan nobetlerin olabilecegi bildirilmektedir. MCA
anevrizmalarina bagli aSAK olmasi, kanamanin kalinligi, intraserebral hematom,
tekrar kanama, iskemik enfarkt, diisitk norolojik grade ve hipertansiyon 6ykiisii nébet
gelismesindeki risk faktorleridir (82-84).

En sik karsilasilan elektrolit bozuklugu hiponatremidir. Hiponatremi siklikla
serebral vazospazmi takiben ortaya ¢ikmakadir. Serebral tuz kaybi sendromu ise asir
natriiiretrik peptit ve sonucunda fazlaca natriiirezis gergeklesmesi ile seyreden klinik
bir tablodur. Serebral tuz kaybi sendromu genellikle ACoA anevrizmalarina bagh
kanamalarda goriilmektedir. Klinik seyri kotii olan ve hidrosefali gelismis olan
hastalarda beraberligi olup, sonu¢ olarak klinik tablonun daha da kétiilesmesine
neden olmaktadir (85-88).

Ates, en sik goriilen ekstrakraniyal komplikasyondur. Santral kaynakli ates
goriilme ihtimali, hasarin siddeti, kanamanin miktari, agiga ¢ikan kan iirtinlerinin
etkisi ve vazospazm etkisi ile birlikte artis gostermektedir. Yapilan arastirmalarda
aSAK’l1 hastalarda ates olmasinin kotii klinik gidisati isaret ettigi gorilmistir (89-
91).

Kan glukoz diizeylerinin aSAK’l1 hastalarda, hastaligin seyrinde etkili
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur, hatta yapilan bir ¢alismada hiperlisemik
hastalarda glukoz diizeylerinin kontroliiniin  klinik gidisi 1yl etkiledigi

gosterilmektedir (92).
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aSAK’l1 hastalarda immobilizasyon sonucu derin ven trombozu karsimiza
¢ikabilecek bir durumdur. Tedavisinde ise subkutan heparinoidler ve eksternal
pnoémotik kompresyonlar 6nerilmektedir (93, 94).

aSAK sonrasi hastalar iyi tedavi edilse bile kognitif defisitler ve psikososyal
disfonksiyonlar bu hastalarin ilk yillarinda sik goriilen durumlardandir. Hastalarin
hayat kalitelerinin artmasi ve normale gelmesi 1-2 yili bulmaktadir. Hastalarin
sadece %25 inin eski hayatina donebildigi, 1yi bir tedavi alan hastalarin bile yaklagik
% 60’1inda kisilik degisikligi, % 37’sinde irritabilite ve % 29’unda ise emosyonel
degisikliklerin kargimiza ¢iktig1 goriilebilmektedir (95-97).

Kotii klinik seyirde sadece norolojik durumun kotii olmast degil beraberinde
komplikasyonlarinda eslik etmesinin ¢ok daha belirleyici oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur. Bunlar igerisinde; hipotansiyon, hipernatremi, hipomagnezemi,
kardiak bozukluklar, kardiak arrest, pulmoner 6édem ve pnomoni aSAK’lilarda
karsilasilabilecek yaklasik %50’sinde goriilebilen sistemik komplikasyonlardir (66,
98).
1.2.2.3 Serebral VVazospazm

Vazospazm terimi, damar kalibresinde azalma anlamina gelir fakat SAK'da
birden ¢ok anlami vardir. SAK ile indiiklenen vazospazmda kismen gecikmeli ve
geri doniisimlii  vaskiilopatiden otoregiilasyon islevinde bozulmaya, serebral
perfiizyonda azalma sonrasi gelisen hipovolemi sonucu ikincil iskemiye neden
olabilecek karmasik bir siiregtir.Vazospazmin radyografik bulgular1 SAK'l1 hastalarin
%50-70'inde gelisir, ancak bunlarin yalnizca yarisi norolojik semptomlarini yasar
(99, 100)
1.2.2.3.1 Serebral Vazospazm Zaman Aralig ve insidansi

Serebral vazospazm ile ilgili yapilan calismalara bakildiginda Ecker, SAK’1
takiben arteryel spazmin ortaya cikabilecegini, Robertson ise, SAK hastalarinin
otopsisinde bulunan iskemik beyin lezyonlarint muhtemelen arter spazmina ikincil
olarak gelistigini disiindii.Literatiirde artisa ragmen, 1977 yilinda Fisher ve
meslektaglarinin yaptig1 bir ¢alismada, vazospazm ile norolojik defisitler (gecikmis
iskemik defisitler olarak da bilinir) arasindaki iliski net olarak gosterilmistir (101-

103).
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Vazospazm, aSAK sonrast gelisen, mortalite ve morbiditeyi belirgin oranda
artiran ve pek c¢ok klinik ve temel arastirmaya ragmen halen dnlenmesi veya tedavisi

i¢in fazlaca ilerleme kaydedilememis bir komplikasyondur.

1.2.2.3.2 Vazospazmin Klinik Belirtileri ve Tanis1

Vazosospazmda kendini klink olarak siddetli bas agrisindan agir norolojik
defistlere kadar genis bir yelpaze igerisinde gosterebilir. Vazospazm klinik bulgular
spesifik olmadigindan radyolojik olarakta desteklenmelidir (104).

Transkraniyal doppler ultrasonografi, vazospazmin saptanmasinda birinci
noninvaziv yontem olmaya devam etmektedir. Ortalama serebral kan akim
hizlarindaki yiikselmeleri Olcerek, vasospazmin saptanmasinda klasik anjiyogram
kadar hassas bir yontemdir. Beyin DSA, damar cap1 ve ge¢is zamani hesaplamalari
ile radyografik vazospazmin tanisinda altin standart olarak kalmaya devam
etmektedir. Dezavantajlar radyasyon kontrast madde maruziyeti, iyatrojenik inme
riski veya girisime ikincil vaskiiler yaralanma, ayrica nispeten yiiksek maliyet ve
deneyimli bir operatdre gereksinimdir. Son yillarda, BT perfiizyonu, Xenon ile
giiclendirilmis BT, difiizyon agirlikh MRG ve tek foton emisyonlu BT gibi
gorlintiileme yontemleride denenmektedir. Bu yontemler, damar ¢ap1 ve akis hizlar
yerine bolgesel perfiizyonu Olgerek vazospazm hakkinda bilgi vermeye
calismaktadir. Vazospazma ikincil gelisen serebral iskemi erken teshisinde yeni bir

uygulama olarak elektroensefalogramda denenmektedir (105-107).

1.2.2.3.3 Etyoloji ve Patogenez

SAK sonrast gelisen serebral vazospazmin etyoloji ve patogenezi bu konuda
yapilan genis arastirmalara ragmen ¢ok iyi anlasilamamis ve serebral vazospazmda
halen etkin bir medikal tedavi yontemi bulunamamistir. Serebral vazospazm
patogenezinde vazokonstriiksiyon ve yapisal teoriler tizerinde siklikla durulmustur.
Vazokonstriiksiyon teorileri igerisinde; serbest lipit peroksidasyon radikalleri
eicosanoid tretiminin bozulmasi, nitrik oksit(NO) azalmasi, endotelin artis1 ve
norojenik faktorler yer almaktadir. Yapisal teoriler ise vaskiilopati ve inflamasyonu

tizerinde yogunlagsmaktadir (108).
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Vazospazm patogenezinde siirecin baslangici ile ilgili genel kani1 subaraknoid
mesafeye ekstravaze olan kanin saglam olan damar duvari ile temasi sonucu damar
diiz kaslarinda kasilmaya sebep oldugudur. BT de subraraknoid mesafede bulunan
kan miktar1 ve bu kanin sisternalarda kalma siiresi, vazospazm gelisme olasiliginin

en giiclii gostergesidir (109).

1.2.2.3.3.1 Damar Diiz Kaslarinda Kasilma

Serebral vazospazm, aSAK sonrasinda vaskiiler diiz kaslarin anormal ve uzun
siireli kasilmas1 sonucu olusmaktadir. Intraselliiler serbest kalsiyum (Ca®),
kontraktilitenin baslamasinda ana rolii oynamaktadir.

Deneysel aragtirmalar sonucunda vazospazmin Ca?* bagimli veya bagimsiz
olarak gerceklesebilecegi gosterilmistir. Ancak bunun nasil oldugu mekanizma
olarak heniiz tam net degildir (110).
1.2.2.3.3.2 Spazmojenler

aSAK sonrasi subaraknoid mesafeye yayilan kan irilinlerinin vaskiiler
yapilarda kontraksiyona sebep olmaktadir

Oksihemoglobinin serebral vazospazmda spazmojenik etkinligi oldugunu ve
serebral vazospazm siiresi boyunca BOS’ta bulunan oksihemoglobin miktarinin
yiiksekligi ile vazospazm arasinda bir dogru orant1 oldugu gosterilmistir (111).

Ayrica aragidonik asit metabolitleri, endotelin, serbest radikaller, serotonin,
adenozin ve okside biliriibin {riinlerinin (hem, bilirlibin, biliverdin) serebral
vazospazmda ciddi rol oynadiklar1 goriilmistiir (112).

Endotelyum, vaskiiler tonus dengesi i¢in dnemlidir. Endotelyum tarafindan
salinan vazorelaksan faktorler nitrik oksit (NO), hiperpolarizan faktor ve
prostosiklinlerdir. Endotelyum tarafindan iiretilen vazokonstriktor faktorler ise
arasidonik asitin siklooksijenaz tiriinleri ve endotelinlerdir (110).

NO, saliverilebilmesi sonras1 dagilabilen ve dakikalar i¢inde yarilanma 6mrii
tamamlanan serbest radikal bir gazdir. Temel NO, endotelyal NO (eNO) ve ndronal
NO (nNO) olmak {izere iki bilesenden olusur. Bunlar, guanilil siklaz1 aktive ederek
guanozin trifosfati 3°, 5’-siklik guanozin monofosfata (cGMP) cevirir. cGMP, cesitli
yollarla diiz kas hiicrelerinde relaksasyona yol agar. NO iiretimi NO ve NO sentaz
(NOS) arasindaki negatif feedback ve L-arjinin metilasyonu ile regiile edilmektedir.

L- arjinin rezidiilerinin metilasyonu sirasinda sentezlenen asimetrik dimetilarjinin
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(ADMA), endojen NOS (eNOS) inhibitoriidir ve NO’in kullanilabilirligini
azaltmaktadir. NO miktarinin azalmasi ile nNO’dan NO sentezinin azalmasi ve
eNOS’un ADMA tarafindan inhibe edilmesi sonucu serebral vazospazma katkida
bulundugu tespit edilmistir (111, 113).

Endotelin (ET), dogal vazokonstriiktdr etkisi ortaya konan 21 aminoasitten
olusan bir peptiddir. Serebral vazospazmli hastalarda BOS’ta plazma endotelin-1
(ET-1) diizeylerinde artis oldugu gosterilmistir. Bu artmis ET-1 diizeylerinin de
vazospazm olusumunu tetikledigi one siirtilmiistiir. Endotelinlerin dort izoformundan
biri olan ET-1, vazokonstriiksiyonda en 6nemli rolii oynar (114).

Arasidonik asit (AA), membran fosfolipidlerinin dokusal komponentidir ve
poliansatiire bir yag asididir. Fosfolipaz A; tarafindan mobilize edilen AA,
siklooksijenaz (COX), lipooksijenaz (LOX) ve sitokrom P450 (CYP) tarafindan
metabolize edilmektedir. COX yolagi ile prostosiklin (PGIy), tromboksan (TXA,) ve
primer prostoglandinler (PG) olan PGE;, PGD, ve PGF,, aciga ¢ikar. PGE; PGF;, ve
TXA, vazokonstriiksiyona, PGl ise vazodilatasyona sebebiyet vermektedir. LOX
yolagi ile lokotrienler (LT) ve hidroperoksikosatetrenoik asit(HPETE) deriveleri
aciga c¢ikar. Deneysel calismalarda LT antagonistlerinin serebral vazospazmi
hafiflettigi, LT nin SAK sonras1 gelisen inflamatuar olaylarla iligkili olabilecegi 6ne
sirilmustir . CYP yolagt ise oOncelikli olarak AA’yi, 20-HETE ve
epoksiksosatrenoik asite (EET) metabolize ederek, vaskiiler diiz kas hiicreleri ile
vazokonstriiksiyon, endotelyal hiicreler vasitasiyla vazodilatasyon yapmaktadirlar
(110, 115).

Serebral arterlerin tunika media tabakalarinin dis kisimlarinda ve tunika
advetisya tabakalarinda sempatik, parasempatik ve duyusal innervasyonlar oldugu
histopatolojik olarak gosterilmistir. Subaraknoid mesafede bulunan kan, noral
innervasyonu azalmis olan vaskiiler yapi ile direkt temasa gegerek denervasyona
neden olur. Denervasyon ise, SAK sonrasi ndronal regiilatuar mekanizmalarda
meydana gelen dengesizlik sonucunda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
vazokonstriksiyona neden olmaktadir (110, 116).

SAK ve serebral vazospazm, serebral arterlerin intima, media ve adventisya
tabakalarinmi etkileyen ve morfolojik olarak bu katmanlarda degisikliklere neden olan

patolojik stireclerdir. Vazospazmda vaskiiler hiicre proliferasyonuna ve endotelyal
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hiicrelerin inflamasyonu goriilmektedir. Hiicre proliferasyonuna, subaraknoid
mesafedeki klotlagmis olan kanda kiimelesen plateletlerden aciga ¢ikan maddelerin
aracilik ettigi ve sonug olarak arteriyel duvar kalinlasmasina neden olarak serebral
vazospazma yol acti1 goriilmiistiir. Ozellikle transmission elektron mikroskop
(TEM) ile tespit edilen endotelyal apopitozisin ise kan beyin bariyerini bozarak
vaskiiler diiz kas hiicrelerini vazokonstriiksiyona maruz birakip serebral vazospazma
yol actig1 diistinilmistiir (111, 117, 118).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise inflamasyonun vazospazm iizerinde
anahtar rol oynadig1 diisiniilmektedir.
1.2.2.3.4 Vazospazm-inflamasyon Tliskisi

SAK sonrasi serebral arterlerde meydana gelen yapisal degisiklikler 11k
mikroskobu ve elektron mikroskobu ile incelendiginde; damar duvarinda kalinlagsma,
limen capinda azalma, internal elastik laminada kalinlagsma, endotelyal hiicre
yapisinda ve devamliliginda bozulma, diiz kaslarda vakuoller, intimaya prolifere
miyointimal hiicre migrasyonu, perivaskiiller akson kaybi ile birlikte olan
periadvantisyal inflamasyon gosterilmistir (119)

SAK’l1 hastalarin kaninda dolagan yiiksek miktarda immiin kompleks varlig
ilk kez 1981 yilinda Pellettieri ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir (120). SAK
sonrast gelisen hiicresel immiinite cevaplarinin sadece endotelyal tabakayla sinirh
olmadigi, media yiizlindede immiin hasar meydana geldigi ve vazospazm
patogenezine katildigi, SAK’1 takiben makrofaj, nétrofil ve diger inflamatuar
hiicrelerin intima, media ve subaraknoid mesafeye infiltrasyonunun vazospazmda
inflamasyonun rolii oldugu gosterilmistir (121).

Peterson ve arkadaslari ayrica, subaraknoid kanama sonras1 vazospastik damar
duvarinda histolojik olarak siddetli inflamasyon varligin1 saptamislar ve bu
inflamasyonun diger sebeplerle birlikte vazospazmi indiikledigini, inflamasyonun

engellenmesinin vazospazm gelisimini onleyebilecegini bildirmislerdir (121).

1.2.2.3.4.1 Subaraknoid Kanamadan Sonra Akut inflamasyonun Belirlenmesi
1.2.2.3.4.1.1 SAK Sonrasi BOS'ta Inflamatuar Aracilar
Yapilan insan c¢aligmalarinda SAK sonrasinda BOS'ta artmis inflamatuar

mediatorler goriilmektedir. Bu aragtirmalar BOS’ta inflamatuar eleman fazlaliginin
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vasospazm artigl ile bunun sonucunda ise norolojik tablonun kdtiilesmesi arasinda
tutarl bir iligski oldugu gostermektedir (122, 123). Polin ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, SAK sonrasinda vazospazm gelisen hastalarin, I6kosit aderansi ve
ekstravazasyonunda gorev alan endotel hiicre elemani olan E-selektinin CSF
diizeyleri yiikselmektedir (124). SAK sonrasinda BOS’ta E-selektin diizeyinin
yiikseldigini gosteren baska calismalar olmasina ragmen, buna karsilik bir ¢aligmada
ise BOS'ta E-selektin saptanamamustir (125, 126).SAK'de rol oynadigi siklikla
diistintilen TNFa, IL-1,IL-6 ve IL-8 gibi inflamatuar mediatorlerin farkli calismalarda
farkli oranlarda yiikseldigi ekspresyonunda genis bir varyasyon oldugu
goriilmektedir. Ornegin, Kikuchi ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada SAK
sonrasinda BOS’ta interlokin- (IL-) 6 ve IL-8 diizeylerini yiikseldigi ancak TNFa
diizeylerinde degisiklik olmadigi bulunmusken, diger ¢alismalarda SAK sonrasi
BOS'ta TNFa yiiksekligi bulunmustur (123, 127, 128). Yine yapilan bir ¢alismada ise
SAK sonrasinda hastalarin sadece% 30'unda BOS’ta saptanabilir TNFa seviyeleri
bulunmustur. Bu durum SAK sonrasi inflamatuvar cevabin oldukg¢a heterojen
olabilecegini gostermektedir (129).

SAK'da en ¢ok ¢alisilan molekiillerden biri, endotel hiicreleri tarafindan
tretilen ve bir vazokonstriktor olan ET-1 'dir. BOS’ta SAK’I1 hastalarda ET-1
saptanmistir ve SAK’I1 hastalarinin BOS'undan izole edilen monositler tarafindan
tiretilmektedir. ET-1, SAK sonrasinda vazospazm gelisiminde rol oynadig
diistiniilmesine ragmen diger bir¢ok proenflamatuvar molekiillerde oldugu gibi ET-1
ile ilgili caligmalarda oldukca degiskendir: Fassbender ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢alismada, ET-1"in kontrol deneklerin BOS'unda bulunmadigi ve SAK'l
hastalarin yalnizca% 46'sinda saptandigi goriilmiistiir. Her iki grubun da ortalama
sonuglart SAK sonras1 ET-1'de belirgin bir artis oldugunu ortaya koysa da, SAK'l
tim hastalarin ayni inflamatuvar yanita sahip olmadigini gostermektedir. Dahasi,
farkli bir gruptan yapilan bir calismada ise SAK sonrasinda ET-1 saptanamamistir
(130-132).Bu calismalar arasindaki farkliliklar, SAK sonrasi farkli BOS toplama
zamanlariin, kullanilan alternatif tarama yontemlerinin veya ¢esitli hasta
popiilasyonlarinin sonucu olabilir. Buna ek olarak subaraknoid boslukta bulunan kan
hacmi BOS'taki mevcut sitokinlerin seviyelerini acgikga etkileyebileceginden

beyindeki inflamatuar cevabin biiyiikliigii hakkinda net bilgi verememektedir.
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1.2.2.3.4.1.2 SAK Sonrasi Kandaki inflamatuar Aracilar

SAK sonras1 BOS'da bulunan inflamatuvar sitokinlere ek olarak, SAK sonrasi
kanda sistematik olarak inflamatuar mediatérlerde artis oldugu yapilan ¢alismalarda
ispat edilmistir (122, 133, 134). SAK sonrasinda inflamatuvar sitokinlerin sistemik
olarak artmasi kotli prognoz gostergesi olabilecegine dair caligmalar vardir (135,
136). Yiiksek wviicut 1sis1 ve lokositoz gibi sistemik inflamasyonun diger
belirteclerininde SAK’ta kotii prognozla iliskili olabilecegi; bununla birlikte,
periferik inflamasyon ile intraserebral patoloji arasinda ise higbir nedensel iligki
kurulamadigr gorilmektedir (137, 138). SAK'da prognostik sonug i¢in inflamatuar
biyobelirteglerin gelistirilmesi konusunda c¢alismalar artmaktadir fakat plazmada
inflamatuvar sitokinlerin varlig1 intraserebral siireclerden ne dereceye kadar veya kan
sitokin diizeylerinin beynin i¢indeki inflamasyonun ile baglantisinin ne kadar
kuvvetli korelasyona sahip oldugu belli degildir. Kanda inflamatuar sitokinlerin SAK
sonrasinda beyin hasarina katkida bulundugu da miimkiindiir; SAK sonras1 kan beyin
bariyerinin dagilmasi, serum sitokinlerinin beyin parankimine girmesine ve orada

doku hasarina yol agmasina izin verebilecegi diisiiniilmektedir (129, 139).

1.2.2.3.4.1.3 inflamasyon ve Anevrizma Olusumu

Anevrizma olusumunda inflamasyonun rol oynadigi diistiniilmektedir (32).
Bir klinik ¢alismada riiptiire ve diizensiz anevrizmalarin duvarlarinda siklooksijenaz
artis1 bulunmustur ve ayni grupta, aspirinin antiinflamatuvar 6zelliklerinden dolay1
anevrizma riiptlir hizin1 azaltabilecegini gosterilmistir (140, 141). Ayrica baska bir
calismada e-selektin de anevrizmalarin duvarlarinda yiiksek seviyelerde bulunmugtur
ve proinflamatuar bir duruma katkida bulunan cevresel faktorlerde anevrizma

olusumuna katkida bulunabilir (142, 143).

1.2.2.3.4.2 SAK Hayvan Modellerinde inflamasyon

Hayvan modelleri, SAK sonrasi inflamasyon ve beyin hasari arasinda
nedensel bir iligki kurmak i¢in kullanilmistir. SAK i¢in ¢esitli hayvan modelleri
mevcuttur ve herbirinin kendi avantajlart ve dezavantajlart vardir (144). Yaygmn

modeller arasinda, hayvanlarin bazal sisternalara kan enjeksiyonu ya da
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endovaskiiler perforasyona bulunmaktadir; bunlarin her ikisi de vazospazm ve
inflamatuar cevap iiretir (145, 146). Insana ait SAK calismalarinda oldugu gibi,
hayvan calismalarinda da inflamatuvar cevaplarda kayda deger degisiklikler
bulunmaktadir. Ayrica SAK i¢in yapilan hayvan c¢alismalarinda BOS, beyin
parankimi ve vaskiiler dokularda olmak iizere tiim intraserebral bdlmelerde
inflamasyon bulgulari goriillmektedir (147-150).

Hayvan caligmalar1 SAK sonrasi inflamasyonu, serebral ddemi ve hiicre
Olimiintii arastirmak icin kullanilmaktadir. Anestezik izofluranin deneysel SAK
sonrasinda TNFa {iretimini, 10kosit adezyon molekiil ekspresyonunu ve kan beyin
bariyeri permeabilitesini azalttigi gosterilmistir (151, 152). Bu ¢alismalarin sonuglari
umut vericidir ancak etkilenen dokudaki azalmis TNFa diizeylerinin, azalmis 16kosit
infiltrasyonunun bir nedeni veya sonucu olup olmadigi kanitlanmamaktadir. Bununla
birlikte, TNFa'nin SAK sonrasinda noronal hasar iizerinde dogrudan rol oynadigina
dair kanitlar vardir.Yapilan bir calismda ise SAK sonrasi hipokampusta TNFa
blokajinin apoptozu azalttigi gosterilmistir (153). Sinaptik kayip ve beyaz cevher
yaralanmasinda norolojik hastalik modellerinde inflamasyon aracilik eder; Bununla
birlikte SAK sonrasinda inflamasyonun hiicre 6liimii ve hasar iizerindeki kesin
roliinii anlamak i¢in daha fazla ¢alisma gerekmektedir (154-156).

SAK'm hayvan modelleri, SAK sonrasinda inflamasyonun vazospazm ile

bagdastirmada 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.

1.2.2.3.4.3 SAK Sonrasi inflamasyonun Vazospazmdaki Rolii
1.2.2.3.4.3.1 Proinflamatuar Ajanlarla VVazospazm Indiiksiyonu

Enfeksiyon yoklugunda vazospazm ve ates arasinda bir korelasyon gosteren
klinik ¢alismalar, inflamasyon ile vazospazm arasinda bir baglanti olduguna isaret
etmektedir (157, 158). Vazospazmin kan yoklugunda olusabilecegini gostermek igin
intrasisternal olarak, talk (kristalize sulu magnezyum siilfat), lateks, polistiren ve
dekstranlipopolisakkarid (LPS) ve tenascin-C gibi bircok proenflamatuvar ajan
uygulandi ve bu ¢alismalar sonucunda, vazospazmin kirmizi kan hiicrelerine veya
hemoglobine (Hgb) bagimli olmadig1 ve vazospazm gelisiminde inflamasyonun rolii

oldugu gosterilmistir (159, 160).
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1.2.2.3.4.3.2 Vazospazm gelisimine bagh inflamasyon molekiilleri

Serebral vazospazm ile iliskili inflamatuvar molekiiller arasinda, E-selektin,
trombosit-(P-) selektin ve l6kosit- (L-) selektin olmak tiizere ii¢ tiyeden olusan
selektin ailesinde kapsamli bir calisma yapilmistir. Bu molekiiller, 16kosit
baglanmasin1 ve vaskiiler endotel yol ile hasarli dokuya gecisi kolaylastirir. L-
selektin ve E-selektin, hiicre yiizeylerinde yapisal olarak eksprese edilirken, P-
selektin ekspresyonu histamin veya trombin ile aktivasyon gerektirir (161).SAK
hastalarinin BOS'unda E-selektin yiikselir, orta veya siddetli vazospazm gelisen
hastalarda da yiiksek konsantrasyonlarda goriilir (124). E-selektinin inhibitor
antikorunun, intranazal olarak uygulanmasi ile E-selektin tolerans inhibisyonu
sonucu, kemirgen SAK modellerinde vasospazmin azalmasimna neden olmustur
(162).SAK sonrasi serebral iskemi gelismis olan hastalarda P-selektin diizeyleri
daha yiiksek iken, gecikmis iskemi gelismeyen hastalarda ise L-selektinlerin daha
yiiksek oldugu gorilmiistiir (163).

Integrinler, hiicre-hiicre yapismasini ve etkilesimini kolaylastiran hiicre yiizey
proteinleridir. Lokosit adezyonu ve migrasyonu ile ilgili olan ana integrinler lenfosit
fonksiyonuyla iligkili antijen 1 (LFA-1) ve Mac-1 integrinidir (CD11b / CD18).
Sistemik olarak uygulanan anti-LFA-1 ve Mac-1 monoklonal antikorlarinin SAK
modellerinde vazospazmi azalttigi goriilmektedir (164, 165). ICAM-1 gibi
immunoglobulin ailesine ait proteinlerin, 16kosit adezyonunda rol oynadig1 ve SAK
modellerinde klinik vazospazma neden oldugu gosterilmistir (124, 149). Anti-ICAM-
1 monoklonal antikorlarin, femoral arter vazospazmini azalttigi ve kemirgen
modelinde makrofajlarin ve nétrofillerin kan damarinda disar1 sizmasini onledigi
kemirgen SAK modelinde vazospazmi azalttig1 gosterilmistir (166).

Vazospazmi olan hastalar ve deneysel modellerde IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa ve
MCP-1 gibi yiikselmis 6nemli proinflamatuar sitokinleri igermektedir. IL-6'nin SAK
sonrasinda zirveye ulastigi gosterilmistir, bu durum vazospazm gelisimini 6ngérmek
igin erken bir belirte¢ olabilir (128, 149, 167-170). Ayrica SAK hastalarinda TNFa
diizeylerinin vasospazm siddeti ile korele oldugu da gosterilmistir (171).Beraberinde
sitokin inhibitérii CNI-1493 (172), anti-IL-6 antikorlari, anti-IL-1B antikorlar1 ve
TNFa inhibitorleri ile yapilan hayvan c¢alismalarinda vazospazmi azalttigi da

gosterilmistir (173-175).
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Cesitli ¢alismalarda, inflamasyon sirasinda aktive olan intraseliiler sinyal
yollarin1 ve bunlarin vazospazmdaki rollerini incelemistir. Inflamatuvar immiin
yanitlarin iiretilmesinde mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) ve niikleer faktor
kappa-B (NfkB) hiicrei¢i sinyal yolaklar1 onemlidir (176). MAPK ailesinin bir
parcasi olan N-terminal kinaz 1 (JNK1) ve JNK2, deneysel SAK sonrasinda serebral
vaskiilar dokularda aktive oldugu ve inhibisyonu sonucu vazospazmi azalttig
goriilmiistir (177). Tenascin-C ile JNK'nin inhibisyonu sonucu, sigan SAK
modelinde vazokonstriktif etkilerinin tersine ¢evrilmesinde de etkili olmustur (160).
Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP),inflamasyon sirasinda adezyon molekiilii
ekspresyonunu ve noétrofil alimini diizenleyen niikleer bir enzimdir.SAK'm bir tavsan
modelinde, Satoh ve arkadaslari, PARP inhibisyonunun vasospazm siddetini
azalttigin1 gostermekdir (178).

Oksidatif sinyal ve oksidatif stres, bircok merkezi sinir sistemi hastaliginda
immiin yanitin efektorleridir ve muhtemelen oksidatif stres ve antioksidan dengesinin
SAK'a yanit1 ve ondan kurtulmasini sagladig: diistiniilmektedir. Haptoglobin, iki o ve
iki B zincirinin tetramerinden olusan serum proteindir. Ana faaliyeti serbest
hemoglobini baglamak sonrasinda alimini ve temizlenmesini kolaylastirmaktir. Bu,
serbest hemoglobin kaynakli oksidatif stresin azaltilmasinda net etkiye sahiptir (179).
Haptoglobin (Hp) ii¢ fenotipi insanlarda tespit edilmistir: Hp 1-1, Hp 2-1 ve Hp 2-2
Insanlarda, a-2 altbirimleri olan haptoglobin proteinleri, haptoglobin o1-al'e kiyasla
daha yiiksek vasospazm oranlari ile iligskilendirilmistir. Benzer sekilde genetik olarak
modifiye edilmis Hp 2-2 farelerinde yapilan deneysel SAK calismasinda daha
siddetli vazospazm ve SAK sonrasinda daha kotii fonksiyonel sonuglar ortaya
cikmustir (180, 181).

Endotel kaynakli gevsetici faktor veya nitrik oksit (NO) enzimatik olarak ii¢
ana izoformu bulunmaktadir. Bunlar endotel (eNOS), noronal (nNOS) ve makrofaj
indiiklenebilir NOS (iNOS)’dur. Fizyolojik kosullar altinda, NO vazodilatasyon ve
sitoproteksiyon i¢in sinyal yollarini etkiler (182).

Vaskiiler endotel hiicreleri ve vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan eksprese
edilen giiclii bir vazokonstriktér ve proinflamatuar mediator olan endotelinler, doku
inflamasyonuna ve serebral O6deme katkida bulundugu disliniilmektedir.Bazi

caligmalarda semptomatik vazospazmli SAK hastalarindai ve sisternalarindaki kan
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miktarinin BOS'taki ET-1 seviyesi ile korele oldugunu gosterilmistir (183). Bununla
birlikte, diger bir ¢aligmada ise SAK sonrast ET-1'in anlamli yiikselmesi veya ET-1
seviyeleri ile vazospazm arasinda bir korelasyon bulanamadigi goriilmektedir (184).
Ayrica ET-1 fazla salimimini saglanan transgenik farelede daha belirgin vazospazm
ve serebral 6dem goriilmiis ve ET-A reseptor antagonisti ayni ¢alismada vazospazmi

ve 6demi azaltmigtir (185).

1.2.2.3.4.3.3 Vazospazm Tedavisinde Anti-inflamatuar Maddelerle Tlgili
Denemeler

Subaraknoid kanin SAK'daki akut enflamasyonun ¢ogunu iirettigi
diisiiniiliirken, subaraknoid pihtinin hizli bir sekilde temizlenmesi SAK sonrasinda
sonuclar1 iyilestirebilir. Bu teori test edilmis ve intratekal trombolitik ajanlarin
uygulanmasi, SAK sonrasinda vasospazmi azaltmis ve sonuglarmni iyilestirmistir
(186). Yamamoto ve arkdaslarinin bir klinik g¢alismasinda, riiptiire intrakranyal
anevrizmalarin cerrahi tedaviyi takiben hastalarda doku plazminojen aktivatoriiniin
sisternal irrigasyon seklinde kullanilmasi, serum inflamasyon belirteclerini ve
iskemik lezyon insidansini azaltti§i ve daha iyi ndrolojik sonug ile iliskisi oldugu
gosterilmistir (187). Kim ve meslektaglari son zamanlarda bir fosfodiesteraz
inhibitorii ve giliclii vazodilatatér olan papaverinin sisternal irigasyonu ile trombolitik
tirokinazin karsilastirildiginda etkinlik bakimindan benzer oldugunu ve her ikisinde
de vazospazm insidansini azalttigint gosterdi (188).

Kortikosteroidler, giliclii anti-inflamatuarlardir ve bir¢ok insanda SAK
denemesinde kullanilmistir. Yiiksek doz metilprednizolonun deneysel olarak
uygulanmasinin, anjiyografik vazospazmi azalttig1 ve arteryal duvar anormalliklerini
iyilestirdigi gosterilmistir (189). SAK sonrasi intravendz hidrokortizon uygulamasina
yonelik ¢ok merkezli bir ¢calismada, tedaviden 1 ay sonra zihinsel durum, konusma
ve motor fonksiyonlar1 iizerinde yararli oldugu goriiliirtken buna karsilik, baska
randomize kontrollii bir hidrokortizon deneyinda SAK sonrasinda nérolojik sonug
tizerinde herhangi bir etki gdostermedigi goriilmiistiir (190, 191). Bununla birlikte,
blyiik c¢ift kor, randomize yapilan bir caligmada ise, SAK'dan bir yil sonra

metilprednizolonun fonksiyonel faydali bir etkiye sahip oldugunu, ancak vazospazm
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tizerinde higbir etkisinin olmadigini gostermistir (192). Bu ¢aligsmalar, SAK
sonuglarinin yalnizca vazospazm gelisimine bagli olmadiginin altin1 ¢izmektedir.

Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar (NSAID'ler), prostaglandin sentezini
azaltan kismen siklooksijenaz ekspresyonunun inhibisyonuna aracilik edilen giiclii
antienflamatuar ozelliklere sahiptirler. ibuprofenin, SAK’m kemirgen modelinde
femoral arter vazospazmini inhibe ettigi ve periadventisyel monositleri ve
makrofajlar1 diistirdiigii ve serebrovaskiiler ¢api artirabildigi gosterilmistir (193).
Nonsteroid antienflamatuvar ilaglar parekoksib ve selekoksib de vazospazm igin
tedavi segenekleri olarak vaat etmektedir (194). Bu ilaglar insanlarda nispeten
giivenli ve iyi c¢alistiklarindan, vasospazm ig¢in klinik olarak uygulanabilir tedavi
secenekleri vaat etmektedirler.

Siklosporin ~ gibi  immiinsupresif =~ maddeler, interlokin-2  (IL-2)
transkripsiyonunu inhibe ederek T hiicre islev bozukluguna neden olurlar ve bazi
deneysel SAK c¢alismalarinda etkili oldugu goriilmektedir. Fakat bagka bir calismada
siklosporin ile yapilan klinik ¢aligmada etkinligi degisken olup ve agir SAK’lI
hastalarda siklosporinin higbir yararl etkisini gosterilememistir (195-197).

Statinler klinik olarak kolesterol diisiiriicii maddeler olarak kullanilan 3-
hidroksi-3-metilglutaril koenzim A rediiktaz inhibitorleridir. Proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu azaltma ve l6kosit integrinlerini inhibe etme yetenekleri,
gliclii anti-inflamatuar aktivite saglamaktadir. SAK sonrasi statinler vazospazmi
hafifletirken ET-1 seviyesini diislirdiigii gosterilmistir (198, 199). SAK oncesinde
veya sonrasinda simvastatin tedavisinin, muhtemelen endotel nitrik oksit
upregiilasyonu yoluyla serebral vasospazm ve ndrolojik defisitleri zayiflattigr ve
perivaskiiler graniilosit go¢iinli azalttigi da gosterilmektedir (200). Bir ¢alisma SAK
Oncesinde statin alan hastalarin 14 giinliik takiplerinde nérolojik tabloyu ve serebral
vasospazmi 1iyilestirdigini gosterirken, baska daha yeni bir ¢alismada ise
SAKsonrasinda statinler alan hastalarin anjiyografik veya klinik vazospazmin
siddetinde veya norolojik sonuglarinda anlamli farkliliklar bulunmadigr gortilmustiir.
Bir baska vaka kontrol ¢alismasinda, oral atorvastatin tedavisinin vazospazmi ve
serebral iskemiyi azalttigini, ancak SAK’dan 1 yil sonra belirgin fonksiyonel
diizelmeye yol agmadigi gorilmistir (201, 202). SAK sonrasinda statin iizerine

yapilan genis bir klinik aragtirmada, simvastatin vazospazm, mortalite ve fonksiyonel
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sonuclar iizerine faydasinin oldugu fakat bu faydalarin istatistiksel olarak anlamli
olmadigidir (203).

Nitrik oksit (NO) tiikenmesi SAK sonrasi gelisen serebral vazospazm
patogenezine etkildir(201). Bu nedenle, vazospazm tedavisi i¢in ¢esitli NO vericiler
arastirilmistir.  Deneysel ve klinik ¢aligmalarda NO tedavisinin vazospazm
insidansini azaltabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (111, 204).

Bir sentetik endotelin reseptdr antagonisti (ETRA) olan clazosentan,
subaraknoid kanamadan sonra vazospazm ig¢in olast bir tedavi yontemi olarak
aragtirtlmistir (205). Bir ¢alismada clazosentan intravendz inflizyonu vazospazmi
diisiirmiis ancak bu ¢alisma, morbidite ve mortalitedeki degisiklikleri hakkinda bilgi
vermemektedir (206). Ayrica vazospazmin tedavisi igin kullanilan ETRA'larin i¢in
2601 sayida hasta iceren bir calismada, ETRA'larin anjiyografik vazospazm
insidansini azalttigini fakat vasospazm ile iligkili serebral enfarktiisii veya mortaliteyi
tyilestirmedigii goriilmektedir (207).

Silostazol, iskemik periferik damar hastaligini tedavi etmek i¢in kullanilan
selektif bir fosfodiesteraz III inhibitoriidiir ve mikroglial aktivasyonu inhibe etmek
de dahil olmak {iizere anti-inflamatuar Gzellikler sergiler (208). Klinik caligmalar
silostazoliin vasospazm sikligini ve siddetini azaltmada etkinligini ortaya koymustur
fakat, silostazol i¢in ¢ok merkezli randomize bir klinik arastirmada, anjiyografik
vasospazmda bir azalma oldugu, ancak SAK sonrasi 6. ayda sonuglarda bir iyilesme
olmadigini gostermistir (209, 210).

Bu ¢alismalar, tek basina vazospazmanin SAK sonrasinda norolojik defisitleri
ve fonksiyonel sonuclari agiklayamayacagini ve vazospazmi iyilestirmeyi veya

onlemeyi hedefleyen tedavi stratejilerinin bagarili olamayacagini desteklemektedir

1.2.2.3.4.4 SAK Sonrasi Erken Beyin Hasarinda ve Gecikmis Norolojik
Bozulmada inflamasyonun Rolii

Inflamasyonun, SAK sonrasinda vaskiiler spazm sonucu doku hasarina
aracilik ettigi kadar, rejenerasyon veya iyilesme agisindan da dnemli rol oynadigi
distiniilmektedir (211). Yakin zamanda, "erken beyin hasar1" terimi SAK sonrasi
akut norolojik bozulma mekanizmalarini tanimlamak i¢in kullanilmistir (212). Erken

beyin hasari, SAK sonrasinda ortaya cikan hiicre 6liimii, serebral 6dem ve noronal
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fonksiyon bozuklugunu igerir. Vazospazm SAK sonrasinda klinik bozulmanin ana
nedenlerinden biri olmasma ragmen, son diisiince SAK sonrast kotii hasta
sonuglarma katkida bulunanin tek vazospazm olmadigi gergegine odaklanmistir
(213). Cogu hasta SAK sonrasinda norolojik bozulmaya gecikmis bir sekilde
geemektedir. Bu, tipik olarak SAK'dan 7 ila 14 giin sonra doruga c¢ikan serebral
vazospazmdan kaynaklanabilir, ancak vazospazm yoklugunda da ortaya c¢ikar. Bu
subakut ndrolojik diislis, "gecikmis ndrolojik bozulma" olarak adlandirilir ve
gecikmis iskemi (vazospazm olsun veya olmasin), nobetler ve atesler de dahil olmak
lizere birden fazla farkli sebepten kaynaklanabilir (213). Muhtemelen erken beyin
hasar1 ve gecikmis norolojik bozulma bir siireklilik boyunca ortaya ¢ikmaktadir.

Klinik olarak, hiicre Oliimiiniin, serebral 6demin ve vazospazmin
varh@ SAK sonrasmda kotii sonuglara neden olur. Insanlarda hiicre kaybimin
Ol¢iilmesi zor olsa da, manyetik rezonans gorlintilemeye dayanan SAK sonrasi
hipokampal ndronal kaybin kanit1 ve BOS'ta artmis norofilament seviyeleri, aksonal
bozulma ile klinik sonug¢ arasinda bir baglant1 oldugunu gostermekte, SAK sonrasi
fonksiyonel sonug¢ ile korelasyon gostermektedir. Diger ndrolojik hastaliklarda
oldugu gibi inflamasyon hem akut hasarda hem de iyilesmede ikili bir rol
oynamaktadir (214, 215).

Giliniimiize kadar yapilan hayvan calismalarindan elde edilen deneysel
kanitlar, inflamatuar yolaklarmi bloke etmenin SAK sonrasinda hem kan beyin
bariyeri bozulmasini Onleyebilecegi hem de noronal sagkalimi gelistirebilecegini
gostermektedir (216, 217). Fakat bu arastirmalara ragmen giiniimiizde SAK sonrasi
sonucu iyilestirmek icin anti-inflamatuvar tedavilerin kabul edilebilir bir kullanimi
yoktur
1.2.2.3.5 Vazospazmi Onleyici ve Tedavi Edici Yontemler
1.2.2.3.5.1 T1ibbi Terapiler

Kalsiyum kanal blokerleri, statinler, endotelyal reseptdr antagonistleri ve
bahsettigimiz antiinflamatuarlar dahil olmak {izere vasospazmi 6nlemek i¢in sayisiz
tibbi secenekler one siiriilmiistiir (218). Nispeten az sayida arastirma, vazospazmin
etkilerini tersine ¢evirmek veya en aza indirmek {izerine yogunlagmaktadir.

Neredeyse evrensel olarak var olan literatiir, randomize olmamis kiigiik, kontrolsiiz
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aragtirmalardan veya bir kontrol grubundan gelmektedir. Kesin terapétik tavsiyelerin,
daha yiiksek seviyede kanit olmadan onaylanmasi zordur.
1.2.2.3.5.2 Hemodinamik Arttirma

"Uglii H terapisi" (hipervolemi, hipertansiyon ve hemodiliisyon) klinik ve
radyografik vasospazmin medikal tedavisinin 6nemli bir yonii olarak kalmaya devam
etmektedir (219). Bu teknik intravaskiiler kan hacmini genisleterek, kan viskozitesini
disiiriip serebral kan akisini destekleyerek serebral kan akisini arttirir. Serebral
perflizyonun arttirilmasi hastalarin yaklasik% 75'inde semptomlart iyilestirir. Bu
stratejinin pulmoner d6dem ve hipoksemi gibi gelisebilecek komplikasyonlar1 ise
faydasini sinirlamaktadir. Literatiir, semptomatik vasospazmdan once Ug¢li H
terapisini desteklemez (220). Profilaktik hipervolemiyi degerlendiren g¢alismalar,
vazospazm insidansinda ve serebral iskeminin geciktirilmesinde bir azalma
gostermedigini tersine daha fazla tibbi komplikasyon ve artan bakim maliyetine
sebep oldugu gostermektedir (221).

Indiikte hipertansiyon, ge¢ serebral iskemi hastalarmin yaklasik iigte
ikisinde norolojik defisitlerin tersine ¢evrilmesi ile iliskilendirilmistir (222).
Arastirmacilar Oncelikle klinik ¢alismalarda kan basincini artirmak i¢in dopamine
odaklanmistir, fakat klinisyenler siklikla fenilefrin ve norepinefrin kullanmaktadir.
Dopaminin, doza baglh olmayan kardiyak output degisikliklerinden ve dopaminden
serebral kan akisindan dolay1 ve intrakranyal basincin arttirmasi dezavantajlaridir
(223, 224). Prospektif ¢aligmalara fenilefrinin, korunmus sol ventrikiil fonksiyonu ile
giivenli ve etkin oldugunu ortaya koymaktadir (225).

Milrinon inotropik bir ajan olup, siklik adenozin monofosfat (CAMP)
yolaklarla etkilesime girip fosfodiesteraz III inhibisyonu yaparak damarlarda
vazodilatator etki gostermektedir. Lannes ve ark. vazospazmi igin homeostatik
protokol ile tedavi edilen ve milrinon inflizyonunu igeren biiylik bir hasta serisini
sundu. Montreal Norolojik Hastane tarafindan yapilan bir calismada, sempatik
vazospazmi olan ve dvolemik hastalarda ortalama 9.8 giin infiizyon tedavisi verilen
88 hastaya milrinon uygulandi. Pulmoner 6dem, miyokardiyal iskemi, siddetli
hipotansiyon ve aritmi dahil tibbi komplikasyonlarin azaldigi1 goriildii. Hastalarin %

75'inde 1 yillik nérolojik sonuclar iyi olarak degerlendirildi. Bu bulgulara ragemn
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milrinonun vazospazmin medikal tedavisine giivenli bir ilave olabilmesi igin

prospektif kontrollii bir ¢alismaya ihtiya¢ duymaktadir (226, 227).

1.2.2.3.5.3 Vazorelaksanlar

Kalsiyum kanal blokerleri,vasospasm profilaksisinde  ve  tedavisinde
gecmisten bugiine yerini korumaktadir. Ozellikle nikardipin ve nimodipin
kullaniminm1 yaygin olup, intratekal verilmesini savunan yayimlarda bulunmaktadir
(228, 229). Bunlarin disinda ayrica NO ve magnezyum tedavilerininde vazorelaksan
etki gosterdigi goriilmektedir. Yalnmiz vazorelaksanlar, anjiografik olarak
vazodilatator etki gOstermesine ragmen, hastalarin vazospazma bagli klinik

durumlarinda belirgin diizelme gostermedigi goriilmektedir (230-232).

1.2.2.3.5.4 Girisimsel Terapiler
1.2.2.3.5.4.1 Tibbi Intraarteriyel Tedaviler

Papaverinin intra-arteriyel (IA) infiizyonu, refrakter vazospazmi ¢ozerek
vazodilatasyon olusturdugu ve norolojik defisitlerin iyilestirdigi diistiniilmektedir .
Bununla birlikte IA papaverinin etkinliginin siipheli yaklasaan, hatta paradoksik
vazospazma sebep olabilecegini bildiren yayinlarda mevcuttur (233).

Intra-arteriyel bir kateter yoluyla bolus tek doz 1A verapamil , semptomatik
vasospazmi diizelttigi beraberinde norolojik diizelmeyide sagladigi diisiiniilmektedir
(234). Bunun aksine bir caligmada ise IA verapamil'in damarlarin kalibresini
degistiremeyecegini ve basit vazodilatasyonun norolojik iyilesmeyi saglamayacagi
diistindiirmektedir (235). Ayrica IA bolus nikardipin anjiyografik spazmi azalttigi
goriilmektedir (236).
1.2.2.3.5.4.2 Mekanik intraarteriyel Tedavileri
1.2.2.3.5.4.2.1 Anjiyoplasti

Intraluminal balon anjiyoplasti ilk 6dnce 30 yil once bildirilmis ve muhtemelen
literatiirde refrakter vazospazm icin en iyi tedavilerden biridir. Literatiirde tedaviden
sonra hem damar ¢apinda hem de norolojik semptomlarda iyilesme gozlemlendigi
bildirilmistir. Anjiyoplasti ile ilgili baslica komplikasyonlar arasinda vaskiiler hasar

veya perforasyon, kanama ve 6liimde bulunmaktadir (237, 238).
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1.2.2.3.5.4.2.2 Aorta obstriiksiyonu

Vazospazmdaki serebral perflizyonun iyilestirilmesine yonelik yeni
yaklasimlar arasinda gegici aortik tikama bulunmaktadir. Karin aort liimenini
capinin% 70'ini tikamak icin femoral artere bir balon kateter yerlestirilir ve bobrek
arterlerinin hemen altinda sisirilir. Deneysel iskemik inmeli hastalarda aortik

tikanikligin serebral kan akigini iyilestirdigi gosterilmistir (239).

1.2.2.4 Hiicre Oliim Mekanizmalar1: Apopitoz, Nekroz ve Nekropitoz

Hiicre oliimii, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimini sekillendiren 6nemli bir
biyolojik siirectir. Bagisiklik sisteminde, hiicre 6liimiiniin bagisik hiicre gelisimi ve
patojen savunmasinda kritik rolleri vardir. Apoptoz, kromatin yogunlagsmas1 ve DNA
fragmantasyonunun oldugu diizglin bir hiicre 6liim seklidir. Apoptoz, TNF siiper
ailesindeki reseptorler (dissal yolak) veya mitokondriyal effektorlerin (igsel yolak)
dogrudan harekete gecirilmesi yoluyla tetiklenebilir. Kaspazlar, apoptozu
yonlendiren sistein proteazlaridir (240). Efektor kaspazlarin aktivasyonu sonrasinda
hiicre yiizeyinde yerlesim gosteren fosfatidil serinler (FS) tipki bir bayrak gorevi
gorerek Olmekte olan hiicrenin makrofajlar tarafindan fark edilerek fagositoz
edilmesini saglar (241). Apoptotik hiicrelerin  hizla temizlenmesi, zararh
enflamasyon riski minimuma indirir. Bu, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisme
sirasinda istenmeyen hiicreleri elimine edilmesinde tercih edilen ve baskin yol olan
apoptozun nedenini agiklar. Buna karsilik, nekroz, plazma membran biitiinl{igiiniin
hizli bir sekilde kaybedilmesi ile belirgindir. Nekrozdaki erken plazma zarinin
kopmasi, inflamasyonun gli¢lii uyaricilari olan DAMP'leri serbest birakir ve
enflamasyonun artan bir sekilde tetiklenmesini saglar (242). Bu nedenle, nekroz

genellikle enfeksiyonlarda ve enflamatuar hastaliklarda bulunur.

Patologlar tarihsel olarak apoptozis ile nekrozu birbirinden ayirmak ig¢in
morfolojiye giiveniyorlardi. Apoptoz hiicre kiigiilmesi, apoptotik cisimler ad1 verilen
membran kiimelesmesi ve kromatin yogunlasmasi ile belirgindir. Buna karsilik,
nekroz hiicre ve organel sisme ile iliskilidir ve kromatin yogunlagmasiyla sinirl
degildir. Biyologlar uzun siiredir nekrozu travma veya kaza sonucu yaralanmanin

sonucu olarak goriiyorlar. Bu goriis, simdi, nekrotik hiicre 6liimiinii kontrol eden
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adanmis molekiiler yolaklarinin varligini gosteren son gelismelerle revize edilmistir.

Apoptozu tanimlayan klasik belirteclerin bazen nekrozda saptanabildigi goriilmiistiir.

Ornegin, Annexin V boyama, erken apoptotik hiicrelerdeki plazma
membraninin dis kisminda FS'yi saptamak i¢in yaygmn olarak kullanilan bir
yontemdir. Bazi nekrotik hiicrelerde, FS’nin maruziyeti belirgin plazma zar kagisi
olmaksizinda tespit edildigi goriilmiistiir (243). FS maruziyetinin, apoptotik hiicreleri
fagositler tarafindan temizlenmesi i¢in isaretlemesi beklenir. Bununla birlikte,
nekrotik hiicreleri taniyan reseptorler de tarif edilmistir (244, 245). Dahasi, DNA
ipligini algilayan TUNEL boyama, sadece apopitozda degil, nekrotik hiicrelerde de
tespit edilir (246). Bu gozlemler apoptoz ve nekrozun morfolojik taniminin bu iki
hiicre 6lim modiiliinii ayirt etmek icin yetersiz oldugunu gdstermektedir. Bunun
yerine, genetik yolaklara dayali bir molekiiler tanimlama ihtiyag gostermistir.
"Programlanmis nekroz", "Diizenlenmis nekroz" veya "nekroptoz" gibi RIP kinaz
(RIPK) tarafindan indiiklenen nekrozu, tanimlamak i¢in kullanilmistir (247). Buna ek
olarak, belirli formlarda diizenlenmis nekroz RIP kinazlar1 olmadan da ortaya
cikabilir (248, 249). "Nekroptoz" terimi, RIPK'ya bagli nekrozu diger diizenlenmis
O0lim formlarindan ayirmak icin kullanilmaktadir. Nekropitozu ve inflamasyonu
kontrol eden yollar tlizerinde ¢akisan sinyal odaklar1 bulunmaktadir. Ortak sinyal
bagdastiricilarinin paylasimi, inflamasyon ile nekroptoz arasinda yakin bir baglanti

kurar (249).
1.2.2.4.1 Nekropitozun Molekiiler Mekanizmasi

Nekroptoz, 6lim reseptdrleri olan TNF siiper ailesi liyesi olan, TLR3, TLR4
ve interferon reseptorleri tarafindan aktive edilmektedir. Nekroptoz icin sinyal
yolagi, en iyi sekilde TNF reseptor 1 (TNFRI1) tizerinden karakterize edilmektedir.
TNFR1, TNF reseptor siiper ailesinin bir alt prototip tiyesi olup 6liim bolgesi olarak
adlandirilan énemli bir protein etkilesim alanim kontrol etmektedir. Oliim bolgesinde
TNFR1 oliim reseptorii disinda arasinda Fas / CD95 / APO-1, TRAIL reseptorii 1 ve
2, death reseptor 3 (DR3), DR6 ve ektodisplazin A reseptorii (EDAR)'de
bulunmaktadir. Bununla birlikte hiicre 6liimii sadece bu sinyal verme sonucu
gelismemektedir. NF-kB aktivasyonu, ¢ogunlukla, bu reseptorlerden kaynaklanan

dominant bir cevaptir. TNFR1 bu reseptorler arasinda baslica bir 6rnektir (249).
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Yapilan caligmalarda TNFRI1 trimerinin TNF ile ligasyonu sonrasinda
olusan sinyal "Kompleks " olarak adlandirilan kisa 6miirlii zar-sinyal kompleksinde
konformasyon degisikligine sebep olmaktadir. Bu membran kompleksi TRADD,
TRAF2, RIPK1, clAPL, clAP2 ve lineer ubiquitin zincir kompleksi kompleksi
(LUBAC) 'dan olusur. LUBAC i¢indeki E3 ligazlar1 cIAP1, cIAP2 ve HOIL-1,
Kompleks I igindeki bagdastiricilarin ¢ogunun kritik olarak kontrol edilmesinde
gorevlidir. Farkli tiirdeki Ubiquitin baglari, Kompleks I'de sinyal iletiminde ¢esitli
gorevleri bulunur (250-252). Sitosolik 6liimii indiikleyen TNFR1 kompleks I'den
TNFR1 kompleksi II'ye gegcisi bir ubiquitin zincir yapisinda olan cylindromatosis
(CYLD) aktivasyonu ile olmaktadir (253). TNFR1 kompleks II i¢inde, apoptotik
sistemin elemanlar1 olan FADD, c-FLIP ve kaspaz-8 bulunmaktadir ve bunlar
nekroptozun indiiksiyonunu baskilamaktadir.Kaspaz-8 proteolitik bdliinme yoluyla
RIPK1 ve RIPK3'i inaktive eder ve proapoptotik kaspaz aktivasyonu baglatilir (254).
CYLD, nekroz ve kaspaz-8 proteolizi i¢in gereklidir (255). Kaspaz-8 devre disi
birakildiginda veya yok oldugunda, RIPK1 ve RIPK3 parcalanmaz ve fosforile olur
(256). Daha sonra bir nekrozom olusturur ve hiicre nekroptozuna ugrar (254, 257).
Fosforile RIPK1 ve RIPK3 birlesimi kendi arasinda bir RIP kompleks olustururlar ve
sinyal iletimini mixed-lineage kinase domain-like (MLKL) proteine fosforillenmesini
saglayarak aktarir ve Fosforile MLKL, tetramers olusturur ve plazma membraninda
translokasyona sebebiyet vererek iceriye Ca2 + girigini baglatir (258, 259). Bunun
sonucunda membran biitlinliigli bozulmas: ile yeni DAMPs proteinleri nekropitozu
artan bir sekilde tetikler.Hangi molekiiler ge¢is mekanizmasinin, apoptoz veya
nekroptozisin yiiriitiiliip yiiriitiilmeyecegini kararlagtirdigi halen net degildir (260).
Nekroptoz, kaspazdan bagimsizdir ve kaspaz inhibitorleri tarafindan inhibe

edilememistir.

Nekropitozisin ~ proenflamatuar etkenlerin salinimina sebep oldugu
diistiniilmektedir (261). Nekroptozun hasara bagli molekiiler kaliplarin (DAMP'ler)
salinmasina yol ac¢tigi da gosterilmistir (262). Hiicre disi gevredeki DAMP’lar
inflamasyonu tetikler ve bu zincirleme bir reaksiyonla siirekli artarak devam eder.
Yiiksek mobilite gruplu protein B1 (HMGB-1), TLL-2 ve TLR-4 reseptorlerine

benzer reseptorlerden inflamasyonu baglatan tipik bir DAMP molekiiliidiir. Lau ve
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ark., RIPK1 / RIPK3 aracili nekroptozun HMGB-1 salinimimi diizenledigini
gostermistir (263, 264).

1.2.2.5 Nekrostatin-1 (NEC-1)

RIPK1 ve RIPK3'in nekropitozdaki rolii sebebiyle bu enzimlerin
inhibisyonu nekropitoza karsi iyi bir strateji olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla
RIPK1'e spesifik Nec-1, 2005 yilinda Degterev tarafindan insan ve fare hiicrelerinde
nekrotik hiicre 6liimiinii bloke eden bir bilesik olarak tanimlandi (265). Hayvan
modellerinde nekrostatinlerin ¢ok yararli oldugu deneysel sonuglarla birlikte
ispatland1 (266). Son zamanlarda, Nekrostatin-1 (veya Nec-1) olarak adlandirilan 5-
(IH-indol-3-ilmetil) -2-tiohidantoin'in, TNF- o ile uyarilan nekroptozisi inhibe ettigi
bildirilmistir (267, 268). Ancak bugiine kadar klinik dncesi asamada kullanilan bu
ilag daha ileri arastirmalara ihtiya¢g duydugundan klinik ¢aligmalarda heniiz

kullanilamamaktadir.
1.2.2.5.1 Necrostatin-1 ile ilgili Beyinde Yapilan Calismalar

Nekroptoz, yenidogan hipoksi-iskemi (HI) beyin hasarinda Onemli
yaralanma mekanizmas1 olarak bilinmektedir. Yenidogan HI fare modelinde, NEC-
I’in néronlarda RIPK1 ve RIPK3 etkilesimini bloke ederek, IL-1p , IL-6 ve TNF a
salmmin1  ve NF- KB aktivasyonunu inhibe etmektedir. Bu ¢alismalarla
noroinflamasyon baskilanarak Nekrostatin-1'in yenidogan beyin hasarina karsi

koruyucu olabilecegi gosterilmektedir (269, 270).

Nekroptozun travmatik beyin hasari sirasinda hiicre 6limii patogenezinde
kritik bir rol oynadig1 gosterilmistir (271). Nekrostatin-1 ile verilen farelerde, beyin
hasarinda azalma ve TBI sonrasi motor ve biligsel performansda iyilesme olmustur.
Nekrostatin-1'in beyin nétrofil infiltrasyonunu azalttigi ve mikroglial aktivasyonu

baskiladig1 da gosterilmistir (265).

Iskemik inme patolojisinde nekropitozun rolii Degterev ve ark. tarafindan
yapilan bir calismada gosterilmistir. Intraserebroventrikiiler NEC-1 uygulamast,
infark hacmini belirgin bir sekilde diisiirerek inme ig¢in terapétik bir potansiyele sahip

oldugunun bu ¢aligmada gostermektedir (265).
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Hemorajik inme sonrasi nekropitotik hiicre 6liimiiniin rolii tespit edilmistir ve
intraserebral hemoraji olusturulan fare modelinde, NEC-1 uygulamas: sonrasi
hematom hacmi, néronal hiicre Sliimii, reaktif astrogliosisi ve norovaskiiler hasari
onemli Olgiide azaldigr goriilmiis ayrica NEC-1 tedavisinden sonra noérolojik

sonuglarda da anlamli olarak diizelme saglanmistir (21).

Re ve ark.nin yaptig1 bir ¢alismada nekropitozisin, hem sporadik hem de
ailesel amyotrofik lateral skleroz tipinde (ALS) ndrodejenerasyonunda kilit rol
oynadig1 goriilmiistiir. Sporadik ve ailesel ALS astrositlerinde, RIPK1'e bagimli
sekilde nekropitoz sonrasi ndronal 6limiin gergeklestigi ve NEC-1’in, ALS'de fare

motor ndron kaybini 6nledigi gosterilmistir (272).

Nekropitozun, Alzheimer ve Parkinson hastaliklart  gibi  kronik
norodejenerasyon ile iligkili néronal hasardan sorumlu oldugu goriilmistiir (273).
NEC-1 ile tedavi, hipokampal HT-22 hiicrelerini glutamata bagli oksitoza karsi
korur. Ayrica siganlarda NMDA ile indiiklenen kortikal hasar etkilerinin NEC-1 ile
azaltilabildigi de gosterilmistir  (274). 24-S-hidroksikolesterol  (24-S-OHC)
molekiiliiniin, ndroblastoma hiicrelerinde nekropitozis yoluyla noronal hiicre
oliimiine neden oldugu bulunmustur (275). Bu 24 S- OHC molekiilii, genellikle
Alzheimer hastaligi olan hastalarda artmis seviyelerde, beyinde bir kolesterol
eliminatorii olarak bulunmaktadir (276). Nekrostatin-1 tedavisi ile, 24 S -OHC ile
indiiklenen hiicre 6liimiinii onemli derecede bastirdig1 yapilan ¢alismalarda gosterildi

(277, 278).
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1.2.3 GEREC ve YONTEM

1.2.3.1 Deney Gruplari

Bu calisma, Erzurum Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 05.08.2016 tarih ve 130 numarali alinan izinle yapildi.

Calismada, toplam 60 adet her biri 300-400 gram agirliginda Wistar cinsi
erkek albino rat kullanildi. Kullanilan 60 adet rattan bir tanesi, deneysel islem
sirasinda kaybedildi ve gruplardaki kalan rat sayilar istatistiksel veriler olusturmak
acisindan yeterli sayilara ulastifindan o6len ratin yerine yenisi konulmadi.
Degerlendirme 59 rat iizerinden yapildi. Ratlar, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Tiim deneysel islemler sirasinda
Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi’ne sadik
kalindi. Ratlar, tim calisma boyunca oda sicakliginda tutuldu; takipleri siiresince
yemek icmekte serbest birakildi. Calismamizda, hala deneysel subaraknoid kanama

modelleri arasinda tercih edilen tekli kanama modeli kullanildi ve toplam deney

stiresi 48 saat olarak belirlendi (144, 279).

Ratlar alt1 gruba ayrildi. Bu gruplar asagida belirtilmektedir:

1. Grup (kontrol grubu, n=10): Her hangi bir miidahale yapilmayan denekler
perflizyon fiksasyon yontemi ile dekapite edildikten sonra alinan beyin
orneklerinden baziler arter alanlar1 ve baziler arter duvar kalinliklari
incelendi.

2. Grup (sham grubu, n=10): Subaraknoid kanama olusturulmaksizin sisterna
magnaya 0.15 cc steril serum fizyolojik verildikten bir saat sonra perfiizyon
fiksasyon yontemi ile dekapite edilerek alinan beyin Orneklerinden baziler
arter alanlar1 ve baziler arter duvar kalinliklar1 incelendi.

3. Grup (subaraknoid kanama grubu, n=10): Sisterna magnaya tek sefere
mahsus 0.15 cc otolog nonheparinize kan enjekte edildikten bir saat sonra
perfiizyon fiksasyon yontemi ile dekapite edilerek alinan beyin 6rneklerinden
baziler arter alanlar1 ve baziler arter duvar kalinliklari incelendi.

4. Grup (subaraknoid kanamadan 48 saat sonra dekapite edilen grup,

n=9): Sisterna magnadan 0.15 cc otolog nonheparinize kan verildikten sonra
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48 saat siire ile takip edilen ve ardindan perflizyon fiksasyon yontemi ile
dekapite edilerek alinan beyin 6rneklerinden baziler arter alanlar1 ve baziler
arter duvar kalinliklar1 incelendi.

5. Grup (proflaktik NEC-1 verildikten sonra subaraknoid kanama yapilan
grup, n=10): NEC-1 intrasisternal yolla verildikten onbes dakika sonra
sisterna magnaya 0.15 cc otolog nonheparinize kan enjekte edilip takip eden
birinci saatte perflizyon fiksasyon yontemi ile dekapite edilerek alinan beyin
orneklerinden baziler arter alanlar1 ve baziler arter duvar kalinliklar
incelendi.

6. Grup (subaraknoid kanama sonrasi NEC-1 verilip 48 saat sonra
dekapite edilen grup, n=10): Sisterna magnaya 0.15 cc otolog
nonheparinize kan enjekte edilip 24. saat tek doz intrasisternal yolla NEC-1
verildikten 24 sonra perfiizyon fiksasyon yontemi ile dekapite edilirek alinan
beyin orneklerinden baziler arter alanlar1 ve baziler arter duvar kalinliklart

incelendi.

1.2.3.2 Cerrahi islem

Denekler islem oncesi sekiz saat siire ile a¢ birakildi. Intramiiskiiler ketamin
hidrokloriir 50 mg/kg ve xylazin 5 mg/kg ile anestetize edilen denekler, yapilacak
isleme gore supin veya prone pozisyonda masaya tespit edildi ve deneklerin islem
yapilacak anatomik sahalar1 islem Oncesinde traglanarak dezenfekte edildi. Deneyler
sirasinda  kullanilan NEC-1, Sigma-Aldrich® firmasi1 tarafindan iretilmistir ve
katalog numarast N9037’dir. Uretici firma tarafindan iyofilize halde -20°C’de
saklanarak teslim edilen NEC-1, oda sicakliginda Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Laboratuvari’nda dimetil siilfoksit (DMSO) yardimu ile diliie edildi.

1. Grup: Kontrol grubuna anestezi uygulandiktan sonra ratlarda deneysel ve
cerrahi teknikler arasinda bulunan kalpten kan alma islemi, usuliine uygun bir
sekilde sol el isaret parmagi ile kalp atimi tespit edilip atim alinan noktanin
lateralindeki interkostal araliktan perkiitan yolla kalbin sol ventrikiiliine
girilerek yaklasik 10 cc kan almip ventrikiil icerisine 10 cc steril serum
fizyolojik ve sonrasinda 20 cc % 10’luk formaldehit (FA) inflizyonu yapilip

perflizyon fiksasyon islemi tamamlandi. Yaklasik 10 dakika sonra foramen
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magnumdan frontal bolgeye kadar uzanan kraniektomi yapilarak beyin

dokusu ¢ikarildi ve FA icerisine konuldu (Sekil 1).

Sekil 1. Kontrol grubuna ait bir denekte perfiizyon fiksasyon iglemi yapildiktan sonra oksipitoservikal
bolgeden frontale dogru yapilan kraniektomi sonrasi ¢ikarilan beyin dokusunun ventral ve dorsal
acidan goriiniimleri.

2. Grup: Sham grubuna anestezi uygulandiktan sonra ratlar prone pozisyonda
operasyon masasina alinarak dnceden traslanmis olan oksiput-C1 arasi1 bolge
tespit edildi. Steril 26 G insiilin enjektori ile transperkiitan olarak sisterna
magnaya girilerek BOS geldigi goriildii ve 0.15 cc steril serum fizyolojik
cekilmis olan enjektdriin haznesi sisterna magnadaki enjektoriin igne kismina
takilarak sisterna magnaya steril serum fizyolojik enjekte edildi (Sekil 2).
Ratlar bir saat siire ile takibe alindi. Bir saatin sonunda kalbin sol
ventrikiiliinden yaklasik 10 cc kan alinip ventrikiil i¢erisine 10 cc steril serum
fizyolojik ve sonrasinda 20 cc % 10’luk FA infiizyonu yapilarak perfiizyon
fiksasyon islemi tamamlandi. 10 dakika sonra foramen magnumdan frontal
bolgeye kadar uzanan kraniektomi yapilarak beyin dokusu ¢ikarildi ve FA
igerisine konuldu.

3. Grup: SAK grubuna anestezi uygulandiktan sonra supin pozisyonda
operasyon masasina alinip kalbin sol ventrikiiliine steril insulin enjektori ile
girilerek 0.15 cc otolog kan alindi (Sekil 3) ve denege prone pozisyon
verilerek oksiput-C1 arasi tespit edildi. Baska bir steril insulin enjektori ile

transperkiitan yolla sisterna magnaya girilerek BOS geldigi tespit edilip,
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icerisinde kan bulunan enjektoriin hazne kismi alinarak sisterna magnadaki
enjektoriin igne kismina takildi ve sisterna magnaya nonheparinize otolog kan
enjekte edildi (Sekil 3).Enjeksiyon sonrasi ratlar 15 dakika bas asagi sekilde
tutuldu. Bir saat takip edilen ratlarin stupor halde olduklar1 goriildii. Bir saatin
sonunda perkiitan yolla kalbin sol ventrikiiliine girildi. Sol ventrikiilden kan
alindiktan sonra ventrikiil igerisine 10 cc steril serum fizyolojik ve sonrasinda
20 cc % 10’luk FA inflizyonu yapilarak perfiizyon fiksasyon islemi
tamamlandi.10 dakika sonra foramen magnumdan frontal bélgeye kadar

uzanan kraniektomi yapilarak beyin dokusu ¢ikarildi ve FA igerisine konuldu.

Sekil 2. Sisterna magnaya 0.15cc steril serum fizyolojik enjeksiyonu
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Sekil 3. Soldaki resimde supin pozisyondaki denekte kalbin sol ventrikiilinden otolog kan
almmas1 goriilmekte olup, sagdaki resimde alinan kanin sisterna magnaya enjekte edilisi
gosterilmektedir.

Sekil 4. SAK olusturulan grupta kraniektomi sonrasi gikarilan beyin dokusu

4. Grup: Anestezi uygulandiktan sonra supin pozisyonda operasyon masasina
alinip kalbin sol ventrikiiliine steril insulin enjektorii ile girilerek 0.15 cc
otolog kan alinip rata prone pozisyon verildi ve oksiput-C1 arasi tespit edildi.
Baska bir steril insulin enjektorii ile transperkiitan yolla sisterna magnaya
girilerek BOS geldigi tespit edildi ve i¢erisinde kan bulunan enjektoriin hazne
kismi alinip sisterna magnadaki enjektoriin igne kismina takilarak sisterna
magnaya nonheparinize otolog kan enjekte edildi. 48 saat siire ile takip edilen
ratlarin islem sonrasi yaklasik bir saat siire ile stupor olduklari, ilerleyen

saatlerde suurlarinin kademeli olarak agildigt ve motor kuvvetin normal
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oldugu goriildii. 48 saatin sonunda perkiitan yolla kalbin sol ventrikiiliine
girildi. Sol ventrikiilden kan alindiktan sonra ventrikiil igerisine 10 cc steril
serum fizyolojik ve sonrasinda 20 cc % 10’luk FA inflizyonu yapilarak
perfiizyon fiksasyon islemi tamamlandi. 10 dakika sonra foramen
magnumdan frontal bolgeye kadar uzanan kraniektomi yapilarak beyin
dokusu ¢ikarildi ve FA igerisine konuldu.

Grup: Anestezi uygulandiktan sonra intrasisternal 2.6 uq NEC-1 enjekte
edilen ratlar, onbes dakika sonra supin pozisyonda operasyon masasina alinip
kalbin sol ventrikiiliine steril insulin enjektorii ile girilerek 0.15 cc otolog kan
alind1 ve rata prone pozisyon verildi. Oksiput-C1 arasi tespit edildi. Baska bir
steril insulin enjektdrii ile transperkiitan yolla sisterna magnaya girilerek BOS
geldigi tespit edilip, icerisinde kan bulunan enjektoriin hazne kismi alinarak
sisterna magnadaki enjektoriin igne kismina takildi ve sisterna magnaya
nonheparinize otolog kan enjekte edildi. Ratlar bir saat siire ile takibe alindi.
Bir satin sonunda perkiitan yolla kalbin sol ventrikiiliine girildi. Sol
ventrikiilden kan alindiktan sonra ventrikiil icerisine 10 cc steril serum
fizyolojik ve sonrasinda 20 cc % 10’luk FA infiizyonu yapilarak perfiizyon
fiksasyon islemi tamamlandi. 10 dakika sonra foramen magnumdan frontal
bolgeye kadar uzanan kraniektomi yapilarak beyin dokusu ¢ikarildi ve FA
igerisine konuldu.

Grup: Anestezi uygulandiktan sonra supin pozisyonda operasyon masasina
alinip kalbin sol ventrikiiliine steril insulin enjektorii ile girilerek 0.15 cc
otolog kan alinip rata prone pozisyon verildi ve oksiput-C1 arasi tespit edildi.
Bagka bir steril insulin enjektorii ile transperkiitan yolla sisterna magnaya
girilerek BOS geldigi tespit edildikten sonra, igerisinde kan bulunan
enjektoriin hazne kismi alinip sisterna magnadaki enjektoriin igne kismina
takilarak sisterna magnaya nonheparinize otolog kan enjekte edildi. Sisterna
magnaya kan enjekte edildikten sonraki 24. saatte tek doz intrasisternal 2.6uq
NEC-1 enjekte edilen ratlar, 48 saat siire ile takibe alindi. Takiplerinin birinci
saatinde stupor halde olan ratlarin birinci saatten sonra kademeli olarak
suurlarinin  agildigt ve 48. saattin sonunda suurlarimin  agik motor

kuvvetlerinin tam oldugu tespit edildi. 48.saatte perkiitan yolla kalbin sol
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ventrikiiliine girildi. Sol ventrikiilden kan alinip ventrikiil igerisine 10 cc steril
serum fizyolojik ve sonrasin da 20 cc % 10’luk FA inflizyonu yapilarak
perfiizyon fiksasyon islemi tamamlandi. 10 dakika sonra foramen
magnumdan frontal bolgeye kadar uzanan kraniektomi yapilarak beyin

dokusu ¢ikarildi ve FA igerisine konuldu.

1.2.3.3 Spesmenleri Inceleme Yontemleri

Alinan dokularin histolojik inceleme igin hazirlanmasi Atatiirk Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvari’nda yapilmis olup, histolojik incelemeler Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Makroskopik inceleme, foramen magnumdan frontal bolgeye kadar uzanan
kraniektomi yapilarak beyin dokulari c¢ikarildi. Beyin dokulari baziler arterin
anatomik seyri goz oniinde bulundurularak iist sinir mamiller cisimler, alt sinir pons
ile bulbusun birlesim noktas1 olacak sekilde proksimal, orta ve distal kisimlardan
kesitler aliarak (Sekil 5) rutin takip islemi icin SAKURA® firmasinin iirettigi

Tissue-Tek VIP adli doku takip cihazi igerisine yerlestirilerek izleme alindi.

Sekil 5. Fiksasyon sonrasi alinan dokular ve dokulardan alinan kesitler

Histolojik inceleme, takip islemi tamamlanan dokular, parafin bloklara
gomiildii. Hematoksilen & Eosin ve TUNEL boyalart uygulamak i¢in 0.5

mikrometre (um) kalinlikta kesitler alindi. Her bir rata ait baziler arterden proksimal,
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orta ve distal kisimlar olmak iizere ¢ikarilan iiger kesit, 10’luk, 100’lik ve 200’Lik

magnifikasyonla incelendi.

Stereolojik Incelemede kesitler, gruplarin dagilimmi bilmeyen iki patolog
tarafindan Leica marka 151k mikroskopu altinda MBF® Bioscience firmasina ait
Stereo Investigator adli yazilim esliginde bilgisayar ortaminda incelendi ve baziler
arter limen alanlarinin dl¢tilmesi ve kesitlerin fotograflanmasi bu program yardimi
ile yapildi Arter liimen alani, her bir rata ait baziler arterin ii¢ farkli kesiti, endotel
tabakalar1 boyunca bilgisayar ortaminda “Stereo Investigator” program yardimi ile
cizilerek metrik olarak belirlendi ve ii¢ kesitin ortalamasi nihai deger olarak
kaydedildi (Sekil 6). Damar duvar kalinliklar1 da, her bir rata ait baziler arterin {i¢

farkl kesiti, metrik olarak ol¢iiliip ortalamasi alinarak nihai deger olarak kaydedildi.
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Sekil 6. 200°lik biiylitmede stereolojik olarak baziler liimen alani dlgiimil (beyaz oklarla gdsterilen
kirmiz1 hat).

Istatistik Incelemede her bir denege ait ortalama baziler arter liimen alan1 ve gruplara
ait ortalama baziler arter liimen alanlari, baziler arter duvar kalinliklar1 ve gruplara
ait ortalama baziler arter duvar kalinliklar1 stereolojik yontemle Olgiilerek sonuglar,
One-way ANOVA (analysis of variance) igerisinde LSD (least significant difference)
testine tabi tutuldu.
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1.2.4 BULGULAR

1.2.4.1 Makroskopik inceleme

Grup 1 ve 2’den alinan beyin 6rnekleri normal beyin dokusu goriiniimiinde
idi. Grup 3 ve 5’den alinan beyin drneklerinde beyin dokusunun 6demli oldugu ve
kirmiz1 taze kanin bazal sisternalara goriiniir bir sekilde yayildigini tespit ettik. Grup
4 ve 6’'nin az 6demli oldugu ve koyu kirmizi-siyah renkli subakut kanamanin bazal

sisternalara goriiniir bir sekilde yayildig izlendi.

1.2.4.2 Histolojik inceleme

Grup 1 ve 2’nin histolojik incelemeleri benzer ozellik gosterdi. Isik
mikroskobik incelemede arter duvarinin i¢ten disa dogru normal histolojik yapida
intima, media ve adventisya tabakalarimi igerdigi goriildii. Arter liimeni agik ve
diizgiin olarak izlendi. Liiminal yiizde, tek sira yassi endotel hiicreleri ile dosenmisti.
Media tabakasi birbirine paralel, sirkiiler seyirli diiz kas hiicre tabakalarindan
olugsmustu. Adventisya tabakasi gevsek bag dokusu yapisinda izlendi. Perivaskiiler
alan ve ¢evre sinir dokusu normal histolojik yapida degerlendirildi. TUNEL boyama
yapilan preparatlarda endotel, media ve adventisya tabakalarinda apopitozu

diisiindiiriicek morfolojik bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 7, 8).

Sekil 7. Kontrol grubuna ait bir denegin baziller arter kesiti
A) Normal morfolojiye sahip baziller arter goriiniimil (siyah ok), H&E, x100
B) Apopitotik/ Nekropitotik hiicre 6liimii gérillmemis baziller arter goriinimii (siyah ok),
TUNEL, x200
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Sekil 8. Sham grubuna ait bir denegin baziller arter kesiti

A) Normal morfolojiye sahip baziller arter gériintimii (siyah ok), H&E, x100

B) Apopitotik/ nekropitotik hiicre 6liimii gériilmemis baziller arter goriiniimii (siyah ok),
TUNEL, x200

Grup 3’ te yapilan histolojik incelemede H&E boyama yapilan preparatlarda
endotel tabakada yer yer kivrimlagmanin oldugu, damar duvar kalinliginin arttigi,
damar limen alanmin azaldigi ve media tabakasinin diiz kas hiicrelerinin
kontraksiyonunda artis oldugu ve boylarinin kisaldigr saptandi. Diiz kas hiicrelerinde
sitoplazmik vakuolizasyon ve sisme gozlendi. TUNEL boyama yapilan preparatlarda
endotel, media ve adventisya tabakalarinda apopitozu diisiindiiriicek morfolojik bir
degisiklik gbzlenmedi.Endotel hiicrelerinde liimene dogru ¢ikinti, perinuklear alanda

intraselliiler 6dem ve yer yer alttaki elastik laminadan ayrilmalar goriildii ( Sekil 9).
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Sekil 9. SAK grubuna ait bir denegin baziller arter kesiti

A) Baziller arter lumen alaninda daralma, damar duvarinda kalinlasmag(gift uglu siyah ok),
endotelde kivrimlagsma (siyah ok) ve subaraknoid mesafede perivaskiiler alanda kan
elemanlari (siyah yildiz), H&E, x100

B) Endotel kivrimlagmalarin belirgin oldugu (siyah oklar), sitoplazmik vakuolizasyonun
goriildugi (kirmuzi ok) ve apopitotik/ nekropitotik hiicre 6liimii goriilmemis baziller
arter goriinimii TUNEL, x200

Grup 4’te endotel hiicrelerinin nukleuslarinin liimene dogru ¢ikinti yaptigi,
lamina elastika internanin kivrintili seyrettigi ve media tabakasi diiz kas hiicrelerinde
belirgin kontraksiyon oldugu saptandi. Ayrica diiz kas hiicrelerinde yer yer

sitoplazmik vakuolizasyon izlendi. TUNEL boyama yapilan preparatlarda endotel,
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media ve adventisya tabakalarinin her birinde apopitozu diislindiiriicek belirgin

morfolojik degisiklikler izlendi (Sekil 10).

Sekil 10. Subaraknoid kanamadan 48 saat sonra dekapite edilen gruba ait bir denegin baziller arter
kesiti

A) Baziller arter lumen alaninda daralma, damar duvarinda kalinlagma (¢ift uglu siyah ok),
endotelde kivrimlasma (siyah oklar) ve subaraknoid mesafede perivaskiiler alanda kan
elemanlart (siyah yildizlar), H&E, x100

B) Damar duvarinda sitoplazmik vakuolizasyonun goriildiigi (kirmizi oklar) ve endotel,
media ve adventisya tabakalarmm her birinde apopitotik hiicre Sliimiiniin izlendigi
(siyah oklar) baziller arter goriiniimii, TUNEL, x200
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Grup 5’ te H&E boyama yapilan preparatlarda endotel tabakada yer yer
kivrimlagmalarin oldugu, damar duvar kalinliginin ve damar lumen alaninin belirgin
artmadigi, media tabakasi diiz kas hiicrelerinde sitoplazmik vakuolizasyon
morfolojik olarak izlenmedigi goriildi. TUNEL boyama yapilan preparatlarda
endotel, media ve adventisya tabakalarinin her birinde apopitozu diistindiiriicek

morfolojik degisiklikler izlenmedi (Sekil 11).

o AT ‘_-
- ”,X" = :
: . . R

Sekil 11. Profilaktik olarak NEC-1 verildikten sonra SAK olusturulan gruba ait bir denegin baziller
arter kesiti

A) Damar duvar kalinliginin ve damar lumen alanmin belirgin artmadigt (¢ift uglu siyah
oklar) baziller arter ve damar etrafindaki subaraknoid mesafede kan elemanlari mevcut
(siyah y1ldiz). H&E, x100

B) Endotelyal kivrimlagsmalarin yer yer goriildiigii (siyah oklar) ve apopitotik-nekropitotik
hiicre 6liimiiniin goriilmedigi baziller arter goriinimii  TUNEL, x200
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Grup 6’da endotel tabakada kivrimlagsmalarin oldugu, damar duvar
kalinligmin ve damar lumen alanmin arttigi goriildii. TUNEL boyama yapilan
preparatlarda ise endotel, media ve adventisya tabakalarinin yer yer apopitoz
goriilmektedir. Endotel hiicrelerinin nukleuslarinin liimene dogru ¢ikinti yaptigi,
lamina elastika internanin kivrintili seyrettigi ve media tabakasi diiz kas hiicrelerinde
kontraksiyon oldugu saptandi. Ayrica diiz kas hiicrelerinde yer yer sitoplazmik

vakuolizasyon izlendi (Sekil 12).

[

Sekil 12. SAK olusturulan 24.saatte NEC-1 verilip 48.saatten sonra dekapite edilen grupa ait bir
denegin baziller arter kesiti

A) Baziller arter damar duvar kalinligi ve damar liimen alaninin kontrol grubuna yakin
oldugu, kontrol grubundan farkli olarak endotelyal kivrimlagsmanin belirgin oldugu
(siyah oklar) goriilmekte H&E, x100

B) Damar duvarinda yer yer sitoplazmik vakuolizasyon izlendigi (mavi ok), baziler artere ait
intima, media ve adventisya tabakalarin TUNNEL pozitifliginin (siyah ok) yer yer
izlendigi ve endotelyal kivrimlagmanin belirgin oldugu (kirmizi oklar) goriilmekte
TUNEL, x200
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1.2.4.3 Stereolojik Inceleme

1.2.4.3.1 Stereolojik Olarak Olciilen Baziler Arter Liimen Alam

Grup 1, stereolojik olarak oOlgiilen baziller arter limen alani denekler
icerisinde en kiiciik 401,12 pm? en biyiik 813,11 pm?® ortalama 612,33 + 142,1
um? olarak 6lgiildii (tablo 4, 5). Grup 2, stereolojik olarak olgiilen baziller arter
limen alan1 denekler igerisinde en kiigiik 504,18 pm?, en biiyiik 701,21 um? ortalama
583,53 + 68,4 pum? olarak olciildii (tablo 4, 5). Grup 3, stereolojik olarak Slgiilen
baziller arter limen alan1 denekler igerisinde en kiigiik 236,60 umz, en bliylik 316,48
um? ortalama 296,16 + 35,6 um? olarak Slgiildii. Grup 4, stereolojik olarak dl¢iilen
baziller arter liimen alani denekler igerisinde en kiigiik 477,20 um?, en biiyiik 632,31
um? ortalama 558,42 + 54,3 umz olarak olc¢iildii Grup 5, stereolojik olarak dlgiilen
baziller arter liimen alani denekler igerisinde en kiiciik 470,22 umz, en bliylik 629,14
um? ortalama 559,46 + 54,3 pmz olarak o6l¢iildii. Grup 6, stereolojik olarak 6l¢iilen
baziller arter liimen alani denekler igerisinde en kiigiik 477,44 um?, en biiyiik 610,12
umz ortalama 527,64+ 47,6um2 olarak o6lgiildii (Tablo 4, 5).

Tablo 4. Stereolojik Olarak Olgiilen Her Bir Denege Ait Ortalama Baziler Arter Liimen Alan1 (um?)

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Denekler (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
1. denek 801,96 532,11 311,21 575,32 510,51 610,12
2. denek 703,31 545,41 316,48 488,21 470,22 488,34
3. denek 466,22 566,12 288,17 616,20 530,34 495,20
4. denek 484,90 633,29 274,41 632,31 580,40 513,22
5. denek 603,40 504,18 375,10 614,40 505,22 524,31
6. denek 711,61 678,17 236,60 491,10 610,21 511,28
7. denek 813,11 701,21 301,90 477,20 625,71 565,29
8. denek 544,42 532,20 277,42 531,12 570,30 600,10
9. denek 593,23 534,50 288,89 578,43 562,57 491,12
10. denek 401,12 611,10 291,40 - 629,14 477,44
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Tablo 5. Stereolojik Olarak Olgiilen Baziler Arter Ortalama Liimen Alanlar

Gruplar Baziler Arter Liimen Alanmi (um?)
Grup 1 612,3280 + 142,07140
Grup 2 583,5290 + 68,37807

Grup 3 296,1580 + 35,62382

Grup 4 558,4230 + 54,29899

Grup 5 559,4620 + 54,29899

Grup 6 527,6440+ 47,61757

1.2.4.3.2 Stereolojik Olarak Olgiilen Baziler Arter Duvar Kalinhg

Grup 1, stereolojik olarak Olgiilen baziller arter duvar kalinligi denekler
igerisinde en kii¢iik 19,9 um, en biiyiik 21,6 um ortalama 21,1200 + 1,07269 pm
olarak ol¢iildii. Grup 2, stereolojik olarak o6lciilen baziller arter duvar kalinlig
denekler igerisinde en kiiclik 20,4 pum, en biiyilk 24,4 pm ortalama 22,4300 +
1,37925 um olarak olgiildii. Grup 3, stereolojik olarak Olgiilen baziller arter duvar
kalinlig1 denekler igerisinde en kii¢iik 22,1 pm, en biiyiik 32,2 um ortalama 27,8000
+ 2,73496 um olarak olciildii. Grup 4, stereolojik olarak olgiilen baziller arter duvar
kalinlig1 denekler igerisinde en kiiciik 23,3 pm, en biiyiik 26,8 um ortalama 23,8500
+ 1,12571 pum olarak ol¢iildii. Grup 5, stereolojik olarak olgiilen baziller arter duvar
kalinlig1 denekler igerisinde en kiigiik 20,4 um, en biiyiik 22,9 um ortalama 21,6400
+ 0,87965 um olarak olciildii. Grup 6, stereolojik olarak olgiilen baziller arter duvar
kalinlig1 denekler igerisinde en kiiciik 23,0 pm, en biiyiik 27,6 um ortalama 23,7500
+ 1,59878 um olarak olgiildii (Tablo 6, 7).
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Tablo 6. Her Bir Denege Ait Ortalama Baziler Arter Duvar Kalinliklar1 (um)

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Denekler (n:8) (n:8) (n:9) (n:6) (n:10) (n:9)
1. denek 20,1 22,8 22,1 24,6 22,9 24,2
2. denek 20,8 23,1 29,4 24,2 22,9 23,0
3. denek 21,1 23,2 29,2 25,3 21,6 23,7
4. denek 21,6 20,4 29,1 25,5 21,4 23,6
5. denek 20,8 24,1 27,2 24,3 22,4 23,9
6. denek 20,7 21,8 32,2 24,5 20,9 23,8
7. denek 19,9 20,9 28,1 24,9 20,4 24,4
8. denek 21,1 22,7 29,4 23,3 21,3 26,4
9. denek 21,3 24,4 30,7 26,8 21,9 27,6
10. denek 23,8 20,9 30,6 - 20,7 26,9

Tablo 7. Baziler Arter Ortalama Duvar Kalinliklar1

Gruplar Baziler Arter Duvar Kalinhgi (um)
Grup 1 21,1200 + 1,07269
Grup 2 22,4300 + 1,37925
Grup 3 27,8000 £ 2,73496
Grup 4 23,8500 + 1,12571
Grup5 21,6400 + 0,87965
Grup 6 23,7500 £ 1,59878

1.2.4.4 Histopatolojik Olarak Baziler Artere Ait Elde Edilen Olciim
Sonuclarimn istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Bu sonuglara gére damar liimen alanlarina bakildiginda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak dordiincii ve altinci gruplar az anlamli, diger gruplar anlamsizdir.
Sham grubuna gore ise istasitiksel olarak yine tigiincii grup ¢ok anlamli, diger gruplar
ise anlamsizdir. SAK olusturulduktan bir saat sonra dekapite edilen gruba gore ise
tim gruplar istatistiksel olarak ¢ok anlamhidir (p<0,001). SAK sonrasi 48.saatte
dekapite edilen gruba gore ise yine tiglincii grup ¢ok anlamli(p<0,001), diger gruplar
ise anlamsizdir. Proflaktik olarak NEC-1 verilip sonrasinda SAK olusturulan ve bir
saat sonra dekapite edilen gruba gore ise istatistiksel olarak ii¢ilincii grup ¢ok anlaml

(p<0,001), diger gruplar anlamli degildir. SAK olusturulup 24.saatte NEC-1 verilip,
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48.saatte dekapite edilen gruba gore istatistiksel olarak tiglincii grup ¢ok anlamli
(p<0,001), altinc1 grup az anlamli (p<0,01) ancak diger gruplar anlamsizdir ( Tablo
8, Sekil 13).

Tablo 8. Baziler Arter Liimen Alanlariin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Baziler Arter Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6

Liimen Alani
Grup1 612 ) ) * ¢) *
Grup 2 Q] 583 o Q] ¢) Q]
Grup 3 *k*k *kk 296 *k*k *k*k **k*k
Grup 4 Q] ) e 558 ¢) )
Grup 5 Q] ) e Q] 559 Q]
Grup 6 * ) falaied ) ) 527

p<0,05 = *- az anlamli, p<0,01 = **- anlamli, p<0,001 = ***- cok anlaml1, (-) =anlamsiz

Basiller arter liimen alani (um2)

700,0000

00,0000
500,0000
400,0000
300,0000
200,0000
100,0000

0,0000

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6

Sekil 13. Baziler arter liimen alanlarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucu 3. Grubun diger
gruplara gore anlamli oldugunu gésteren grafik.

Bu sonuglara gore ise damar duvar kalinliklarina bakildiginda kontrol grubu
ile liglincii, dordiincii ve altinct gruplar ¢ok anlamli, ikinci ve besinci gruplar anlamli

degildir. Sham grubuna gore ise istatistiksel olarak yine tiglincii grup ¢ok anlamli,
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diger gruplar istatistiksel olarak anlamli degildir. SAK olusturulduktan bir saat sonra
dekapite edilen gruba gore ise birinci, ikinci ve besinci gruplara gore istatistiksel
olarak ¢ok anlamli (p<0,001), dordiincii ve altinci gruplara gore ise anlamli (p<<0.01)
olarak degerlendirildi. SAK sonras1 48.saatte dekapite edilen gruba gore ise tigiincii
grup c¢ok anlamli (p<0.05), dordiincii ve altinct gruplar az anlamli, diger gruplar ise
istatistiksel olarak anlamli degildir. Proflaktik olarak NEC-1 verilip sonrasinda SAK
olusturulan ve bir saat sonra dekapite edilen gruba gore ise istatistiksel olarak
ticlincii grup ¢ok anlamh (p<0.001), dordiincii ve altinci gruplar anlamli (p<0.01),
diger gruplar anlamsizdir. SAK olusturulup 24.saat tek doz NEC-1 verilip ve
48.saatte dekapite edilen gruba gore ise istatistiksel olarak birinci ve ti¢iincii gruplar
cok anlamli (p<0,001), besinci grup anlamli oldugu (p<0.05), diger gruplarin
anlamsiz oldugu tespit edildi (Tablo 9, Sekil 14).

Tablo 9. Baziler Arter Duvar Kalinliklarinin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Baziler Arter Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Duvar

Kalinhklan
Grup 1 21 (_) **k%k *k*k (_) *kx
Grup 2 ) 22 e Q] ) )
Grup 3 *kk *kk 28 ** *k*k **
Grup 4 *Khxk (_) *Khk 24 *%x (_)
Grup 5 (_) (_) *kk *% 22 *%
Grup 6 Fhk ) ok ) o 24

p<0,05 = *- az anlamli, p<0,01 = **- anlaml1, p<0,001 = ***- cok anlamli, (-) = anlamsiz
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Basiller Arter Duvar Kalinhgi (um)

35,0000
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0,0000

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6

Sekil 14. Baziler arter duvar kalinliklarimin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucu Tiglincii
grubun diger gruplara gore anlamli oldugunu gosteren grafik.
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1.2.5 TARTISMA

Subaraknoid kanamana giiniimiizde ciddi morbidite ve mortalite sebebidir.
SAK’m sebepleri icerisinde bir¢ok etyolojik ajan bulunmaktadir. Bu nedenler baglica
travmatik ve travmatik olmayan sebepler olmak {izere ikiye ayrilmaktadir.
Anevrizmalar, travmatik olmayan SAK’lar i¢erinde en sik etkendir. Yasla birlikte
goriilme ihtimali artmaktadir. Insidans1 wrklar arasinda farklilik gostermekle birlikte
insidanst 7-13/100000’dir. aSAK’larin % 50’si mortal seyretmekte olup, her 8
hastadan 1’1 hastaneye ulasamadan Olmektedir (23). aSAK gegirip hastaneye
yatirilan hastalarda serebral vazospazm, serebral iskemi, intraserebral hematom ve
hidrosefali morbidite ve mortaliteyi arttiran Onemli etkenlerdir. Bu etkenler
icerisinde serebral vazospazm aSAK’1n en ciddi komplikasyonudur (1-4).

SAK’da vazospazm kanamayi takiben 3-14. giinler arasinda izlenmekte
olup, 7-10.giinlerde en iist seviyeye ulagsmaktadir. SAK ile indiiklenen vazospazmda
kismen gecikmeli ve geri doniisiimlii vaskiilopatiden otoregiilasyon islevinde
bozulmaya, serebral perfiizyonda azalma sonrasi gelisen hipovolemi sonucu ikincil
iskemiye neden olabilecek kadar karmagik bir siirectir. Vazospazmin radyografik
bulgulart SAK'li hastalarin % 50-70'inde gelisir, ancak bunlarin yalnizca yarisi
norolojik semptomlarini yasar. Vazospazm kendini klinik olarak siddetli bas
agrisindan agir norolojik defisitlere kadar genis bir yelpaze icerisinde gosterebilir.
Vazospazmin klinik bulgulari spesifik olmadigindan taninin radyolojik olarak da
konulmasi gerekir (99, 100, 104). Transkraniyal doppler ultrasonografi vazospazmin
saptanmasinda birinci noninvaziv yontemdir. DSA, damar c¢ap:1 ve gegis zamani
hesaplamalar: ile radyografik vazospazmin tanisinda altin standart olarak kalmaya
devam etmektedir (105-107).

Vazospazm patogenezi konusunda kesin bilgileri henliz tam olarak
bilmememize ragmen siirecin baglangici ile ilgili genel kani subaraknoid mesafeye
ekstravaze olan kanin saglam olan damar duvari ile temasi sonucu damar diiz
kaslarinda kontraksiyona sebep oldugudur (109). aSAK sonrasi subaraknoid
mesafeye yayilan kan iirlinleri vaskiiler yapilarda kontraksiyona sebep olmaktadir.
Bunlar oksihemoglobin, arasidonik asitin siklooksijenaz iiriinleri, endotelin, serbest
radikaller, serotonin, adenozin ve okside biliriibin tirtinleridir (112). Ayrica NO gibi

vazodilatator etkenlerin SAK sonrast endotelden saliniminin azalmasi da vazospazmi
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arttirmaktadir (113). Bununla beraber subaraknoid mesafede bulunan kan, noral
innervasyonu azalmis olan vaskiiler yap1 ile direkt temasa gegerek denervasyona,
bunun sonucu olarak diiz kas hiicrelerinde vazokonstriiktif yanita sebebiyet
vermektedir (116). SAK ve serebral vazospazm, serebral arterlerin intima, media ve
adventisya tabakalarini etkileyen ve morfolojik olarak bu katmanlarda degisikliklere
neden olan patolojik siireglerdir. Vazospazmda endotelyal hiicrelerin inflamasyonuna
goriilmektedir (117, 118).

Son yillarda inflamasyonun vazospazm iizerinde belirleyici rol oynadig:
diisiiniilmektedir. Inflamasyonun endoteli tutmak suretiyle KBB’yi bozdugu, damar
diiz kaslarinin konstraksiyonunu uyardigi ve sonugta vazospazmi dogurdugu iddia
edilmektedir (117, 118). Bu inflamasyon teorisini destekleyen bir bagka goriis de,
vazospazm tedavisinde siklikla denenen vazodilatator ajanlarin radyolojik olarak
vazospazma etkili oldugu fakat hastalarin erken ve ge¢ norolojik durumlarinda
beklenilen diizelmeyi saglayamadigi ve farkli patofizyolojik mekanizmalarin etken
olabilecegidir. SAK'de rol oynadig: siklikla diistiniilen E-selektin, TNFa, IL-1, IL-6
ve IL-8 gibi inflamatuar mediatorlerin farkli ¢alismalarda farkli oranlarda da olsa
yiikseldigi goriilmektedir (125, 127, 128). Ayrica SAK sonrast BOS'da bulunan
inflamatuvar sitokinlere, SAK sonrasi kanda sistematik olarak inflamatuar
mediatorlerde artis oldugu yapilan ¢alismalarda ispat edilmistir (133, 134). Yapilan
calismalarda intrasisternal olarak, talk, lateks, polistiren ve dekstranlipopolisakkarid
ve tenascin-C gibi birgok proenflamatuvar ajan uygulanmasi sonrasinda vazospazm
gelistigi, vazospazmin kirmizi kan hiicrelerine veya hemoglobine (Hgb) bagimli
olmadig1 ve vazospazm gelisiminde inflamasyonun rolii oldugu gosterilmistir (159,
160). Yapilan ¢aligmalar arasinda inflamatuar sitokinlerin ne diizeyde yiikseldigi ve
buna ikincil etkileri hakkinda goris birligi yoktur. Bunun sebebi yapilan ¢aligmalarda
SAK sonrasi farkli zamanlarda alinan BOS ve kan orneklerinin incelenmesi,
kullanilan farkli alternatif tarama yontemleri veya hasta popiilasyonlarindaki
farkliliklardir. Ayrica subaraknoid boslukta bulunan kan miktar1 BOS'taki mevcut
sitokinlerin seviyelerini agikga etkileyebilir. Inflamasyonun, SAK sonrasinda
vazospazma sebebiyet vererek doku hasarmma aracilik ettigi beraberinde iyilesme
acisindan da onemli rol oynadigi disiinilmektedir (211). Vazospazm, SAK

sonrasinda klinik bozulmanin ana nedendir fakat SAK sonrasi norolojik hasara
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katkida bulunanin tek vazospazm degildir (213). Hastalarin ¢ogunda norolojik
bozulma aSAK'dan 7 ila 14 giin sonra doruga c¢ikan serebral vazospazmdan
kaynaklidir, ancak vazospazm yoklugunda da ortaya ¢ikabilir. Klinik olarak, hiicre
Oliimii, serebral 6demin ve vazospazmin varlig§i SAK sonrasinda kotii sonuglara
neden olur. Yapilan ¢alismalarda SAK sonrast hipokampal noronal kayip ve BOS'ta
artmis norofilament seviyeleri, aksonal bozulma ile klinik sonug arasinda bir baglanti
oldugunu gostermektedir (214, 215). inflamatuar yolaklarin bloke edilmesi ise SAK
sonrasinda hem kan beyin bariyeri bozulmasini Onleyebilece§i hem de ndronal
sagkalimi arttirabilecegi gostermektedir. (216, 217).

Hiicre oliimii, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimini sekillendiren 6nemli bir
biyolojik siirectir. Bagisiklik sisteminde, hiicre 6liimiiniin bagisik hiicre gelisimi ve
patojen savunmasinda kritik rolleri vardir. Apopitoz, kromatin yogunlasmasi ve
DNA fragmantasyonunun oldugu diizgiin bir hiicre 6lim seklidir. Apoptotik
hiicrelerin hizla temizlenmesi, enflamasyon riskini minimuma indirir (240). Buna
karsilik, nekroz, plazma membran biitlinliigiiniin hizli bir sekilde kaybedilmesi ile
belirgindir. Nekrozdaki erken plazma zarinin kopmasi, inflamasyonun giicli
uyaricilari olan DAMP'leri serbest birakir ve enflamasyonun artan bir sekilde
tetiklenmesini saglar (242). Patologlar tarihsel olarak apoptozis ile nekrozu
birbirinden ayirmak icin morfolojiye giiveniyorlardi fakat apoptozu tanimlayan
klasik belirteclerin bazen nekrozda saptanabildigi goriilmiistiir. Bu gdzlemler
apoptoz ve nekrozun morfolojik taniminin bu iki hiicre 6liim modiiliinii ayirt etmek
icin yetersiz oldugunu gostermektedir. Bunun yerine, genetik yolaklara dayali bir
molekiiler tanimlama ihtiya¢ gdstermistir. Programlanmis nekroz, diizenlenmis
nekroz veya nekropitoz gibi terimler reseptor ile etkilesen protein kinazlar (RIPK)
tarafindan indiiklenen nekrozu, tanimlamak igin kullanilmaktadir (247). Nekropitozu
ve inflamasyonu kontrol eden yollar iizerinde ¢akisan sinyal odaklar1 bulunmaktadir.
Ortak sinyal bagdastiricilarinin paylasimi, inflamasyon ile nekroptoz arasinda yakin
bir baglant1 kurar (248).

Nekropitoz, 6liim reseptorleri olan TNF siiper ailesi iiyesi olan TLR3, TLR4
ve interferon reseptorleri tarafindan aktive edilmektedir. Nekropitoz igin sinyal
yolagi, en iyi sekilde TNFR1 reseptorii iizerinden karakterize edilmektedir. TNFR1

trimerinin TNF ile ligasyonu sonrasinda olusan sinyal "Kompleks [I" olarak
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adlandirilan kisa omiirlii zar-sinyal kompleksinde konformasyon degisikligine sebep
olmaktadir. Kompleks I'den Kompleks II'ye gegisi bir ubiquitin zincir yapisinda olan
CYLD aktivasyonu ile olmaktadir (253). Kaspaz-8 devre dis1 birakildiginda veya yok
oldugunda, RIPK1 ve RIPK3 pargalanmaz ve fosforile olmaktadir (256). Daha
sonrasinda bir nekrozom olusturur ve hiicre nekroptozuna ugrar (254, 257). Fosforile
RIPK1 ve RIPK3 birlesimi kendi arasinda bir RIP kompleks olustururlar ve sinyal
iletimini MLKL proteine fosforillenmesini saglayarak aktarir, sonucunda tetramers
olusturur ve plazma membraninda translokasyona sebebiyet vererek igeriye Ca2 +
girisini baglatir (258, 259). Bunun sonucunda membran biitlinliigli bozulmasi ile yeni
DAMPs proteinleri nekropitozu artan bir sekilde tetikler.Hangi molekiiler gegis
mekanizmasinin, apopitoz veya nekropitozisin yiiritiiliip ylriitilmeyecegini
kararlastirdigi halen net degildir (260). Nekropitoz, kaspazdan bagimsizdir ve kaspaz
inhibitorleri tarafindan inhibe edilememektedir. Nekropitozisin proenflamatuar
oldugu disiiniilmektedir (261). Hayvan ¢alismalari, inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde nekropitoz igin Onemli rol oynadigimi ortaya koymustur.
Nekropitozun hasara bagli molekiiler kaliplari olan DAMP'lerin salinmasina yol
actig1 da gosterilmistir (262). Hiicre dis1 ¢evredeki DAMP’lar inflamasyonu tetikler
ve bu zincirleme bir reaksiyonla siirekli artarak devam eder.

RIPK1 ve RIPK3'lin nekropitozdaki rolii sebebiyle bu enzimlerin
inhibisyonu nekropitoza karsi iyi bir strateji olabilecegi diislinlilmiistiir. Bu amacla
RIPK1'e spesifik  Nec-1 bulunmustur (265). Hayvan hastaligit modellerinde
nekrostatinlerin ¢ok yararli oldugu deneysel sonuglarla birlikte ispatlanmistir (266,
267).

Calismamizda kullanilan deneysel SAK modeli, literatiirde ilk olarak
Solomon ve arkadaglari tarafindan ortaya konulmus olan sisterna magnaya kan
enjeksiyonu yontemidir. Literatiirde ratlarda sisternaya otolog kan verilmesi sureti ile
tekli kanama modeli kullanilarak olusturulan SAK sonras1 vazospazmin en siddetli
birinci saat sonunda ortaya ¢iktig1 ve 48 saat zarfinda vazospazmin devam ederek 48
saatten sonra yavas yavas azaldigini gostermektedir (279).

Calismamizda 59 adet rat 6 grup halinde smiflandirilmisitir. Her grup
igerisindeki her bir denege ait preparatlara inflamasyonu ve vazospazmi gostermek

amaciyla histopatolojik inceleme i¢in H&E ve TUNEL boyama yapilmistir. Ayrica
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her bir denekten baziller arter lumen alan1 ve baziller arter damar duvar1 kalinlig
hesaplanarak istatistik ¢calismalar da yapilmistir. Yaptigimiz ¢aligmada SAK sonrasi
apopitoz/nekropitoz gostergesi TUNEL (+) olan doku preparatlarinin subaraknoid
kanamadan 48 saat sonra dekapite edilen 4.grup ile subaraknoid kanama sonrasi
NEC-1 verilip 48 saat sonra dekapite edilen 6.gruba ait oldugu gériildii. iki grup
karsilastirildiginda NEC-1 tedavi alan gruba ait endotel, media ve adventisya
tabakalarin 4.gruba gore daha az TUNEL boyama tuttugu ve endotelyal
katlanmalarinin daha az oldugu izlendi. Yine bu iki grup karsilastirildiginda ise
damar limeni alan1 ve damar duvar kalinlig1 agisindan aralarinda anlamli bir fark
olmadig tespit edildi. Subaraknoid kanama sonrasi verilen NEC-1’in inflamasyonu
azalttig1 fakat vazospazmi azaltamadigr goriildii. Ayrica SAK olusturulup 1. saat
sonunda dekapite edilen 3. grup ile Proflaktik NEC-1 verildikten sonra subaraknoid
kanama yapilan 5. grup ve subaraknoid kanama sonras1t NEC-1 verilip 48 saat sonra
dekapite edilen 6. grup karsilastirildiginda; 3. ve 5. gruplarda ki TUNEL boyaminin
SAK’m erken doneminde inflamasyon hakkinda fikir vermedigi goriildi. Ayrica
damar liimeni alam1 ve damar duvar kalinlig1 kiyaslamalarinda 5 ve 6. gruplarin 3.

gruba gore istatiksel olarak ¢ok anlamli oldugu goriildii.

1.2.6 SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz deneysel calismada elde ettigimiz verilere gore, literatiirde daha
once santral sinir sistemi ile ilgili yapilan SAK modeli disindaki deneysel
calismalarda antiinflamatuar, antiapopitotik, ndroprotektif etkinligi gdsterilmis olan
NEC-1’in yaptigimiz SAK modeli sonrasi ana vaskiiler yapilarda gelisen
vazospazmda ve damar duvarinda gelisen inflamasyonda tedavi edici etkisinin
oldugunu tespit ettik.

Yaptigimiz deneysel calismada proflaktik verilen NEC-1’in, SAK sonras1 ilk
saatte olusacak olan vazospazmi anlamli bir sekilde ¢ozebildigi, SAK sonrasi verilen
NEC-1’in ise vazospazm iizerinde anlamli bir sonu¢ vermedigi yoniindedir.NEC-1
vazospazm iizerine daha ileri deneysel ve klinik ¢aligmalara ihtiya¢ duymaktadir.

Yaptigimiz literatiir taramasi sonucu NEC-1’in etkinligi ve giivenilirligi

hakkinda edindigimiz bilgiler, deneylerimiz sonucu elde ettigimiz patolojik bulgular
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ve istatistiki degerlendirmeler dogrultusunda c¢ikarabildigimiz sonug¢ giivenilir bir

sekilde kullanilabilecegi yoniindedir.
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