CANAKKALE ONSEKIiZ MART UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
BEYIN ve SINIR CERRAHISi ANA BIiLIMDALI

R YARALANMA VE
ZM UZERINE

UZMANLIK TEZi
Dr. Omer Serdar AKGUL

TEZ DANISMANI
Dog. Dr. Umit Ali MALCOK

CANAKKALE - 2023

ETIK ONAY SAYFASI



T.C.
CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Sayr :  E-38285931-050.01.04-2000189105 17.12.2020
Konu : Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurul Karari (Dr. Ogr. Uyesi Umit

Ali MALCOK)

Sayin Dr. Ogr. Uyesi Umit Ali MALCOK

"Subaraknoid Kanama Sonrasi Serebellar Yaralanma ve Baziler Arterde Gelisen Vazospazm
Uzerine Piceatannol’un Etkileri" baslikli calismanizla ilgili Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
27.11.2020 tarih ve 2020/10-06 sayih karar ektedir.

Bilgilerinize rica ederim.

Prof. Dr. Ali ISMEN
Kurul Baskam

Ek: Dr. Ogr. Uyesi Umit Ali MALCOK Etik Kurul Karar



ONSOZ

Asistanligimdan uzmanligima kadar gelen yolda her daim fedakarlik ve 6zen ile
ilgi ve alakasii esirgemeyip, bugiine kadar beni her alanda destekleyen, basta tez
danigsman hocam Dog. Dr. Umit Ali MALCOK olmak iizere, diger hocalarim Dog. Dr.
Tarik AKMAN ve Dr. Ogr. Uyesi Ali AKAR’ a, tez ¢alismam siiresince biyokimyasal ve
histopatolojik incelemelerde katki ve yardimlarmi esirgemeyen ve Dog¢. Dr. Basak
BUYUK, Dr. Ogr. Uyesi Ozlem OZTOPUZ ve Dr. Mehmet Akif OVALI ’ya tesekkiir
ederim. Beyin ve Sinir Cerrahisi bolimiindeki birlikte geg¢irdigimiz 6 yillik siire¢
icindeki tiim asistan arkadaglarima ve hayatim boyunca her zaman yanimda olan,

varliklariyla bana gii¢ veren annem, babam, kardeslerim ve degerli esime tesekkiirlerimi

Dr. Omer Serdar AKGUL
anakkale, Ekim 2023



OZET
Amag: Ratlarda olusturulan deneysel subaraknoid kanama (SAK) modelinde
Piceatannol’ un serebellum ve baziler arterde vazospazm Uzerine etkileri incelendi.
Piceatannol’un (PST), temel beyin molekiler sinyallerini hedefleyerek erken beyin
hasar1 ve basiller arter vazospazminin tedavisinde deneysel bir SAK modelinde
terapotik degere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu konudaki

arastirmalarin azlig1 ve mekanizmalarin tam olarak aydmlatilamamis olmasi nedeniyle

PST uygulamasinin SAK ve altta yatan mekanizma tizerindeki etkisinin aydmnlatilmasi

deki ratlara sak olusturulmadi, piceatannol uygulanmadi. Sadece prekiazmatik sisterna
alanma girisim yapildi, madde verilmedi ve intraperitoneal olarak sf verildi. 24 saat
sonra sakrifiye edildi. Grup 2 (sak) grubundaki 6 rat a prekiazmatik sisterna icerisine
otolog 150 mikrolitre kuyruk kani alinip verildi. 24 saat sonra sakrifiye edildi. Grup 3
teki (sak+piceatannol) 6 rat a ise gene prekiazmatik sisterna icerisine otolog kan
verilerek sak olusturulup, 60 dk sonra Piceatannol 30 mg/kg dozunda intraperitoneal
yolla verildi. 24 saat sonra ise sakrifikasyon islemi yapildi. Tiim gruplardaki 3 sican
beyin 6demi tespiti amaci ile kullanildi. Baziler arterlerin ve serebellumun limen

alanlar1 ve duvar kalinliklar1 stereolojik yontemle histopatolojik olarak incelendi.

Sakrifiye edilen ratlardan her 3 grupta (kontrol-sak, piceatannol) rastgele secilen 5
denegin serebellum dokusundan proinflamatuar sitokin ve apopitotik bazi marker
seviyeleri ¢alisildi. (bax, bel, Tnf alfa, 1L-6, kaspaz 3, NF-KB, beta-aktin, p53, tlr4,
sirtl)



Histopatolojik incelemenin yaninda ek olarak deney Oncesi ve sonrasinda norolojik
performans muayene testine (rotarod ve garcia testi) sokulan hayvanlarin performanslari
saniye cinsinden kayit alta alind1.

Bulgular: Histopatolojik ¢alismada apopitozis varligini gésteren TUNEL endotel hiicre
yiizde ortalamalarmin her 3 grupta degerlendirildi. Uygulanan Piceatannol’ un SAK
sonrast gelisen vazospazmi istatistiksel olarak anlamli sekilde onledigi (g0zlemlendi-
g6zlemlenmedi) her 3 grupta baziler arter duvar kalinliklarimin degerlendirildi. Rotarod
ve garcia norolojik degerlendirme testleri her 3 grupta da deney Oncesi ve sonrasi
seklinde kayit altina alind1 ve sonuglar1 degerlendirildi.

Sonug: Sonuglarimiz, PST' nin, temel beyin molekiler sinyallerini hedefleyerek erken
beyin hasar1 ve basiller arter vazospazminin tedavisinde deneysel bir SAK modelinde

bu konudaki

mis olmasi nedeniyle
PST uygu u 1 etkisinin aydinlatilmasi
igin kapsamli 1z deneysel SAK'da PST
uygulamasinin rine etkisini, ayrica

lup, bu konuda

Anahtar Kelimeler: Piceatannol, subaraknoid kanama, vazospazm



ABSTRACT
Objective: The effect of Piceatannol on cerebellum and basilar artery vasoplasm was
examined in experimental subarachnoid hemorrhage (SAH) model formed in rats. It is
considered that Piceatannol (PCT) may have a therapeutic value in an experimental
SAH model in the treatment of early brain damage and basilar artery vasospasm through
targeting basic brain molecular signals. Since the number of studies is limited on this
subject and the mechanisms have not been completely clarified, comprehensive

ental SAH together with
its effecton b i studies on this subject.

was the Iceatannol group. There was no sah formation and piceatannol

application for the rats in Group 1. An intervention was made only in the prechiasmatic
cistern region, no substance was given and sf was given intraperitoneally. Sacrification
was performed after 24 hours. Autologous 150 microliters of tail blood was taken and
given inside the prechiasmatic cistern for the six rats in group 2 (sah). Sacrification was
performed after 24 hours. For the 6 rats in group 3 (sah+piceatannol), sah was formed
through giving autologous blood inside the prechiasmatic cistern again and Piceatannol
30 mg/kg was given intreperitoneally after 60 minutes. Sacrification was performed 24
hours later. Three rats from all groups were used to detect brain edema. Lumen regions
and wall thicknesses of basilar arteries and cerebellum were examined

histopathologically through stereological method.

Some proinflammatory cytokine and apoptotic marker levels were studied on
cerebellum tissue of 5 randomly selected subjects among sacrificed rats in the three
groups (control-sah, piceatannol). (bax, bcl, Tnf alpha, IL-6, caspase 3, NF-KB, beta-
actin, p53, tir4, sirtl)



In addition to the histological examination, the performances of the animals exposed to
neurological performance inspection test (rotarod and garcia test) before and after the
experiment were registered in terms of seconds.

Results: Mean percentages of TUNEL endothelial cells with the presence of apoptosis
were evaluated separately for the three groups in the histopathological study. Basilar
artery wall thicknesses of the three groups were evaluated to see whether the applied
Piceatannol statistically significantly prevented vasoplasm following SAH (observed-
unobserved). Rotarod and garcia neurological evaluation tests were registered before
and after the experiment in all three groups and the results were evaluated.

Conclusion: Our results show that PCT may have a therapeutical value in an
experimental SAH model in the treatment of early brain damage and basilar artery
h targeting basic lmai [ i umber of studies

CT application on SAH
mining the effect of PCT

subject.

Keywords: Piceatannol, subarachnoid hemorrhage, vasospasm
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RESIMLER, SEKILLER VE TABLOLAR DIiZINi

Ratlarda Subaraknoid kanama olusturma

3 grupta 24. saatte beynin ventralinden elde edilen 6rnek birer goriintiiler
Willis poligonunun sematik olarak gosterimi

Deney planinin sematik gosterimi

Subaraknoid kanamayi takiben noronal apoptoza giden yolun sematik gosterimi

SAK grubuna ait 6rnek bir serebellum doku kesiti (H-E, 100x)

SAK grubuna ait érnek bir baziller arter kesiti (H-E, 100x)

SAK+PST grubuna ait 6rnek bir Serebellum doku kesiti (H-E, 100x)

Cahsma gruplarindan elde edilen H-E boyal histolojik kesitlerde hiicresel 6dem
kriterine gore yapilan degerlendirme sonuclarimin karsilastirilmasi

Deney gruplarinda TUNEL hiicre sayilarinin karsilastiriimasi
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SAK grubuna ait 6rnek bir serebellum doku kesiti (TUNEL, 200x)
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GIRIS

Subaraknoid kanama (SAK), beyni 6rten araknoid ve pia mater arasinda yer
alan subaraknoid bosluk igindeki intrakraniyal kanamayi ifade eder. Spontan
(travmatik olmayan) SAK vakalarinin ¢ogu intrakraniyal anevrizmanin
yirtilmasidan kaynaklanir. Bununla birlikte, SAK vakalarinin yaklasik ylizde 20'si
riptire intrakranial anevrizmaya bagl degildir. Anevrizmal olmayan SAK'in
potansiyel nedenleri ¢ok c¢esitlidir; bazi durumlarda kanamanin kaynagi belirlenemez
(2).

Subaraknoid kanamalar (SAK) insanlarda yaygin olarak goriilmekte ve beyin
hasarma bagli fonksiyon kayb1 ve 6liimlere yol agmaktadir. SAK yaygin goriilmesine

kesin bir tedavisi . Olim oranlarini

alar bu problemin birgcok

once deneysel beyin kanamasi olusturulmus hayvanlarda kaspaz inhibitorlerinin
endotelyal apopitozu ve vazospazmi azalttig1 gozlemlenmistir (3).

SAK sonrasi1 kanamanin oldugu bolgeye kan hiicrelerinin gé¢ etmesi ve
inflamasyona ait belirtilerin goriilmesi 3. saatte baslar. Kanda bulunan diger
hiicrelerden graniilositler, monositler, lenfositlerde inflamasyon sahasina toplanir ve
cesitli substratlarin salgilanmaya baglanmasiyla inflamasyonun akut evresi baslamis
olur. Bu substratlar TNFa, IL-1a, IL-1B, IL-6 ve IL-8’dir. inflamasyon sahasina
toplanmis ¢esitli kan hiicrelerinden bu inflamatuar mediatorlerin sentezi ve
dizenlenmesi ise normalde hiicre sitoplasmasinda inaktif halde bulunan bir
transkripsiyon faktori Nukleer Faktor kappaB (NF-«B)dir. Inaktif halde bulunan NF-
kB diger reaksiyonlarla iiretilmeye baglanan serbest radikaller tarafindan aktive
edilir. Boylece vazospazmin inflamasyonal kaskadi resmen baslamis olur.
Kanamanin ilk 24 saati i¢inde goriilmeye baslanan bu siire¢, kanamanin 3-4. ginune

gelindiginde sahada artmis fagositoz, salgilanmaya baslanan IL-1, IL-6 ve IL-8’in
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seviyelerinin iyice artmasi ve l6kositlerin sonradan degraniile olmasiyla endotelin
salinimimin oldugu goriiliir (3).

Calismamizda yukarida belirtilen ve vazospazm mekanizmasinda yer alan
parametreler baziller arter ve beyincik dokusunda incelenecek olup; vazospazmin
Olciilmesinin yanisira, apopitotik vaskiiler endotelyal hiicre sayisi incelenmesi,
beyincik dokusunda apopitozu degerlendirmede yukaridaki markerlarin incelenmesi
ve TUNEL boyama metodu da kullanilarak tespiti amaglanmistir. Apopitoz’un temel
ve klinik bilimlerde daha iyi anlagilmasiyla yeni ila¢ ve tedavi modalitelerinin

gelismesinde insan saglhigini tehdit eden hastaliklarin ¢6ziime ulastirilmasina katkida

bulunacaktir.
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1. GENEL BILGILER
1.1 Subaraknoid Kanama
2.1.1.Tanim
Giris kisminda da belirtildigi gibi subaraknoid kanama (SAK), beyni 6rten
araknoid ve pia mater arasinda yer alan subaraknoid bosluk i¢indeki intrakraniyal
kanamay1 ifade eder. Spontan (travmatik olmayan) SAK vakalarinin ¢ogu

intrakraniyal anevrizmanin yirtilmasindan kaynaklanir. (4).

D e il gV G A 4

Sistematik bir gbzden gecirme ve meta-analizde, tiim calisma donemleri
boyunca anevrizmal subaraknoid kanamanin (aSAK) genel kiiresel insidansi
ortalama yil basina 100.000 kiside 7.9'dur. Zaman egilimlerine goére, 1980°de
100.000 kiside 10.2 oldugu saptanmistir, 2010 yilinda ise bu oran 100.000 kiside 6,1
olarak saptanmustir (5).

Anevrizmal SAK insidans1 cografi bolgeye gore degismektedir (5). 2010 yili
icin Kuzey Amerika'daki insidans 100.000 kisi-yilda 6,9 idi ve oran Avustralya/Yeni
Zelanda'da benzerdi (7,4). Japonya'da (28) cok daha yuksek bir oran bildirilirken,
Japonya hari¢ Asya'da (3,7) ve Giiney ve Orta Amerika'da (5,1) daha diisiik oranlar
bildirilmistir. 2009 ve 2014 yillar1 arasinda kabul edilen hastalarin Isvigre ulusal
veritabaninda, SAK insidans1 100.000 kisi-yilda 3.7 idi (6).

Anevrizma riiptiiriiniin ortalama yas1 50 ila 55 yas arahigindadir (7). Cogu
anevrizmal SAK 40 ila 60 yaslar1 arasinda ortaya ¢ikarken, kiiciik ¢ocuklar ve yash
yetiskinler etkilenebilir (8-10). Siyah Amerikalilar, Beyaz Amerikalilardan daha
yiiksek risk altinda goriinmektedir (11, 12). Kadinlarda biraz daha yiiksek anevrizmal
SAK insidansi vardir ve bu hormonal durumla iligkili olabilecegi bildirilmektedir (8,
13).

2.1.3 Subaraknoid Kanama ic¢in Risk Faktorleri
2.1.4 Etiyolojik Faktorler
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Erigkinlerde travmatik olmayan SAK’1n yaklasik olarak %85 nedeni sakkiler

nevrizmalarm ruptire olmasidir. Yaklasik %10’luk kisim non-anevrizmatik
perimezensefalik SAK olup, %5 oraninda ise nadir sebepler karsimiza ¢ikmaktadir
(14).
Perimezensefalik SAK, bilgisayarli tomografide (BT) belirli bir lokalize kan modeli
ile tanimlanan ve genellikle bu hastalar1 yalnizca anevrizmal SAK'dan degil, ayn1
zamanda diger hastaliklardan da ayiran iy1 huylu bir seyir ile karakterize edilen bir
SAK alt tipidir (1, 15, 16).

Perimezensefalik SAK' tanimlayan kafa BT bulgulari, beyin sapinin

oniindeki perimezensefalik sarniglarda izole edilen kani; ¢evre sarniclara veya

‘Sylvian fissiirlerinin bazal kisimlarina uzanim olabilir ancak lateral Sylvian
fissiliriine, anterior interhemisferik fissiire veya lateral ventrikiillere dogru genisleme
olmayabilir seklindedir (16, 17).

Perimezensefalik SAK, beyin sapinin yiizeyinde kiiciik bir perforan arter veya
venin spontan riiptiirlinden kaynaklanabilir. Bununla birlikte, ¢ogu durumda, teshis
testleri, perimezensefalik SAK'da kanamanin nedenini kesin olarak belirleyemez.
Bazi1 vaka serilerinde, perimezensefalik SAK, hastalarin {igte ikisine kadar

sorumludur (17) .

SAK’m etyolojik nedenleri tablo 1’de verilmistir (18).
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Tablo 1. Subaraknoid Kanama Etyolojik Sebepleri

Vaskiiler Serebral anevrizmalar{%80), aterosklerotik anevrizmalar,

malformasyvonlar miyotik anevrizmalar, fuziform anevrizmalar

Arteriovendz Arteriovendz dural fistiiller, kavernomlar, kapiller

malformasyvonlar telenjektiazi, spinal vaskiiler malformasyonlar

Serebral Serebral vendz tromboz, moya moya sendromu,

Hemodinamik hiperperfiizyon sendromu, posterior ensefalopati sendromn,

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

Vaskiiler Amiloid anjiopati, fibromuskiiler dislplazi, vaskiilitler,

hastahklar kollajen hastaliklar, Osler-Rendu-Weber hastalifa

Kan diskrazileri Konjenital pithtilagma bozukluklan, Kazamlms pihtilagma
bozukluklan (antikoagiilan ve fibronilitik kullanmmzi),
Trombositopeni, Dissemine intravaskiiler koagiilasyon,

Enfeksivonlar Sepsis, meningoensefalit, bakteriyel endokardit, parazitler

Toksik Etkenler Uyugstumucn maddeler (kokain, amfetamin) ve ilaglar
(fenilefrin ve sildenafil)

Serebral Gliomalar, metastazlar, pitiiiter apopleksi,

neoplaziler hemanjioblastomalar

Cerrahi Kranial ve spinal cerrahiler

Miidaheleler

Perimezensefalil

ve idiopatik

kanamalar

Kafa Travmalarn
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a. straita medialis (Heubner'in

Willis Poligonu

a. cerebri anterior aa. centrales (perforans) anteromediales
Pars precommunicalis

a. communicans antenior

b r. hypothalamicus
a. cerebri anterior / (30 \‘

Pars postcommunicalis aa. centrales (lenticulostriata)

% A " wrales
a. ophthalmica ; ¢ v ’\\ anterolaterale
20)

\
a. carotis interna l.‘ =~
=

a. cerebri media
a. hypophysialis superior

a. communicans posterior a. hypophysialis inferior

a. choroidea anterior

a. cerebri posterior
(P segmenti)
(Py segmenti)

a. thalamotuberalis
(premammillaris)

aa, centrales (pertorans)

a. superior cerebelli posteromediales

1. basilaris a. thalami perforans
a. basila

. centrales (paramedian) posteromediale
aa. pontis aa. centra para an) .

a. inferior anterior cerebelli & labyriathi

a, vertebralis

Sekil 1: Wills poligonu sematik gdsterimi, (Sobotta anatomi atlastan alinmaistir)

2.1.5Klinik

SAK'n klinik sunumu, subaraknoid kanamanin yeri ve boyutuna gore
degismektedir. Yaygin SAK, aSAK'In klinik o6zelliklerini taklit edebilir. Bu tiir
hastalar siklikla, bazen gecici biling kaybi, kusma veya boyun agrisi ile iligkili, ani
baslayan siddetli bas agrisi ile bagvururlar. Bas agris1 genellikle izole bir bulgudur.
Bir saat i¢inde pik yapan siddetli baglangi¢li bas agris1 olan ndrolojik olarak saglam
toplam 5283 hastayla yapilan ii¢ biiyiik ardisik ¢alismada, 329 hastada (ylizde 6)
SAK oldugunu saptanmistir (19-22).

SAK'daki bas agrisi baslangici her zaman ani olarak kaydedilmez, ¢linkii
hasta bunu o sekilde algilamaz veya klinisyen bu durumdan siiphelenmez. SAK'l1

132 hastay1 igeren bir ¢alismada, yogunluga ulagma siiresi altida bir saatti (%5) ve
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ani baslangi¢ i¢in hekimler arasi gozlemciler arasi uyum sadece orta diizeydeydi
(19).

Bas agrisina ek olarak, SAK ile iligkili yaygi semptomlar arasinda kisa stireli
biling kaybi, kusma ve boyun agrisi veya sertligi yer aldig1 saptanmustir (10). Yapilan
bir calismada, bu semptomlarin hastalarin sirasiyla yiizde 9, 61 ve 75'inde goriildigi
ve SAK'' olmayan hastalara kiyasla SAK'h hastalarda daha yaygm oldugu
saptanmustir (20).

Genellikle bel agrisinin eslik ettigi meningismus, aseptik menenjite yol agan
beyin omurilik swvist (BOS) i¢indeki kan iriinlerinin par¢alanmasmdan
kaynaklandig1 i¢cin kanamadan birkac¢ saat sonra gelisebilir. Birgok hastanin biling

&eyi degi&is olsa da, koma @lmadw duruw. Nél%ler, hastalarin yiizde
10'undan daha azinda ilk 24 saat iginde ortaya c¢ikar, ancak kotii sonucun bir
A A

gostergesi olarak kabul edilmektedir (23). SAK ani 6liim olarak da ortaya ¢ikabilir;
h " 4 A Ay A

yapilan b1r caligmada hastalarin yiizde 22’sinin hastaneye ulasamadan o6ldigi

AL N\\

Ani veya hizh baslayan siddetli bas agris1 sikdyeti, SAK'im her zaman

saptanmustir (2

dikkate alinmasini gerektirecek kadar karakteristik bir bulgudur. Bu sikayeti olan
tiim hastalar, ilk basvuru aninda uyanik ve ndrolojik olarak saglam olanlar da dahil
olmak tizere, SAK i¢in acil degerlendirmeye tabi tutulmahdir (19, 25). Preretinal
kanamalar, boyun agris1 veya menenjismus gibi SAK tanisina yonelik ek ipuglari
mevcut olabilir veya olmayabilir. Spontan SAK y6niinden degerlendirilen acil servis
hastalarinin oldugu meta-analizde, fizik muayenede menenjismus varligmnin pozitif
olasilik oran1 6,6 olarak saptanmustir (26).

SAK tanisinda ilk adim kontrastsiz kafa BT'dir. Kafa BT'si negatifse lomber
ponksiyon yapilmalidir (25). Her iki testin de negatif olmasi, SAK tanisini etkili bir
sekilde ortadan kaldirir (27, 28). Bas agris1 baslangicindan itibaren iki haftadan daha
uzun siire sonra basvuran vakalarda (ksantokromi bile ortadan kalkmis olabilir),
noninvaziv BT anjiyografi (BTA) veya manyetik rezonans anjiyografi (MRA) ile ek

testler yapilmalidir. Klinik yonden tanisal siiphe devam ederse, manyetik rezonans
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goruntileme (MRI), kateter serebral anjiyografi veya serebral venografi gerekli
olabilir (25)

Ottawa Subaraknoid Kanama Kuralh; Bir saat icinde maksimum
yogunluga ulasan travmatik olmayan akut bas agrist ile bagvuran norolojik olarak
saglam hastalarda, asagidaki Ozelliklerden herhangi birini iceren bir klinik karar
kuralinin (Ottawa Subaraknoid Kanama Kurali) duyarlilig1 yiizde 100 ve 6zgiilliigii
SAK tanist igin yiizde 15°tir (19):

*Yas >40 yil
*Boyun agris1 veya sertligi
*Muayenede sinirli boyun fleksiyonu

«*Biling kayb1

*Egzersiz sirasinda baslangic
*GOk giiriiltiisti bag agris1 (aninda zirve yapan agri)

Cogu aym arastrmacilar tarafindan yapilan miiteakip dogrulama
caligmalarinda benzer bulgular bildirilmistir (20, 29, 30). Ayrica, bu kuralin

uygulanmasi, hastalarin yalnizca yiizde 14'liinde degerlendirme ihtiyacini ortadan

kaldirmustir (31).

Yanhs teshis ve gecikmis teshis; SAK'im yanlis teshisi ve ge¢ teshisi
yaygmdir ve tedavide gecikmelere ve daha kotii sonuglara yol agabilir (32, 33).
Atlanan veya geciken SAK tanisi genellikle ti¢ hatadan kaynaklanir (Tablo 2) (10,
34):

*SAK ile iligkili klinik sunum spektrumunun takdir edilememesi.

«Kafa BT taramasi elde edememe veya SAK teshisindeki sinirlamalarini
anlayamama.

Lomber ponksiyon  gerceklestirmeme veya  sonuglart  dogru

yorumlayamama

Tablo 2. Subaraknoid kanamanin yanhs teshisinin nedenleri (35)
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Subaraknoid Kanamamn Klinik Ozelliklerinin Taninmamasi

Olagandisi (hasta i¢in) bas agrilari olan hastalardan tam 6ykii alinamamasi
o Baglangi¢ ani mi?
o Kalite farkli mu ve siddeti dnceki bag agrilarindan daha m1 fazla?

Bas agrisinin kendiliginden veya narkotik olmayan analjeziklerle

iyilesebilecegini takdir edememe

Bayilma ve diisme veya motorlu tasit carpmasindan kaynaklanan ikincil kafa

travmasina odaklanmak
EKG anormalliklerine odaklanma

Yiiksek kan basincina odaklanmak

Klasik sunuma asir1 giiven

Diger bozukluklarin yanlis teshisi (6rn. viral sendrom, viral menenjit, migren,

gerilim tipi bas agrisi, siniis iliskili bas agrisi, psikiyatrik bozukluk)

Kafa BT taramasimin stmrlamalarimin anlasiimamasi

Bas agris1 baslangicr arttik¢a duyarhilik azalir

Kiiciik hacimli kanamalarla yanlis negatif sonuglar

Deneyimsiz doktor tarafindan yorumlanan tarama

Hareket artefaktlar1 veya posterior fossa ince kesiklerinin olmamasi

%?30'dan az hematokrit nedeniyle yanlis negatif sonuglar

Lomber ponksiyon uygulamama veya BOS bulgularim dogru yorumlamama

CT taramalari negatif veya sonugsuz olan hastalarda lomber ponksiyon

yapilmamasi
Travmatik bir muslugun ger¢ek subaraknoid kanamadan ayirt edilememesi

Ksantokrominin ¢ok erken (12 saatten az) ve ¢ok ge¢ (2 haftadan fazla)

bulunabileceginin fark edilememesi
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Klinik prezentasyonun genisligi, aSAK’l1i hastalarda prognozu olumsuz
etkileyen bir durumdur. Bundan dolay1 prognozu tahmin edebilmek, hastanin Klinigi
ile ilgili standardizasyonu saglayabilmek, hekimler arasinda konsiiltasyonu
kolaylastirmak, birden fazla merkezli arastirmalarin planlanmasmi miimkiin kilmak
ve bilhassa resiisitasyon veya ventrikiiler drenaj uygulanmis aSAK’li vakalarda
prognozu onceden tespit etmek amaciyla Botterel, Hunt-Hess, Dunya Norolojik
Cerrahlar Federasyonu (World Federation of Neurological Surgeons-WFNS) ve
SAK’in radyolojik olarak miktarmm1 tayin etmek amaciyla Fisher tarafindan
kategorize edilmis evrelemeler kullanilmaktadir (36, 37).

ablo 3-aSAK Evrelemeleri

Botterel Klinik [%
Siniflamasi B

: Orta ve siddetli basagrisi, ense sertligi, kramal sinir felc1 var.

Evre 3: Uykuya egilimli, hafif derecede fokal nérolojik defisit

Hunt-Hess
Klinik Evre 4: Stupor, orta ve agir hemiparezi, rijidite, vejetatif bozukluk var.
Siniflamasi Evre 5: Derin koma ve deserebrasyon rijiditesi var.

Evre 1: GKS 15 Motor defisit yok

Evre 2: GKS 13-14 Motor defisit yok

Evre 3: GKS 13-14 Motor defisit var

WENS Klinik | Evre 4: GKS 7-12 Motor defisit var veya yok
Siniflamasi Evre 5: GKS 3-6 Motor defisit var veya yok

1.Derece: Saptanabilen subaraknoid kanama yok
2.Derece: 1 mm kalinliktan daha ince diffiiz ya da vertikal tabakalar*

Fischer 3.Derece: | mm piht1 vel\veya 1mm vertikal tabaka*
Radyolojik 4.Derece: Diffiiz SAK ile ya da SAK olmaksizin intraserebral veya
Siniflamasi intraventrikiiler pihti

*Vertikal tabaka: interhemisferik fissiir, insular sisterna ve ambient sisternay1 iceren subaraknoid
mesafelerdeki kanamay ifade eder
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2.1.7 Subaraknoid Kanamanin Komplikasyonlan

Medikal ve norolojik komplikasyonlar SAK sonrasi sik goriilir ve genel
morbidite ve mortaliteye Onemli Olglide katkida bulunur. SAK'li hastalar
hemodinamik instabilite ve norolojik bozulma agisindan risk altindadir. Bir
caligmada, hastalarin yiizde 35'inde yatistan sonraki ilk 24 saat iginde klinik olarak
norolojik kotiilesme meydana geldigi saptanmustir (38).

Yeniden kanama; Anevrizmal SAK'tan sonra, hasta dnemli 6lciide erken
yeniden kanama riski altindadir (ilk 24 saatte yiizde 4 ila 14, ilk 2 ila 12 saatte
maksimum riskle). Riiptiir yiiksek mortalite ile iliskilidir. Yeniden kanamanin
goriilebilecegi durumlar sunlari igerir (39-43).

e Anevrizma tedavisi i¢cin daha uzun stre

\ e Bagvuruda daha kotii norolojik durum

e Daha blyiik anevrizma boyutu

e Yiiksek sistolik kan basinci

eintraserebral veya intraventrikiiler kan varlig:

e Akut hidrosefali

Tekrar kanamalarin ¢ogu subaraknoid bosluga olurken, intraparankimal,
intraventrikiiler veya subdural kompartmanlarda da kanama olabilir. Yeniden
kanama tanis1 genellikle beyin bilgisayarli tomografi (BT) taramasinda yeni
kanamanin ortaya ¢ikmasiyla birlikte norolojik durumdaki akut kotiilesmeye
dayanarak teshis edilir. Lomber ponksiyonun degerlendirilmesi daha zordur ¢iinkii
ilk kanamadan kaynaklanan ksantokromi iki hafta veya daha uzun sure devam
edebilir (44).

Vazospazm ve gecikmis serebral iskemi; Gecikmis serebral iskemi, SAK'in
sik goriilen komplikasyonudur; SAK sonrasi morbidite ve mortaliteye dnemli dl¢lide
arttirdig1 saptanmustir (45, 46).

Gecikmis serebral iskemi, anevrizmal SAK'h hastalarin yaklasik yilizde
30'unda, tipik olarak semptomlarin baslamasindan 4 ila 14 giin sonra ortaya g¢ikar
(47, 48). Gecikmis serebral iskeminin tanimi, fokal ndrolojik bozuklugun

(hemiparezi, afazi, apraksi, hemianopi veya ihmal gibi) olusmasi veya Glasgow
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Koma Skalasinda en az bir saat siiren en az iki puanlik bir diislisiin olusmasidir.
Anevrizma tikanmasindan hemen sonra goriiliir ve uygun klinik degerlendirme,
beyin goriintiileme ve laboratuvar ¢aligmalarindan sonra baska nedenlere baglanamaz
(49). Bununla birlikte, klinik derecesi kot olan hastalarda (stupor veya koma),
gecikmis serebral iskemi klinik olarak fark edilemeyebilir (50).

SAK sonrast gecikmis serebral iskeminin en yaygin nedeninin vazospazm
oldugu varsayilmaktadir (51). Semptomlarin siddeti, etkilenen artere ve kollateral
dolasimin derecesine baglhdir. Vazospazm tipik olarak kanamadan sonraki 3. giinden
daha erken baslamaz ve 7 ila 8. giinlerde zirveye ulasir. Bununla birlikte, vazospazm
daha erken, hastaneye yatis sirasinda bile ortaya ¢ikabilir (52-55).

< Vazospazmin, endotel hasarina ve diiz kas kasilmasina neden olan subaraknoid
kan pihtilarmin pargalanmasi sirasinda iretilen spazmojenik maddeler tarafindan
iretildigine inanilmaktadir (56). Vaskuler endotel, serebral damar sistemini tonik
olarak genisleten nitrik oksit tiretir; endotel hasari, nitrik oksit iiretimini etkileyerek
vazokonstriksiyona ve vazodilatorlere bozulmus yanita yol agabilir (57). Ek olarak,
giiclii  vazokonstriktér endotelinin artan salimimi, SAK'dan sonra serebral
vazospazmin uyarilmasinda 6nemli bir rol oynayabilir (56). Vazospazm ise bdlgesel
serebral hipoperflizyona ve gecikmis serebral iskemi ve enfarktiise neden olabilir
(58).

Vazospazm i¢in risk faktorleri, kanamanin ciddiyetini ve ana intraserebral kan
damarlarma yakmhigmni igerir. BT taramasinda kanin yeri ve kapsami, komplike
serebral vazospazmi tahmin etmeye yardimci olabilir (59, 60). Fisher ve Claassen
(Tablo 3) dahil olmak (zere radyolojik derecelendirme Olcekleri genellikle
vazospazm ve serebral iskemi olasiligini tahmin etmek i¢in kullanilir.

Vazospazm riskini artirabilen diger faktorler arasinda 50 yasin altinda olmak
ve hiperglisemi sayilabilir (61, 62). Cogu c¢alismada, kotii klinik derecenin (6rnegin,
Hunt ve Hess derece 4 veya 5 veya Glasgow Koma Skalas1 skoru <14) artmis
vazospazm riski ile iliskili oldugu belirtilmistir (63-65). Anevrizma tedavisi tipinin
(cerrahi  klipleme veya endovaskiler sarmal) vazospazm riskini etkileyip
etkilemedigi ac¢ik degildir. Cesitli calismalardan elde edilen gozlemsel veriler,
endovaskiiler koillemenin azalmis vazospazm riski ile iliskili oldugunu (66-69) 6ne

stirerken, diger ¢alismalar klipsleme ve koillemenin benzer bir riske sahip oldugunu
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One strmektedir (70, 71) ve hala digerleri sarmallagsmanin daha ciddi vazospazm ile
iliskili oldugunu ileri siirmektedir (72).

Vazospazm digindaki mekanizmalar gecikmis serebral iskemiye katkida
bulunabilir. Bunlar, otoregiilasyon kaybi, mikrotromboz, kortikal yayilan depresyon
ve gecikmis hiicresel apoptozu igeren mikrodolasim bozuklugunu igerir (73, 74).
Ayrica, anevrizma riiptiirii zamaninda baslayan ve glial aktivasyona, endotel
disfonksiyonuna, yaygin noroinflamasyona ve miiteakip iskemiye yol agan artmis
kafa i¢i basing (ICP) ve global hipoperflizyon tarafindan tetiklenen erken beyin

hasarina isaret eden deneysel kanitlar da vardir (75).

Artms intrakraniyal basing; SAK'lh hastalarda, kanama hacmi, akut
‘ AN Ay V4 A A

hidrosefali, kanama ve/veya iskemi sonrasi reaktif hiperemi ve distal serebral
h N h N 4 4 A A

arteriolar vazodilatasyon gibi bir dizi faktore bagh olarak yiiksek kafa i¢ci basinci
h N h " 4 A 4 4

(KIBAS) gehseblhr (10, 76-79). 234 SAK hastasinin (Hunt ve Hess derece | ila I11)
Ay A ARy .

takibinden olusan bir calismada, hastalarim %49’unda artmis kafai¢i basinci tespit

edilmistir (80). // /\\

Hld rosefali; SAK'I1 hastalarin yiizde 20 ila 30'unu etkiler. Genellikle SAK'tan
sonraki ilk birka¢g dakika ila saat iginde ortaya c¢ikar (81). Daha sonraki bir
komplikasyon da olabilir. SAK sonrasi hidrosefalinin, beyin omurilik sivis1 (BOS)
akisinin kan dirtinleri veya yapisikliklar tarafindan engellenmesi veya araknoid
graniilasyonlarda BOS absorpsiyonunun azalmasindan kaynaklandig1
diistiniilmektedir (82).

Hidrosefali klinik sunumu, kafa BT taramasinda ventrikiiler dilatasyonun eslik
ettigi biling diizeyinde ilerleyici bozulma seklindedir. Artmis kafai¢ci basmcinin
okiiler belirtileri (miyozis, asagr goz kaymasi veya sinrrlt yukari bakis) tiim
hastalarda olmasa da bircok hastada gortlmektedir (83). Akut hidrosefali ve biling
bozuklugu olan hastalarin yaklasik yiizde 30'unda, genellikle 24 saat i¢inde spontan
iyilesme goriilebilir (81, 84). Geri kalanida, akut hidrosefali yeniden kanama ve
serebral enfarktiise sekonder artmis morbidite ve mortalite ile iliskilidir (85).

Hidrosefali riskinin artmasiyla iliskili faktorler arasinda ileri yas,

intraventrikiiler kanama, arka sirkiilasyon anevrizmalari, antifibrinolitik ajanlarla
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tedavi ve bagvuruda diisiik Glasgow Koma Skalasi skoru yer alir. Hiponatremisi olan

veya hipertansiyon 0ykiisii olan hastalarda insidansin arttig1 da bildirilmistir (86, 87).

Hiponatremi; SAK'li hastalarmm %30'a kadarinda gelisebilecegi bildirilmistir
(39, 88) ve muhtemelen hipotalamik hasarin aracilik ettigi ongoriilmiistir. SAK"
takiben hiponatremiye yol acan su tutulmasi, antidiiiretik hormonun (SIADH)
uygunsuz salgilanmasi1 sendromundan veya serebral tuz kaybindan kaynaklanabilir
(81).
Nobetler; SAK'l1 hastalarin yiizde 6 ila 18'inde goriiliir (39). Risk faktorleri
arasinda kalin subaraknoid pihti, intraserebral kanama, gecikmis enfarktiis ve orta
‘serebral arterde anevrizma yer alir. Anevrizma tedavisinden once meydana gelen
nobetler siklikla erken kanamanin bir isaretidir (81).
SAK sonrasi akut nobet geciren hastalar, tekrarin1 6nlemek i¢in nébet onleyici
ilaclarla tedavi edilir. Tipik olarak levetirasetam gibi uygun yan etki profiline sahip
ajanlar kullanilir. Fenitoinden kaginilmasi tavsiye edilir, ¢linkii kullanimi anevrizmal

SAK'l1 hastalarda daha kotii kognitif sonuglarla iliskilendirilmistir (89).

~Anemi; Yapilan bir ¢calismada hastalarin %18'inde hastanede kaldiklar1 siire
boyunca ortaya ¢ikan aneminin SAK'tan sonra yaygin oldugu saptanmustir (90).
Cogu c¢alisma, aneminin daha kot sonuglarla iligskili oldugunu, daha yiiksek
hemoglobin diizeylerinin ise daha az serebral enfarktiis ve daha iyi sonuglarla iliskili
oldugunu ileri siirmektedir (91-94). SAK'li hastalarda transfiizyon i¢in bir hedef
hemoglobin tanimlanmamistir (39); bazi uzmanlar 8 ila 10 g/dL'nin {izerinde bir
hedef 6nermektedir (95) ve bir randomize caligma, daha yiiksek bir transfiizyon
hedefinin (10 - 11,5 g/dL) giivenli goriindiigiinii bulmustur (96). Yine de, kirmizi kan
hiicresi transfiizyonu, Ozellikle gecikmis serebral iskemisi olmayan hastalarda,
SAK'I1 hastalarla ilgili gézlemsel ¢aligmalarda bagimsiz olarak daha kotii sonuglarla
iliskilendirilmistir (97, 98). Bu nedenle, SAK'da optimal transflzyon stratejisini
belirlemek igin daha biiyiik randomize ¢alismalar gerekmektedir (99).

Kardiyopulmoner komplikasyonlar; Pulmoner ¢dem ve kardiyak aritmiler

SAK vakalarmin sirastyla ylizde 23 ve 35'ini komplike hale getirdigi bildirilmistir
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(100) SAK sonrasi elektrokardiyografi (EKG) degisiklikleri, ekokardiyografide
yapisal degisiklikler ve akut troponin yiikselmeleri gibi bir dizi kardiyak degisiklik
meydana gelir. Bunlar daha siddetli SAK'1 olanlarda daha yaygin ve daha siddetli

goriinmektedir. Bazen, bu bulgulara odaklanmak yanlis teshisle sonug¢lanabilir (101,
102).

2.1.8. Prognoz

Anevrizmal SAK tedavisinden sonraki sireg, beyin cerrahisi ile ilgili risklerin
wyam  sira SAK'tan kaynaklanan potansiyel beyin hasarindan ve miiteakip
komplikasyonlardan etkilenir. SAK, yiiksek bir erken 6liim orani ile iliskilidir (103).
2017'de yaymlanan popiilasyona dayali bir ¢alismada, SAK'li hastalarin yaklasik
ylizde 18'inin bir hastanede degerlendirilmeden Once aniden Oldiigli saptanmistir
(24). Hastaneye canli olarak ulasan hastalar arasinda, sonraki erken Sliimlerin ¢ogu,
anevrizmal SAK'in ilk kanama, yeniden kanama, vazospazm ve gecikmis serebral
iskemi, hidrosefali, artmis kafa i¢i basing, ndbetler ve kardiyak komplikasyonlarla

iliskili yaygin komplikasyonlarindan kaynaklanmaktadir (104-106).

SAK'a bagli erken mortalite yliksek olmakla birlikte, zamanla azalmaktadir
(107-111). Zaman iginde artan teshis dogrulugu ve norokritik bakimdaki terapotik
ilerlemeler, mortalitede azalma ig¢in makul ancak kanitlanmamis nedenlerdir (81,
112).

SAK sonrasi akut prognoz igin en 6nemli prediktif faktorler sunlari igerir (45,
113-115):

e Basvuru sirasindaki biling diizeyi ve ndrolojik derece

eHasta yas1 (negatif korelasyon)

eilk kafa bilgisayarli tomografi taramasindaki kan miktar1 (negatif korelasyon)
Diger caligmalar, SAK'dan sonra hipoksemi, hiperglisemi, bobrek yetmezligi, ates ve
aneminin de yaygin oldugunu ve kotii sonuglarla iliskili oldugunu belirtmistir (100,
116-118). SAK hastalarinda bu fizyolojik diizensizliklerin  diizeltilmesi

onerilmektedir  (119), ancak bu tur tedavilerin yararint higbir ¢alisma
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dogrulamamistir. SAK baglangicindaki ndbetler, ge¢ ndbetler (epilepsi) i¢in bagimsiz
bir risk faktori ve kot sonucun bir gostergesi gibi gorinmektedir (23, 120, 121).

2.2. Piseatannol

Son yillarda yapilan bir¢ok c¢alisma, 6zellikle bitki 6zlerinden elde edilenler
olmak tzere, norodejeneratif hastaliklar icin ¢ok sayida dogal bilesigin terapdtik
potansiyelinin arastirilmasina odaklanmigtir (122). Tarih boyunca, bazi bitkilerin
tibbi kullanimina iligkin atalara dayanan geleneksel yaklasim, bitkilerden izole edilen
sayisiz zut ve bilesigin etki mekanizmas1 ve guvenligi uzerine yapilan ¢alismalarin
temeli olmustur (123). Dogal bilesiklerin kullanimmin farmakolojik ¢ekiciligi ve

kileri, nérodejener: orlu hastaliklarin

etki mekanizmalari

Imak tizere tiziim gibi bazi

nakli biyoaktif dogal

OH OCH,

OH

O ) HO . 7 HsCO . 7
HO

OH OH
OH
OH
Resveratrol Piseatannol Pterostilben

Sekil 1. Ug stilbenin kimyasal yapilar (resveratrol, piseatannol, pterostilben (125).

Tum stilbenler arasinda en yaygin ilgiyi RES almistir. RES'in, Huntington
hastalig1 ve felgler dahil olmak uzere norolojik bozukluklar1 diizenledigi ve ayrica
noronlar1 Alzheimer hastaliginin 6nemli patolojik semptomlar1 olarak kabul edilen
apoptoza karsi korudugu kanitlanmistir (126). Ancak diger stilbenlerin, PST ve PT
gibi, RES'den daha ustin noroprotektif aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. PST

(3,3',4,5'-trans-tetrahidroksistilben) ¢ilek, yer fistigi, tziim ve beyaz ¢ayda bulunan
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ve dogal olarak olusan bir stilbendir (127). Modern farmakolojik ¢alismalar, PST nin
antioksidan,  anti-inflamatuar,  anti-mutajenik  ve  anti-diyabetik  etkilerini
aragtirmaktadir (128). RES fenil halkalarindaki hidroksil gruplarinin sayisinin
arttirilmasi, suda ¢ézunurliginu ve farmakolojik aktivitesini arttirmak i¢in ilging bir
stratejidir (129, 130).

Genel olarak, stilben kisminda ugten az hidroksil grubu iceren
polihidroksillenmis turevler, ¢cok dusiik oral biyoyararlanim sergiler (131). Ancak
oksiresveratrol ve piseatannol gibi dort hidroksil grubuna sahip bilesikler (PST;

3,3",4,5-transtetrahidroksistilben) RES'den daha iyi suda ¢Ozunirhik, daha hizli

absorpsiyon ve daha ytiksek biyoyararlanim gosterir (132, 133).

uzamsal 6grenme ve hafiza becerilerini gelistirmesinin yani sira noronal kaybi
onledigini, oksidatif stresi azalttigimi ve hipokampus ve kortekste hiicre gogalmasini

destekledigini gostermistir (134).

2.2.1. Apoptoz
Hiicresel yasam donglisii apopitoz ile nekroz arasinda bir denge halindedir.

Programlanmis hiicre 6liimii apopitozun uyarilmasi ekstrinsik ve intrinsik yolla
olmaktadir. Apoptozun diizenlenmesinde bazi molekiiller; kalsiyum, seramid, p53,
kaspazlar, sitokrom-c, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller gérev alir (Igney ve Krammer,
2002; Martinvalet vd., 2005). Apoptozda kaspaz aktivasyonu iki yolla uyarilr.
Ekstrinsik yol, TNF-a, TRAIL ve CD95 ligand dahil olmak {iizere gesitli apoptoz
indiikleyici sitokinlerin kaspaz-8'in aktivasyonunu saglayan ilgili reseptorlerine
baglanmas: ile aktive olur (Peter ve Krammer, 2003). Intrinsik (mitokondriyal) yol,

sitokrom-c ve mitokondriyal zarlar arasi bosluk proteinlerinin, sirasiyla kaspaz-9'u
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aktive etmesi ve apoptoz proteinlerinin (IAP'ler) sitozole salinmasi ile etkili hale
gelir. Aktive edilmis kaspaz-8 ve kaspaz-9, bundan sonra ortak son yolda bulunan
efektor kaspazlar1 indiikler. Bu aktivasyon ise hiicrede apoptozun baslamasi ile
neticelenir (Lindsten vd, 2000; Reed, 2000). Piseatannol’iin apopitozu arttirma
lehine etki gOstermesi, noronal iyilesme ve vazospazmi Onlemede etkili oldugu

calismamizda diisiiniilmektedir.

Extrinsic pathway Intrinsic pathway

Death receptors

(e.g. TRAILR and FAS) Intrinsic lethal stimuli:

, Pro-caspase-8 and
pro-caspase-10

g =

DNA damage, ER stress,
I hypoxia and metabolic stress

= Mltochondrlon o
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Apoptoz yolaklar1 (Robbins Temel Patolojiden alinmistir)
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SAK

Oliim reseptorii

\

sitokrom ¢

% kaspaz-8
Oksidatif Stres \
\ / kaspaz-3

Apoptoz

Beyin ddemi, Norolojik defisit, Mortalite

Subaraknoid kanamay1 takiben noronal apoptoza giden yolun sematik gosterimi

(Hasegawa vd., 2011).
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Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi

(COMUDAM) nde gerceklestirilmistir.

3.1. Hayvan Materyali

Calismada, COMUDAM dan temin edilen toplam 27 adet Wistar Albino 1rk1
sican (200-300 g,; 7-8 haftalik) kullanildi. Her grupta 9 sican olmak tlizere SHAM,
SAK ve SAK+PST gruplari olusturuldu. SAK modeli olusturmak i¢in si¢anlarin
kuyruk arterinden 120 ml kan almarak prekiazmatik sisternaya enjekte edildi.
SAK+PST grubunda SAK modeli olusturulduktan sonra 30 mg/kg dozda PST
uygulandi. Sicanlar davranig, solunum ve kardiyovaskiiler sistem yoninden klinik
muayeneden gecirilmis olup herhangi bir olumsuzluk tespit edilmemistir. Hayvanlar,
deney siiresince yaklasik olarak 22°C’lik oda sicakliginda, 12 saat aydmnlik-karanlik
dongiisiinde ve havalandirmast mevcut bir ortamda muhafaza edildi ve ad-libitum

olarak beslendi.
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3.1.1. Gruplarin Olusturulmasi

27 adet erkek Wistar cinsi albino ratlar 9 ar 3 gruba ayrildi. Grup 1 (sham),
grup 2 (Sak), grup 3 (Sak+ Piceatannol uygulamasi) olarak planlandi. Grup 1’deki
ratlara sak olusturulmadi, piceatannol uygulanmadi. Sadece prekiazmatik sisterna
alanina girisim yapildi, madde verilmedi ve intraperitoneal olarak sf verildi. 24 saat
sonra sakrifiye edildi. Grup 2 (sak) grubundaki 9 rat a prekiazmatik sisterna igerisine
otolog 150 mikrolitre kuyruk kani alinip verildi. 24 saat sonra sakrifiye edildi. Grup
3 teki (sak+piceatannol) 9 rat a ise gene prekiazmatik sisterna icerisine otolog kan
verilerek sak olusturulup, 60 dk sonra Piceatannol (DMSO) igerisinde ¢oziilmiis 25

mg/kg dozunda intraperitoneal yolla verildi. 24 saat sonra ise sakrifikasyon islemi

duvar kalinliklar1

Histopatolojik incelemenin yaninda ek olarak deney oncesi ve sonrasinda ndrolojik
performans muayene testine (rotarod ve garcia testi) sokulan hayvanlarin

performanslari saniye cinsinden kayit altina alinda.
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SHAM Grubu SAK Grubu
(n=9) (n=9)

SHAM ve SAK gruplart icin tagiyici (i.p.),
SAK+PST grubu igin piseatannol (i.p.) uygulamasi
1\

Com ~ | ’
7-8 haftalik
Wistar cinst

erkek sican ,

60. Dakika

Deney Oncesi 0. Saat 24, Saat

SAK+PST Grubu
(n=9)

;-w &

!

Garcia Muayenesi |

SAK Modeli Olusturulmasi

Garcia Muayenesi
Sakrifikasyon

Beyin Dokularmin
Alinmas1

Deney planimnin sematik gosterimi
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Xylazin Bio %2-Bioveta) kullanilarak anestezi uygulandi.

3.3. Piseatannol Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Belirlenen miktar PST (Cayman Chemical; Cat. No: 10083-24-6) hassas
terazide tartildi. Tartilan kimyasal her bir hayvan icin ayr1 hazirlanan ependorf
tuplere konuldu. Doz ayarlamasi sican agirliklar1 g6z 6ntinde bulundurularak yapildi.
Ardindan tiiplerin tzerine absolit etanol ilave edildi ve distile su ile seyreltildi. Bu
gruptaki hayvanlar igin 30 mg/kg dozunda PST, %2’lik etanol icerisinde vorteks
yardimiyla ¢oziindurilip uygulamaya hazir hale getirildi. PST belirtilen dozlarda
deney sirasinca taze olarak hazirlandi ve hemen uygulandi. Hazirlanan ¢ozelti SAK
modeli olusturulduktan 60 dakika sonra SAK+PST grubuna intraperitoneal olarak

uygulandi.

3.4. YOontem
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Calismamiz  boyunca uygulanan basamaklarin  ayrintilar1  asagida

belirtilmistir.

3.4.1. Subaraknoid Kanama Modeli Olusturulmasi

Calismamizda, SAK ve SAK+PST gruplarinda bulunan toplam 18 hayvanda
SAK modeli olusturuldu. Anesteziden sonra hayvanlarin operasyon bodlgesi olan
kafataslarinin 6n bolgeleri tras edildi ve bolgenin asepsisi saglandi. Kuyruk vertikal
insizyon ile agildi ve kuyruktan 120 pl arteriyal kan alindi. Frontal bolgeden vertikal
insizyon ile deri ve kaslar acilarak bregma kemik bileskesine ulagildi. Stereotaksi

1larak igne sagital di i 5 rild1 ve 1.5 mm

yerlestirildi. 120 ul
r igne ile prekiazmatik
icin 30G igne ucu ile

saniye bekletildi. Yara
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SAK operasyonu basamaklarini gosteren resimler
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SAK operasyonu basamaklarmi gosteren resimler
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SHAM SAK SAK+PST

ilen 6rnek birer

Norolojik skor, Garcia puanlama sistemi kullanilarak SAK'tan 24 saat once
ve sonra hangi sicanin hangi deney grubunda oldugunu bilmeyen iki gdzlemci
tarafindan degerlendirildi (135). Her gruptaki siganlarin norolojik fonksiyonlarini
Olcmek icin, 0-3 veya 1-3 olarak puanlanan ve toplam puanlar1 3 ila 18 arasinda
degisen alt1 test uygulandi. Bu testler ile siganlarda:

e Egzersizin fonksiyonel incelemesi,
e Koordinasyon,
o Fiziksel aktivite ve somatik duyarlilik degerlendirildi.
Yapilan degerlendirmede daha dusiik bir puan, norolojik disfonksiyonun daha

siddetli oldugunu gosterir.

3.4.3. Otenazi ve Orneklerin Alinmasi
Caliymanmn sonunda genel anestezi altinda hayvanlarin yasamma servikal
omur dislokasyonu ile son verildi ve beyinleri c¢ikarildi. Alman total beyin

dokusundan hipokampus elde edildi. islemler hizli bir sekilde ve soguk bir tabaka
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uzerinde Stemi 305 Zeiss model mikroskop altinda yapildi. Her grupta bulunan 9
hayvandan 6’s1 genetik ve histopatolojik degerlendirme i¢in kullanildi. Serebellum
ve baziller arter dokusu genetik analizlere kadar -80 °C'de saklanirken, histopatolojik
analiz i¢in % 4 paraformaldehit ile sabitlendi.

3.5. Histopatolojik Analizler

Histopatolojik degerlendirme i¢in alinan hipokampus ornekleri ilk olarak %

ardindan doku

den (% 60, % 70, % 80,

parlatilmalar1 amaciyla

model LED floresan atagmanli mikroskop altinda (x100) asagida verilen kriterlere

gore skorlandi (Tablo 2).

Tablo 2.

H-E boyama verilerinin degerlendirilmesinde kullanilan skorlama kriterleri.

Derece 0 Yok
Derece 1 Hafif
Derece 2 Orta
Derece 3 Siddetli
Derece 4 En ciddi
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3.5.1. Hemotoksilen-Eozin Boyama Prosediirii

Calisma gruplarindan alinan Serebellum doku kesitleri; 60 °C’ye ayarlanmis
etivde 60 dakika bekletildikten sonra 3x5 dakika ksilole alinarak parafinden
arindirilmalart saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden
gecirilip (% 100, % 96, % 90 ve %

70) 1 dakika akar suda yikandiktan sonra, Harris hematoksilende 2 dakika boyandi
ve 2x2 dakika akar suda yikandi. Kesitler % 1 amonyak-su karisimina batirilip tekrar

1 dakika akar suda yikandi. Lamlar 2 dakika eozinde bekletilip artan dereceli alkol

ksilole alind1 ve

60 dakika
bekletildikten sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalar
saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden gegirilip (% 100, %
96, % 90 ve % 70) 1 dakika akar suda yikandiktan sonra, kristal viyole (Abcam
ab246816) ile 2 dakika boyand: ve tekrar 1 dakika akar suda yikandi. Ardindan %
100 N-Butanol alkolde 2x1 dakika bekletilerek ksilole alindi ve entellan ile
kapatilda.

3.5.3 TUNEL Boyama Prosediirii

Parafin bloklarindan lamlara 4 um kalinliginda kesitler alind1. Kesitler 60 °C
etlivde 1 saat bekletildikten sonra 3x5 dakika ksilole alinarak deparifinizasyonlari
saglandi. Daha sonra lamlar sirastyla azalan alkol serilerinden gegirilip rehidrate (%

100, % 96, % 80, % 70) edildi. Kesitler alkolden arindirilmak amacryla iki kez 1’er
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dakika distile sudan gecirildi. Proteinaz K enzim (37 derece etiiv i¢ginde) 15 dk
uygulandi. Bes dakika % 3’lik hidrojen peroksit (TA-125-HP ThermoScientific) ile
endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi ve ardindan fosfat tamponlu salin (PBS)
ile yikandi. U¢ dk Equilibration Buffer ile muamele edildi. TdT enzim calisma
soliisyonunda, 37 °C’ye ayarlanmis etiiv icinde 60 dk bekletildi. Working
Stop/Wash buffer soliisyonunda 10 dakika yikandi. Digoxigenin peroksidaz ile 30
dakika muamele edildi ve PBS ile yikandi. Pozitif hiicreleri belirleyebilmek i¢in
DAB kromojen ile boyama yapildi. Zemin boyamasi i¢in 1 dakika siireyle Vector
Methyl Green (H-3402-500) uygulandi. Distile su ile 2x1 dakika yikandi. Lamlar
artan dereceli alkol serilerinden gecirilerek ( % 70, % 80, % 96 ve % 100) 2x1

ika ksa alind1 ve entellan j

izolasyonu, ikinci asamada cDNA eldesi, son asamada ise Real-Time PCR

uygulamasi yapilarak siire¢ sonlandirildi.

3.6.1. Total RNA izolasyonu

Serebellum dokusundan yaklagik 25-30 mg almarak 2 ml’ lik steril tiiplere
aktarild1 ve ependorf tiipler 10 sn s1v1 azotta bekletildi. Her birine birer adet steril
celik bilye konulduktan sonra homejanizatér cihazinda (Retsch MM400) dokular
homojenize edildi. Elde edilen homejenatlardan total RNA izolasyonu i¢in PURE
Link RNA MiniKit (CatNo. 12183018A) kullanildi. Elde edilen RNA 6rneklerinde
konsantrasyon ve saflik tayini NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. Saflik oran1 260/280 nm’de 6l¢iildii ve 1.8-2.1 arasi
degerler sonraki adimlar i¢in kullanilabilir kabul edildi (Ovali ve Uzun, 2015).
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3.6.2. cDNA Eldesi

Total RNA izolasyonundan sonra izole edilen RNA’lar cDNA eldesi
islemine kadar -80 °C’de saklandi Isleme baslamadan once orneklerin RNA
yogunluklar1 spektrofotometrik olarak belirlendi ve tiiplere aktarildi. Kit prosediirii
adimlar1 esas alinarak ¢cDNA eldesi yapildi (High Capacity cDNA Revere
Transcription Kit, ABD). cDNA eldesi i¢in izlenen basamaklar asagida

gosterilmistir (Tablo 3).

Tablo 3.

asina Hacim
10 x RT Buffer 2 ul
dNTP 0,8 pl
Random Primer 2ul
Enzim 1ul
Su 4,2 ul
RNA 10 pl
Toplam 20 ul

Yukarida bilesimi belirtilen karisim PCR tiiplerine dagitildi ve belirlenen
sartlar altinda PCR cihazinda ¢alisildi (The Applied Biosystems®, 2720 Thermal
Cycler 96-Well PCR). Orneklerde cDNA eldesi igin Tablo 4’teki prosediir izlendi.

Tablo 4.
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PCR kosullar1 (Ovali ve Uzun, 2017)

Sicakhik Zaman
25¢2C 10 dk
37¢C 120 dk
85¢9C 5 dk

3.9.3. Real-Time PCR (qRT-PCR) Uygulamasi

dayal1 PCR yonteminde bulunan sonuglari dogrulamak icin Real-Time PCR

yontemi kullanild1 ve qRT-PCR cihazindan yararlanild1.

Tablo 5.

Real Time PCR bilesen miktarlar1 (Ovali ve Uzun, 2017)

Bilesenler Ornek Basina Hacim
SyberGreen Master Mix 5ul
Forward Primer 0,75 ul
Reverse Primer 0,75 ul
RNAse Free Su 2,5 ul
cDNA 1ul
Toplam 10l
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3.5. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS for mac versiyon 26 yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik
grafikleri) ve analitik yontemlerle (Kolmogorov- Smirnov/ Shapiro-Wilk testleri)

incelenmistir. Tanimlayic1 analizler normal dagilan degiskenler icin ortalama ve

n numerik veriler
i), Normal dagilim
ost hoc Mann Whitney U
Testi), bagt i i : istiksel anlamlilik p<0,05
olarak kabul
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ek Wistar cinsi albino
ratlar da ilmi ik olarak 3 gruba ayrilmistir

(Tablo 1).

Tablo

No Grup Ozelligi N
Grup 1 Kontrol 9
Grup 2 SAK 9
Grup 3 SAK+Piseatannol 9

Calismaya dahil edilen hayvanlarin deney 6ncesi ve deney sonrasi norolojik
fonksiyonlari Garcia skorlamasi kullanilarak belirlenmistir. Deney 6ncesi veriler 0.
Gun, deney sonrasi veriler ise 1. Glin olarak kaydedilmistir. Deney 6ncesi (0. Giin)
yapilan degerlendirmelerde her 3 grubunda ortalama degerleri 18+0 olarak
saptanmistir. Deney Oncesinde her 3 grupta benzerdir. Ancak deney sonrasinda
Garcia Skoru yonunden gruplarin arasinda gorilen fark istatistiksel olarak anlamh
saptanmistir (p<0,001). Bu farkhhgin sebebi olarak Grup 1’in (18%0), Grup 2
(15,33+0,816) ve Grup 3 (16,33+0,516)’ten daha biiylk ortalamaya sahip olmasi
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saptanmistir (p=0,001, p=0,002). Grup 2 ile Grup 3 arasinda goriilen fark istatistiksel
olarak anlamli saptanmamistir (Tablo 2) (Sekil 1).
Gruplar kendi icinde deney Oncesi ve deney sonrasi skor degisimleri

yoninden degerlendirilmistir. Grup 2 (p=0,026) ve grup 3 (p=0,023)’ skorunun

deney Oncesine gore azalmasi istatistiksel olarak anlamh saptanmistir (Tablo 2)

(Sekil 1).

Tablo 2.

G
Garcia Skoru ORT#SS  ORTHSS ORTLSS p* Post Hoc
Deney Oncesi 18+0 18+0 18+0 1
p** 1 0,026 0,023

*0One Way Anova Testi, **Wilcoxon Testi
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18
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145
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| Kontrol

[EEN
B

18

m Deney Oncesi

Garcia Skoru (Ort)

SAK

Deney Sonrast

15.33

SAK-+piseatannol

istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir (p>0,05) (Tablo 3).

16.33

Tablo 3. Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimlerin Kiyaslanmasi

N ORT ¥SS  Min  Max p*

TNF o Kontrol 5 35,06 0,99 33,74 35,98 0,247
SAK 5 33,58 0,99 31,84 34,16
SAK+PST 5 34,13 1,81 32,45 36,23

BCL Kontrol 5 31,27 1,29 29,26 32,42 0,79
SAK 5 30,58 1,39 28,86 324
SAK+ PST 5 31,31 2,62 29,1 35,12

BAX Kontrol 5 27,35 0,86 26,01 28,29 0,878**
SAK 5 28,35 3,2 2591 33,9
SAK+ PST 5 27,12 1,37 25,9 28,96




Beta Aktin Kontrol 5 23,67 0,99 22,1 24,74 0,678
SAK 5 2294 0,82 21,87 23,97
SAK+ PST 5 23,86 2,66 21,79 27,99

NF KB Kontrol 5 29,14 0,59 28,1 29,57 0,291
SAK 5 28,52 0,58 27,69 29,07
SAK+ PST 5 2842 0,98 27,38 29,5

IL6 Kontrol 5 33,23 0,52 32,69 33,95 0,764
SAK 5 3337 0,73 32,56 34,47
SAK+ PST 5 3295 1,3 31,79 34,95

KASPAZ 3 Kontrol 5 27,74 0,15 27,61 27,95 0,472
SAK 5 2761 0,49 27,02 28,19
SAK+ PST 5 26,79 2,17 24,66 29,95

Kontrol 0,102**

0,13

0,152

*One Way Anova Tezti, **Kruskal Wallis Testi, PST= piseatannol

Tablo 4. Rotarod Testi Analizleri

Rotarod testi ile ilgili gruplar arasi ve grup ici degerlendirilmesi tablo 4’te
detayh sekilde verilmistir. Gruplar arasinda 15 RPM (p=0,035), 20 RPM (p=0,033) ve
30 RPM’de (p=0,031) SAK (G2) grubunda goriilen 6lcim degerlerindeki disiklik
istatistiksel olarak anlamli saptanmistir (G2<G1, G2<G3). Kontrol grubu (G1) ile

SAK+PST (G3) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir (p>0,05).
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Gruplar kendi icindeki 10, 15, 20, 30 RPM vyoniinden olusan farkhliklari

degerlendirlimistir. Tespit edilen farklar istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir

(p>0,05) (Tablo 4).

Rotarod performans testi cihazi

Sham(G1) SAK (G2)  SAK+PST (G3)
ORTZ£SS ORTZSS ORTZSS
Rotarod (Median) (Median) Median p* Post Hoc
SAK Oncesi  158,83+51,848 180 +12,47 1800
10 RPM (180) (180) (180) 0,368
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p*x* 0,317 0,317 1

SAK Oncesi  169,5+25,72  175+57,55 1800
15 RPM (180) (180) (180) 0,586

pr 0,317 0,109 1
SAK Oncesi  179,17+2,041 156,67+72,96 1800
20 RPM (180) (180) (180) 0,586

0,317 ,10

SAK Oncesi  164,33+38,375 123,33+64,03 137,83%68,29

30 RPM (180) (145) (180) 0,536

p** 7 0, 0,1

*Kruskal Wallis Testi, **Wilcoxon Testi, PST= piseatannol



Gruplarin hiicresel 6zellikler yoniinden degerlendirilmesi tablo 5'te detayl
sekilde verilmistir;
Hilcresel blzisme ve o6dem yoninden median degerler siralamasi

G1<G3<G2 seklinde bulunmustur. Gruplar arasinda tepit edilen farklar istatistiksel

olarak anlamli saptanmistir (p<0,001) (Tablo 5).

a 6dem (p=0,046)
anlamli saptanmisti.

3 ile G2 ve G1 arasinda

Grup Sham (G1) SAK (G2) SAK+PST (G3)
ORTHSS ORT+SS ORT+SS
(Median) (Median) (Median) p** Post Hoc

0,5%0,535 2,630,518 1,750,463
Odem (0,5) (3) (2) <0,001 G1<G3<G2

3,38+1,84 6,253,808  5,5+3,703
Tunel (3,5) (6) (4,5) 0,209

T. Media 0,25%0,5 1,86+0,69 1,63+1,188 0,046 G1<G2




Odem (0) (2) (2)

*One Way Anova Tezti, **Kruskal Wallis Testi, PST= piseatannol

SAK grubuna ait 6rnek bir serebellum doku kesiti (H-E, 100x). Siyah oklar hiicresel

piknozu, kirmizi oklar ise 6dem alanlarini géstermektedi
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hiicresel piknozu, kirmizi oklar ise 6dem alanlarini géstermektedir
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SAK grubuna ait 6rnek bir baziller doku kesiti (H-E, 100x) -
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SAK grubuna ait 6rnek bir serebellum doku kesiti (TUNEL, 200x). Siyah oklar TUNEL

(+) baska bir ifadeyle apoptoza giden hiicreleri gostermektedir
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grubdna ait 6rnek bir hipokampus doku kesiti (T , 200x). Siyah oklar

TUNEL (+) baska bir ifadeyle apoptoza giden hiicreleri gostermektedir
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5. TARTISMA

Subaraknoid kanama beyinde BOS’un dolastigi subaraknoid mesafeye kanin
ekstravaze olmasi ile karakterize ciddi mortalite ve morbidite ile seyreden norolojik
acil bir tablodur. Subaraknoid kanama sebepleri travmatik ve nontravmatik olarak

gruplandirilir ve % 80 oraninda ruptire olmus bir anevrizmaya baglhdir (136).

Vazospazm ilk olarak 1951 yilinda Ecker ve Riemenschneider tarafindan
tanimlanmistir. Subaraknoid kanamayi takiben olusan vazospazm, yiiksek morbidite
ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Bu nedenle SAK sonrasi
vazospazmin neden olabilece§i iskemik hasarlardan kag¢inmak i¢in erken tanmi ve

‘uygun tedavi biiyiik 6nem tasimaktadir (137). SAK sonrasi ilk iki hafta iginde
serebral vazospazm varligi mortaliteyi 1,5 kattan 3 kata kadar arttirr (138).
Vazospazm anevrizmal subaraknoid kanamali hastalarin %70’inde gorilirken, %30-
40’inda semptomatik serebral iskemi gorukir (139, 140). Vazospazmin
fizyopatolojisi ve tedavisi uzun suredir arastiriliyor olsa da heniiz tam olarak
anlasilamamustir. Fizyopatolojisinden sorumlu oldugu dusiiniilen patolojik siiregler
Ca bagimli ve bagimsiz vazokonstriksiyon, serbest oksijen radikallerinde artma,

enflamasyon, endotelin-1 dizeyinde artma, NO miktarinda azalma, norojenik

faktorler, endotelyal apopitozis ve proliferasyondur (141).

SAK'n bir komplikasyonu olarak serebral vazospazm, oksihemoglobinin
aracilik ettigi uzun siireli diiz kas kasilmasinin bir sonucu oldugu goriinmektedir: bu
etkiyi ya kas lifleri {izerindeki dogrudan etkisi yoluyla ya da arter duvarindan
vazoaktif maddelerin, serbest radikaller ve lipid peroksitlerin lokal olarak salinmasi
gibi dolayli mekanizmalar yoluyla yaptigi disiiniilmektedir (137). Son yapilan
caligmalar vazospazm olusmasinda ve ilerlemesinde en 6nemli faktor olarak oksidatif
stresi gostermektedir. Subaraknoid mesafede bulunan hemoglobin vazospazmda
baslangic rolini tstlenir. Damar diiz kaslarinda Ca kanallarmimn aktivasyonunu,
vazoaktif proteinlerin aktivasyonunu ve serbest oksijen radikallerinin olusmasini
saglar (142).
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Biz, olusturdugumuz deneysel SAK modeli ¢alismasinda tedavi edici etken
madde olarak Piseatannolu kullandik. Piseatannol, kirmizi sarap, iiziim, ¢arkifelek
meyvesi, beyaz cay ve Japon knotweed meyvesinde bulunan bir resveratrol
metabolitidir. Bir diyet polifenol olan piseatannol, metabolik bozukluklar, kanserler,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi enfeksiyon hastaliklar1 tedavisinde hayati
farmakolojik etkiler gosterdigi bildirilmistir. Karaciger fibrozu, pulmoner emboli,
skleroderma gibi hastaliklarda deneysel model galismalar1 sunulmustur. Biz de
calismamizda Piseatannolun intraserebral hasar sonrasi serebellar hasara ve basiller

vazospazmina olan etkisini irdeledik.

Bu calismada, deneysel SAK modeli olusturulan ratlarda serebellum

de serebellum ve

edavi edici etkileri ilk

AK modelinde:

- Garcia skorunu diizelttigi/ylkselttigi

- Rotarod testi skorlarmi diizelttigi/ylikselttigi gosterilmis,
b) Histopatolojik dizeyde:

- Hiicresel bliziismeyi azalttig1,

- Odem gelisimini azalttig,

- Nissl cisimcik formasyonunu azalttigi,

- Vazospazmu azaltt1g1,

- Tunika media 6demini azalttig1 gosterilmis, ve

¢) Molekdler diizeyde:
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- TNF-a, BAX, NF-xB, Kaspaz-3, SIRT-1, TLR 4 ve p53 gen ekspresyon

seviyelerini (istatistiksel olarak olmasa da rakamsal diizeyde) azalttig1 belirlenmistir.

Bu sonuglar PST’nin SAK sonrasi ortaya c¢ikan beyin hasarinda ve
olusan vazospazminda klasik tedavi yontemlerine ilave olarak kullanilabilecek

bir molekiil oldugunu gostermektedir.

Bu calismada elde edilen bulgular, Piseatannol’iin ratlarda SAK sonrasi
vazospazmin etkilerinin azaltilmasinda etkili oldugu, inflamatuar siirecte yer alan
sitokinlere (heniiz anlamlilik diizeyinde gosterilemese de) etkili oldugu, apopitozisi

azalttigi ve noroprotektif etkilerinin bulunmadigini gostermis olduk. SAK sonrasi

orolojik hasara k

rda subaraknoid k
yaygm olarak kullanilmaktadir ve birkag yontem ile olusturulmaktadir. Bunlardan
baslicalar1 baziler arterin delinerek SAK olusturulmasi modelidir (143, 144), ve
gliniimiizde bilinen, en ¢ok uygulanilan sisterna magnaya bagka bir bolgeden alinan
kanin enjekte edilmesiyle kanin arter etrafinda toplanmasii saglayan yontemlerdir
(145). Sundugumuz ¢alismada ise, bu iki yonteme alternatif olarak Prunell ve ark.
tarafindan gelistirilen SAH modeli kullanilmistir (146). Bu yontemi tercih etmemizin
nedeni, insanlarda gozlenen SAK klinigini en iyi temsil eden yOntemi temsil
etmesidir. Ayrica, diisiik maliyetli ve kolay uygulanabilir olmasinin yani sira

hayvanlarin takibi i¢in de olduk¢a uygundur.

Insanlarda SAK sonrasi mortalite ve morbidite gelisimi birgok faktor ile
iligkili olmakla birlikte en ¢ok etki eden faktoriin kanama miktar1 ve siddetidir. Genel
olarak kanama miktar1 daha az olan insanlar daha ¢ok hayatta kalmakta sansina sahip
ve daha az islev kaybina maruz kalmaktadir (136). Calismamizda, olusturdugumuz

deneysel SAK modelinde, orijinal yontemden farkli olarak subaraknoid bolgeye 200
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ul degil 150 ul kan verilmistir. Siddetli SAK’tan kaginaran 6liim olasiligini azaltmay1
hedefledik. Boylelikle 6lim oranlarin1 en aza indirmeyi hatta mumkinse ortadan
kaldirmay1 amagladik. Prunell vd.’nin uyguladigi orijinal yontemde 200 pul kan
uygulamasi ile hayvanlari % 25’1 olmustiur (146). leong ve ark.’nin ise 250 pl kan
uyguladiklar1 ¢aligmalarinda % 16’lik bir 6lim orani belirlemisgler ancak hayatta
kalanlarda yiiksek oranda norolojik hasara rastladiklarini belirtmislerdir (147). Bizim
calismamizda denekler arasinda Olimiin gelismemesinin nedeninin uyguladigimiz

kan miktarmin 150 pl ile sinirlandirmamiz oldugunu diisiiniiyoruz.

5.1 Deneysel SAK olusumunun degerlendirmesi

denekler arasinda 6liimiin gelismemis olmasi1 150 pl kan uygulamasi mortalite ortaya
¢ikmadan, ama yine de de degerlendirme yapabilecek diizeyde de nérolojik hasar

olusmasini sagladigimiz optimal bir kanama miktar1 oldugunu géstermekteyiz.
5.2 Deneysel SAK sonrasi norolojik degerlendirme

Olusturulan deneysel SAK modelimizde deneklere deney Oncesi ve deney
sonrast norolojik fonskiyon degerlerndirmsi i¢in Garcia norolojik muayenesi

yapilmistir. Tiim deneklerde calisma 6ncesi Garcia norolojik skoru esit saptanmist.

Deneysel SAK sonrast 24. saatte aym1 siganlarm norolojik skorlari
kaydedilerek veriler karsilagtirilmistir. Elde edilen verilere gore SAK, deneklerde
anlamli diizeyde Garcia norolojik skorlarinda diisiise neden olmustur. Ayn1 zamanda
PST kullaniminin bozulan Garcia norolojik skorlarinida anlaml diizeyde yiikselmeye
neden oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu deneklerde Garcia norolojik skoru ayni

kalmis: deney oncesi 18, deney sonrasi 18 puan. Deneysel SAK olusturulan ve tedavi
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uygulanmayan Grup 2 deneklerinde Garcia norolojik skorlar1 deney sonrasi anlamli
diizeyde diismiistiir: deney Oncesi 18’den deney sonrasi 15,33 puan olmak iizere; bu
degisim hem kendi grup i¢inde hem de kontrol grupla karsilastirildiginda anlamliydi.
Deneysel SAK olusturulan ve PST verilen Grup 3 deneklerinde Garcia norolojik
skorlarinda anlamli diizeyde diisme saptanmis: deney Oncesi 18’den deney sonrasi
16,33 puan olmak fizere; bu degisim hem kendi grup icinde hem de kontrol grupla
karsilastirildiginda anlamliydi. SAK olusturulan gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise Grup 2 ve Grup 3 deneklerin Gracia skorlarmin anlamli fark
olusturmadigini, bununla beraber Grup 3 deneklerinin skorlar1 rakamsal olarak daha
yiliksek oldugu saptanmistir. Bu sonug, Deneyimizde etkisi arastirilmasi hedeflenen

sonrast ndrolojik ve bu gercegin

gerektigini

uygulanan  yonteme

[lanilmaktadir. Cao

ak norolojik dege i nda diisme
gostermisler ve Garcia skorunun 11°e kadar dustigini belirlemislerdir. Tedavi
amach verdikleri liprokstatin-1’in Garcia skorunu 14’e kadar yiikselttigini ve
yiikksekliginin  tedavi verilmeyen deneklere gore daha yiikksek oldugu

gozlemlemiglerdir (8).

Ieong ve ark. olusturdugu bir deneysel SAK modelinde yiiksek mobiliteli
grup kutusu 1 (HMGB1) inhibitori olarak glisirizinin etkisini arastirmiglardir. 250
ul otolog arteriyel kan uygulamasi ile yapilan SAK modelinde 24 saat sonraki Garcia
skoru 14’e kadar dismis, glisirizin uygulamas: ile bu deger 16 puana kadar

yiikseldigini ve diizelmenin anlamli bir fark gosterdigini bildirmislerdir (147).

FoxO1l molekiiliiniin SAK modelinde beyin hasarm1 otfajiyi eglemmeye
mekanizmasi ile azaltma etkinliginin incelendigi bir baska arastirmada, 300 pl gibi

yiiksek miktarda kan ile olusturan SAK modelinde deneklerde Garcia skorunun 8’e
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kadar azaldigini, yiksek doz FoxOl uygulamasinin bu degeri 15’lere kadar
yikselttigini belirlemislerdir (148).

Sunulan verilere gore, SAK sonras1 Garcia skorunun diistiigii ve bu diisiisiin
inflize edilen kan miktarma bagli oldugu aciktir. Koruyucu veya iyilestirici ajanlarin,
Garcia skorlarint arttirdigi goriilmiis, ancak heniiz hi¢bir ajan kontrol grubundaki
seviyelere kadar ¢ikarmamistir. Calismamiz, SAK'tan 24 saat sonra Garcia skorunun
anlamli olarak diistiigiinii ve PST tedavisinin Garcia skorunda anlamli bir azalma ile
sonuglandigint ortaya koymustur. Bu c¢alisma, PST'nin Garcia skoru verilerine

dayanarak, SAK sonrast norolojik hasar1 dnemli Slciide iyilestirdigini gdsteren ilk

calismalardan biridir.

icin kullanilmistir.  Kiriste yiirtime testinde 1se, kirigin ucundaki bir
kale kutusuna girmek igin farelerin asili, dar bir kirisi gegmesi beklenmektedir. Bu
gorevdeki performans, hayvanin kirigin sonundaki kale kutusuna girme gecikmesi
Olciilerek degerlendirilir. Isin dengesi ve 1sin yliriiylisi gorevleriyle motor
fonksiyonun degerlendirilmesi, TBH'nin norofarmakolojik mekanizmalarmin
incelenmesi ve TBH i¢in potansiyel tedavilerin gelistirilmesi ve test edilmesi igin
birincil bagimh degisken olmustur (150, 151). Sonug olarak, TBH'yi takiben motor
fonksiyonun dogru degerlendirilmesi bu alandaki arastirmalar i¢in kritik Oneme

sahiptir.

[Ik olarak Dunham ve Miya (1957) tarafindan gelistirilen Rotarod Task
Analizi, ¢esitli ilaclarin ndrolojik etkilerini degerlendirmek i¢in siklikla kullanilan bir
tarama testidir (152). Baslangicta kullanildigi gibi, prosediir, siganin sabit bir hizla
donen bir ¢ubuk iizerinde dengesini korumasini gerektiriyordu. Jones ve Roberts
(1968), hayvan cubuk iizerinde yiirlirken ¢ubugun donme hizin1 kademeli olarak

artirarak bu testin duyarhiligini arttirigtir. Birkag calisma , santaral sinir sistemi
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depresanlarinin rotarod performansi lizerindeki etkilerini arastirmis ve cihazin motor
fonksiyonu degerlendirmek igin yararl oldugunu bulmustur (153). Bununla birlikte,
Rotarod Task testini TBH'1 takiben motor efisitleri belirlemek adina kullanimi ilk
defa 1994 yilinda Robert Hamm ve ark. tarafinan denemistir (154). Biz de
calismamizda, deneysel SAK sonrasi siganlarda olusan motor defisitini

degerlendirmek adina Rotarod Task testini uyguladik.

Calisgmamizda, deneysel SAK sonrasi deneklerimizde gozlemledigimiz
sonuglar soyle idi: Rotarod testinin SAK 6ncesi 10-15-20 ve 30 rpm doniislerinde her
uc gruptaki deneklerin istatistiskel olarak anlamli fark olusturmadiklarini gordiik.

d nlarda degisim

olarak (SAK sonras1 PST
uygulana nrasi tedavi almayan grup

olan) Grup 2

erinde hep (SAK s ayan grup
olan) Grup 2 deneklerine gore anlamhi diizeyde daha yiiksek tespit edilmistir. Grup 2
in yansittig1 motor defisit skorlarinin ise grup 1 ve grup 3 ye gore anlamli olarak fark

ettigi saptanmistir.

Elde edilen bilgiler 1s13inda deneysel SAK modeli sonrast PST tedavisinin
deneklerde motor fonksiyonlar1 {izerine anlamli koruyucu/diizeltici etkisi oldugu

soylenebilir.

5.4 Deneysel subaraknoid kanamada hiicre hasarimin histopatolojik

degerlendirilmesi
5.4.1 Deneysel subaraknoid kanamada hiicre 6deminin degerlendirmesi

Odem, SAK sonras1 beyin dokusunda gelisen komplikasyonlar arasmdadir.
Doku 6demini histopatolojik olarak degerlendirebilecegimiz gibi total beyin

dokusunun yas ve kuru agirhginin degerlendirilmesi yolu ile de yapilabilir.
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Calismamizda serebellum 6demi degerlendirmesi i¢in her iki teknigi de kullandik.
Serebellum dokusunu histopatolojik olarak degerlendirildigimizde denekler arasinda
deney sonunda 6dem skorlu en diisiikk olan denek grubu Grup 1 (6dem skoru 0,5),
ardindan Grup 3 (6dem skoru 1,75) ve en yiiksek skor Grup 2’de (6dem skoru 2,63)
oldugu saptanmistir. Gruplar arasindaki bu fark aynmi zamanda istatistiksel olarak
anlamliydi. SAK sonrasi 24. saatte hiicresel 6dem skorunda hem kontrol grubuna
gore hem de her iki SAK grubu arasinda anlamli artiglar belirlenmistir. PST
uygulamas1 SAK grubundaki bu artislar izole SAK grubuna gore anlamli diizeyde
azaltmustir. Goruldugi uizere serebellum dokusunda histopatolojik 6dem skorlarinda,
SAK grubunda kontrol grubuna gore bir artis ortaya ¢ikmis, PST uygulamasi ise bu

O oldugunu agikga

1lk 24 saat i¢cinde etkili

atlerde ornek almadigimiz

arterlerin degerlendirmesinde tinea media tabakasinda 6dem gelisip gelismediginin

incelenmesi yapilmistir. T. Media 6dem skorlarmin, tipki parankim dokusunda
oldugu gibi, artis olustugu gosterilmistir. Kontrol grup deneklerinde T. Media 6dem
skoru degeri 0,25 iken Grup 2 deneklerinde bu deger 1,86’ya kadar yiikselmistir:
SAK, basiller arter T media tabakasinda anlamli diizeyde bir 6deme neden olmustur.
SAK sonrast PST verilen Grup 3’te ise T. media 6dem skoru 1,63 olarak tespit
edilmistir: rakamsal olarak bir diizelme tespit edilse de istatistiksel olarak anlamli

degildi.

5.4.2 Deneysel subaraknoid kanama sonrasi hiicresel biiziisme ve Nissl

cisimciklerinin degerlendirilmesi

Serebellum dokusunda néronal hiicre hasarmi belirlemek igin histolojik

calismalar yapilmistir.
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Deneysel SAK olusumudan 24 saat sonra alman serebellum dokularinda
hiicresel biiziismenin Grup 2'de Grup 1 ve Grup 2'ye gore anlamli diizeyde fazla
oldugu, patolojik Nissl cisimciklerinin Grup 2' de Grup l'e gore anlamli diizeyde

fazla oldugunu tespit ettik.

Beraberinde, PST uygulanmasimin hasarl ve biiziisen néron sayisinda anlamli
diizeyde azalma ortaya kondu. PST uygulanan deneklerde Nissl cisimcikleri

sayisinda da ciddi bir diisiis goriinmesine ragmen fark anlamli diizeyde degildi.

Biitiin bu bulgular, PST uygulamasmin hasarli noron sayilarini anlamli

diizeyde azaltmasi PST’nin SAK patogenezine Kkarsi koruyucu etki gosterdigini

cesitli yolaklardaki degisiklikleri incelemistir. Calismalarimiz da ayni yolu izledi.
Wang ve ark. cahismalarindan birinde SAK sonrasi tiyoredoksin etkilerini
arastirmislardir. Tioredoksin protein sentezini uyaran gruptaki korunmus ndron
sayisinin SAK grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu belirlediler (155).
Bagka bir ¢alismada da, bir kanabinoid tip 1 reseptdr agonistinin SAK ile tedavi
edilen si¢anlarda hipokampal hiicre 6liimii iizerindeki etkisini inceledi. kanabinoid
tip 1 reseptor agonistinin hiicre Sliimiinii azalttigi gosterilmistir (156, 157). SAK
sonrast hiicre dliimiinii azaltmak i¢in Apelin kullanilan bir diger ¢alismada, Apelinin
hiicre 6liimiinii 6nemli Olgiide azalttigi bulunmustur (158). Goriildiigi gibi, Nissl
cisimciklerinin varligi, SAH sonrasi hiicre oliimiinii belirlemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. SAK sonras1 kullanilan ajanlarin restoratif etkilerinin biiyiik dl¢iide
bu ajanlarm antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandigi goriilmektedir. Caligmamizda
kullanilan PST de giiclii antioksidan 6zelliklere sahip bir molekiildiir. Dolayistyla
SAK sonras1 ndronal hasar1 azaltici etkisinin PST'nin bu 6zelliginden kaynaklandig1

soylenebilir.
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5.4.3 Deneysel subaraknoid kanama sonrasi TUNEL boyama

degerlendirilmesi

Morfolojik caligmalarda vazospazm siirecinde serebral arterlerin endotelinde
hiicre olimu gergeklestigi goralmistir. Hicre oluminin sebebi tam agiklanamasa da
hemoglobinin toksik etkisi, hicre i¢i Ca++ seviyesinin artmasi ve serbest oksijen
radikallerinin agiga ¢ikmasi ile baglantili oldugu distunilmektedir. Ogihara ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada, vazospazm sturecinde olusan SOR’un mitokondriyal membran
stabilitesini bozup kaspaz yolagini aktive ederek hiicreyi apopitoza yonlendirdigini
ve hicrede DNA hasar1 olusturdugunu gostermiglerdir (159). Bu ¢alismada

endotelyal apopitozu ve DNA hasarmi gostermek i¢in  immiinohistokimyasal

Deneklerden elde ettigimiz normal basiller arter o6rneklerinde (Grup 1)
endotelyal tabakanin dizenli oldugunu, T. media 6dem skorunun 0 oldugu ve Tunel
boyamasi skorunun 3,5 oldugunu gosterdik. Subaraknoid kanama sonras1 damar ¢ap1
artar ve esnekligi azalir. Bizim ¢alismamizda da basiller arter diizensizligi goriilmiis,
T. media 6dem skoru 2 olarak tespit edilmis be TUNEL boyamas1 skorunun 6 oldugu
gosterilmistir. Tim bu farklar istatistiksel olarak anlamli diizeydeydi. SAK sonrasi
PTS uygulanan denekleride ise T. Media 6dem skorunun azaldigini, Tunel boyama

skorunun da ciddi diizeyde azaldigini (skor 4,5) gosterdik.

Biitiin bu bulgular, PST uygulamasmin basiller arter endotelin hasarmi
anlamli dizeyde azalttigi ev PST’nin SAK patogenezine karsi koruyucu etki

gosterdigini bir kez daha ortaya koymustur.
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5.4.4 Deneysel subaraknoid kanama sonrasi basiller arter vazospazmi

degerlendirmesi

Enflamasyon ve oksidatif stres, vazospazmin patofizyolojisinde anahtar rol
oynar. Sugawara, SAK sonrasi vazospazmda damar duvarindaki MNL
infiltrasyonunun inflamatuar yanitin 6nemli bir parcasi oldugunu belirtmektedir
(161). Bu vaskiiler diiz kas degisiklikleri ayn1 zamanda damarm kasilma-gevseme
yetenegini de bozar. Damar duvarindaki bu degisikliklerde inflamasyon ve oksidatif
stres anahtar rol oynamaktadir (162). PST'nin yukarida belirtilen anti-enflamatuar ve
antioksidan etkileri, vazospazmin Onlenmesinde veya tedavisinde faydali
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sicanlarda insanlarda oldugu gibi bifazik

Calismamizda basiller arter incelemesini tercih ettik. Bu ¢alismada SAK’a
bagli basiller arter vazospazmi ve vazospazmin tedavisi i¢in kullandigimiz PST’ nin
etkilerini gérmeye calistik. Kontrol grubu deneklerinde vazospazmin gelismedigini,
SAK olusturulan grupta vazospazm skorunun anlamli diizeyde yiikseldigini ve 1,86
degerine ulastigini, SAK sonras1 PST uygulanan deneklerde ise bu skorun bir miktar

diistis gosterdigini ve 1, 62 degerine diistiigiinii gozlemledik.

Tiim bu bulgular 1518inda SAK sonrast PST uygulamasinin basiller arter

vazaspazmina karsi koruyucu etkisi oldugunu sdyleyebiliriz.

5. 5 Deneysel subaraknoid kanama sonrasi gen ekspresyon diizeylerinin

degerlendirmesi

Subaraknoid kanama sonrasi beyinde olusan hasar1 degerlendirmek i¢in en sik

kullanilan yontemlerimden biri de hasar sonrasi inflamatuar cevabi degerlendirmek
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ve hasar sonrasi olusan apopitozu degerlendirmektir. Calismamizda da bu maksatla
SAK sonrast inflamatuar belirtegleri olarak TNF-o, IL-6, IL-1B, NF-xB, TLR4, p53
molekiil seviyelerini ve apopitozu degerlendirmek adina Kaspazlar ve Kaspaz-3, Bcl-
2 Ailesi Proteinleri, Bcl-2 ile iliskili X Proteini (BAX), SIRT 1 ve Beta Aktin protein

ekspresyonlarini degerlendirtirdik.

Calismamiz sonucunda tiim apopitoz belirtegleri ve inflamatuar belirtecleri

seviyeleri gruplar arasinda SAK 6ncesi ve sonrast anlamli bir degisim gostermemistir

SAK sonrasi beyin hasarini degerlendirmede en sik kullanilan parametre
apoptozdur cunki néronal apoptoz SAK patogenezinde 6nemli rol oynar (163).

ir ve kaspaz-3'Un

zla iligkili faktorler olan

rinin beyinde arastirildigi

ajanin SAK tedavisinde kullanilma potansiyelinin arastirilmasina yol agmustir.

Bu amagla gesitli ¢alismalarda puerarin (166), HSP27 (143), sikline bagimli
kinaz-5 (167), apelin-12-13-36 (156, 158, 168) ve Resveratrol (RES) (169-171)
arastirtlmis ve bu molekiillerin otofaji ve apoptozu diizenleyerek SAK (zerinde

noroprotektif etkiler oldugunu gostermislerdir.

Caliymamizda PST grubunda BAX gen ekspresyon diizeylerinde ve Kaspaz-3
gen ekspresyonlarinda SAK grubuna gore (anlamli diizeyde olmasa da) azalmalar
vardi. Literatiiriin aksine ¢alismamizda BCL gen ekspresyonunda (istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte) artis saptandi. Tiim bu sonuglar, PST'nin SAK sonrasi
artan apoptotik ndron Oliimiinii 6nemli dl¢lide azalttigini gostermistir. Bu nedenle
PST'nin yukarida bahsedilen ajanlarda oldugu gibi SAK'da da apoptozu azalttigini ve

ndronal hiicreleri korudugunu séyleyebiliriz.
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SAK patogenezinde apoptozu diizenlemede etkinligi ortaya konulmus bir
diger molekiil tiimor baskilayici bir madde olarak da bilen p53°tir. Beyin
hiicrelerinde hasar olusmasi p53°iin proapoptotik proteinler olan BAX'm uyarmasina
sebep olurken, Bcl-2'yi baskilayarak apoptozu diizenler (172). p53 ayni1 zamanda
kaspaz proteinleri ile de yakindan iligkilidir: iskemik htuicre hasarlarinda salinir,
mitokondriyal hasara yol acar ve kaspaz proteinlerini aktive eder (173). Yapilan
caligmalar p53’iin SAK’ta ortaya ¢ikan appitozda kilit molekiillerden birisi oldugunu
gostermistir (174). SAK sonrast p53 genlerinde upregulasyonun 24. veya 72.
saatlerde ortaya ¢iktigi gosterilmistir (175, 176). Diger taraftan p53 inhibitorlerinin

SAK sonrast artan 6demi ve hiicre 6luimlerini azalttigi belirlenmistir (176).

seviyeleri
arastirtlmistir. SAK grubunda p53 degerlerinin kontrol grubuna goére (anlamli
diizeyde olmasa bile) arttigi, PST uygulamasinin ise bu degeri kontrol grup

deneklerinin degerlerine dogru yaklastirdigi ortaya ¢ikmustir.

Bu sonuglara dayanarak PST’nin p53’in ve Kaspaz-3 ekspresyonunu

dustirerek SAK sonrasi artan hiicre 6limlerini azalttigini diistinebiliriz.

SAK’ta beyin hasar1 iizerinde PST’nin etkilerini ve PST’nin p53 tizerine olasi
etkilerini inceleyen ortaya koyan galismalar bildigimiz kadar1 ile literatiirde ¢ok az

miktardadir. Caliygmamiz bu konuda literatiire degerli katkilar sunacaktir.

SAK sonrasi erken beyin hasarinda apoptoz ile birlikte goriilen bir diger
o6nemli bulgu inflamasyondur. Hatta inflamasyonun apoptoz ve diger siregleri
indiikleyen bir faktor oldugu bilinmektedir. Bu nedenle deneysel SAK modellerinde
inflamasyon  belirtegleri yaygmn olarak arastirilmistir. Literatiirde sunulan

calismalarda en ¢ok incelenen inflamasyon belirtecleri olarak TNF-a, IL-6, NF-xB
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ve TLR4 dikkat ¢ekmektedir. Biz de g¢alismamizda bu belirteclere yer verdik.
Calismamizda elde edilen verilere bakildiginda SAK sonrasi 24. saatte (istatistiksel
olarak anlamli diizeyde olmasa da) IL-6 duzeylerine ve NF-«xB dizeylerinde Grup 3
deneklerinde Grup 2'den daha diisiik oldugunu saptadik. Bu sonuglar SAK sonrasi
24. saatte serebellum dokusunda bir inflamasyon tablosunun ortaya ¢iktigini ve PST

uygulamasinin bu inflamasyonu bir miktar azaltmada etkin oldugunu gostermektedir.

TNF-a ve IL-6 proinflamatuar  sitokinler  olarak  bilinir  ve
noroinflamasyondaki rolleri olduk¢a iyi aydinlatilmistir. SAK’a maruz kalmis
insanlarda ilk 72 saat igerisinde TNF-a, IL-6 ve IL-1B dizeylerinin yiikseldigi ve

erken beyin hasarmin altinda yatan inflamatuar sireglerde bu artisin rolii oldugu

Bizim ¢alismamizda inlamasyon belirtecleri olan IL-6, NF-xB ve p53
diizeylerinin Grup 3’te Grup 2’ye gore (istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa
da) daha diisiik olmasinin ve TNF-a, TLR4 ve IL-1B diizeylerinin Grup 3’te Grup
2’ye gore (istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da) daha yiiksek olmasmnin
aciklamasi olarak sitokin ekspresyonlarindaki degisimler inme tipine ve inmenin
lokalize oldugu beyin bolgesine bagli olarak da farklilik gosterdiginin bilinmesi

olabilir.

Iki farkli SAK modelini karsilastiran bir calisma, beyindeki TNF-o, 1L-6 ve
IL-1B ekspresyonunun SAK'tan 2 ve 7 giin sonra farkli sekilde arttigini ortaya
koymustur. Serebral arter perforasyonu ile indiiklenen SAK sonrasi inflamatuar yanit
7. giine kadar ortaya ¢ikarken bazal sisterna kaynakli olusturulan SAK modelinde
SAK'tan 2 gilin sonra beyin dokusunda sitokin diizeylerinde artig saptanmistir (146).
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Calismamizda SAK'dan 24 giin sonra Serebellum doku Ornekleri alindi ve bazi

sitokin diizeylerinde artis saptadik.

SAK'dan kisa bir siire sonra meydana gelen inflamasyon, noronal apoptozu
tetikleyen onemli bir faktordiir. Mikroglia ve astrosit hiicreleri bu siiregte yer alir;
mikroglia, astrositleri enflamatuar sitokinleri salgilamasi i¢in uyarir ve astrositlerin
aktivitesi, SAK sonrasi sinir hiicresi hasarmm en temel nedenlerinden biri olarak
kabul edilir (181, 182). Astrositlerin etkileri SAK sonrasi erken donemde daha
giicliidiir ve ayrica noronal apoptoz ile iliskilidir; bu nedenle astrositik aktivitenin

azaltilmast SAK patogenezine karsit uygulanan terapotik yaklagimlardan biridir

(183). Astrositler apoptozu ve enflamasyonu diizenlerken, astrositlere bagli apoptozu

gen ekspresyonlarindaki azalmalar ve IL-1p ile apoptoz arasindaki etkilesimler ile

iligkili oldugu belirtilmistir (148).

TNF-a, SAK'tan sonra en hizli degisen sitokindir. SAK sonrasi 1. ve 6.
saatlerde bile beyin parankiminde TNF-a gen ekspresyonlarinda artis oldugu
gosterilmistir. Bu artiglar, damarlarin cevresinde bulunan glial hiicrelerde ve
astrositlerde yogunlagsmaktadir (179). TNF-a'nin iskemik beyin hasarinda arttig1 iyi
bilinmektedir. Bir ¢alisgmada beyindeki TNF-o gen ekspresyon seviyeleri iskemiden
1, 3, 6, 12 ve 24 saat sonra incelenmis ve iskeminin ardindan 1. saatte baslayan

artigin 12. saatte zirveye ulastig1 belirlenmistir (157).

Caliymamizda SAK sonrasi PST uygulamasinin NF-xB, IL-6 ve p53 gen
ekspresyon diizeylerini azalttig1 gozlendi (istatistiksel olarak anlamli degil). Her ti¢
sitokin Uzerinden degerlendirildiginde PST'nin SAK sonrasi artan inflamatuar yanit1

azalttigin1 ve antiinflamatuar etkiye sahip oldugunu soyleyebiliriz.
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Caliymamizda, inflamasyon belirteci olarak degisimini Olgtiigiimiiz bir
molekiil de TLR4’tiir. TLR4’tin SAK patogenezindeki roli konusunda bildirimler
bulunmaktadir. SAK’ta hemoraji alanmna dagilan alyuvarlarin yikilmasi1 TLR4’i
aktive ettigi (Bulters vd., 2018), TLR4 aktivasyonu NF-kB yolagmin uyarilmasi ile
inflamatuar siirecin baslattig1 ve sonug olarak noronal hasara dogru gidisi tetikledigi

(Hyzak vd., 2011; Pradilla vd., 2010) gdsterilmistir.

Yapilan bir calismada SAK sonras1 TLR4 gen ekspresyon diizeylerinin arttigi
belirlenmis, ayni c¢aligmada tedavi edici ajan olarak uygulanan 2-PMAP’nin
inflamatuar sitokinlerle birlikte TLR4 gen ekspresyonlarini da azalttigi goriilmiistiir.

TLR4 gen ekspresyonlarmin azaldig1 grupta vazospazmin ve apoptozun da azalmasi

Calismamizda literatiir bildirimine uygun bir sonug tespit edilememistir: SAK

modeli sonras1 TLR4 gen ekspresyonlar1 seviyelerinde diisiis tespit edilmis ve SAK
+ PST grubunda (Grup 3) TLR4 gen ckspresyonlar1 seviyeleri Grup 2’ye goére bir
miktar daha yiiksek tespit edilmistir

Bu sonuglar ayni zamanda PST’nin SAK’taki iyilestirici etkilerini TLR4
disindaki yolaklar iizerinden gerceklestirdigini de diisiindiirmektedir. Bu sonuglar
SAK’ta PST-TLR4 iliskisini ortaya koyan oncii bulgulardir. SAK’ta PST-TLR4
iliskisi hakkinda daha net yorumlar yapabilmek i¢cin 48. ve 72. saatlerde de beyin

dokusunun incelenecegi yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Bir diger inflamatuar marker olan SIRT-1 gen ekspresyonu agisindan
degerlendirme yaptigimizda SIRT-1 diizeyinin SAK deneklerinde kontrol grubuna
kiyasla azaldigini, Grup 3’te ise bir miktar yiikseldigini saptadik (hi¢bir degisim
istatistiksel anlamlilik gdstermemistir). Calismamizda apoptoz ve inflamasyon

uzerine SAK ve PST uygulamasmim etkilerini literatiir ile uyumlu bulmus, SIRT1
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gen ekspresyonlar1 agisindan elde ettigimiz verilerin literatiir ile bir benzerlik
gbozlemlemis ama anlamlilik diizeyine ¢ikamamistir. Calismamiz PST’nin SAK’a
bagli erken beyin hasar1 lizerine koruyucu etkilerini inceleyen ilk aragtirmalar

arasindadir. Bu konuda ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

SIRT1 birgok farkli hiicresel fonksiyonda yer almakta, beynin bir¢ok
bolgesinde ifade edilmekte ve sinir hiicresi hasarmna karsi koruyucu etkiye sahiptir

(134).

Bir caligma, SIRT1'in ndroinflamasyonu ve apoptozu inhibe ederek sinir

hiicrelerini serebral iskemiden korudugunu gostermistir (155).

ara kars1 koruyucu etkisi

SAK'ta koruyucu rolinin

gosterilmistir (185).

SIRT1 ayrica SAK'ta serebrovaskiiler spazm {izerinde koruyucu etkiye
sahiptir (186). Ote yandan PST, SIRT1'in bir aktivatoridir ve SIRT1 aktivasyonu
saglayarak inflamasyonu azaltir ve hiicreleri apoptozdan korur. RES'in iskemi veya
anoksi durumlarinda koruyucu etkisi oldugu iyi bilinmektedir. RES bu etkiyi,
SIRTZ'in aktivasyonu yoluyla HIF-1a (hipoksi kaynakli faktdr-1 alfa) geninin
ifadesini artirarak elde eder. RES'e benzer yapis1 nedeniyle PST'nin de ayni sekilde
hareket ettigi diisiiniilmektedir (178, 185, 186). Caliimamizda PST uygulamasi
antiinflamatuar ve antiapoptotik etkiler gosterse de SIRT1 gen ekspresyonu izerinde
anlamli bir etki bulunmadi (sayisal olarak bir miktar artis gozlendi). Bu, PST'nin
SIRT1'den bagimsiz diger mekanizmalar aracilifiyla SAK'ta koruyucu olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu ¢eligkili sonucun bir nedeni, az sayida deney olabilir. Bu

nedenle, bu konuda daha biiyik 6lgekli caligmalara ihtiyag vardir.
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Calismanin giiglii yonleri

Bilgimiz dahilinde, sundugumuz ¢alisma, deneysel subaraknoid kanama
modeli olusturulmus, siganlarda piseatannoliin koruyucu etkilerinini inceleyen ikinci,
serebellar yaralanma ve baziler arterde gelisen vazospazm Uzerine olan koruyucu

etkinligini inceleyen ilk ¢caligmadir.
Cahsmanin kisithhiklar

Etik kurallar g¢ercevesinde olusturdugumuz SAK modelleri i¢in istatistik
degerlendirme i¢in gerekli olabilecek en kisitli denek sayisi alinmistir. Denek

sayisinin az olmasi ¢calismanin en biiyiik kisitliligidir.

deli Wistar sica

etkileri histopatolojik ve molekiiler diizeyde incelenmistir. SAK'1 modellemeden
onceki ve sonraki norodavranissal ¢alismamiz, PST'min bozulmus motor aktivite
iizerinde iyilestirici bir etkisi oldugunu ortaya koydu. PST'nin SAK sonrasi hiicresel
diizeyde serebral 6demi azaltarak erken beyin hasarmmi1 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini
gozlemledik. Ayrica SAK modelinin olusturuldugu gruplarda hasar gérmiis kasilan
ndronal hiicre sayismnin arttig1, PST uygulamasi ile bu saymin azaldig: anlasildi. SAK
patogenezinde ndronal apoptozun 6nemli rol oynadig1 bilindiginden ¢aligmamizda
néronal apoptozu hem TUNEL boyama ile histopatolojik olarak hem de RT-PCR ile
molekiiler diizeyde degerlendirdik. TUNEL boyama sonuglarmna gore PST ile SAH
grubunda TUNEL pozitif hiicre sayisinin arttig1, apoptotik hiicre sayisinin azaldigi
anlasildi. Molekiiler diizeyde, hiicresel apoptotik yolaklarda yer alan ve hcre
6limine yol agan molekiller olan p53, kaspaz-3 ve Bax'm ekspresyon seviyelerinin
PST ile (6nemli 6l¢iide olmasa da) azaldigini gosterdik. Tiim bu sonuglara dayanarak
PST'nin apoptozu azaltici bir etkiye sahip oldugu ve SAK'daki ndronlart korudugu

sOylenebilir.
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SAK ile hastaligi prognozu i¢in dnemli olan bir inflamatuar siire¢ vardir; Bu
nedenle, c¢aliyjmamizda TNF-a, IL-6, IL-1p, NF-kB, TLR4 ve SIRT1 gibi
enflamatuar yollarda yer alan birkag molekilin gen ekspresyon seviyelerini
degerlendirdik. SAK sonrast PST kullaniminin TNF-a, IL-6 ve NF-kB duzeylerini
diisiirdiigti anlasildi. Bu sonuglar, PST uygulamasmin dogrudan SAK sonrasi

enflamasyon ve apoptoz yollarin1 hedefledigi hipotezimizi desteklemektedir.

Sonuglarimiz, PST'nin, temel beyin molekiiler sinyallerini hedefleyerek erken
beyin hasar1 ve basiller arter vazospazminin tedavisinde deneysel bir SAH modelinde

terapotik degere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu konudaki

arastrmalarin  azligi ve mekanizmalarin tam olarak aydmlatilamamis olmasi

- Deneysel SAK modelinde SAK olusturulan deneklerde Garcia norolojik
degerlendirme skorlarinda anlamli diizeyde diisiis tespit edilmistir.

- SAK olusturulan deneklerde PST uygulanan deneklerin Garcia norolojik
degerlendirme skorlar1 PST uygulanmayan deneklere gore (istatistiksel
olarak anlamli olmasa da) daha yiiksek tespit edilmistir.

- Deneysel SAK modeli sonrasinda kullanilan PST, olusan ndronal hiicre
hasarina kars1 koruyucu etki gostermektedir.

- Deneysel SAK modeli sonrasinda kullanilan PST, olusan basiller arter
vazospazmina karsi koruyucu etki gostermektedir.

- Deneysel SAK modeli sonrasinda kullanilan PST beyin hasar1
gostergeleri olan apopitoz gen ekspresyonlnar1 belirteclerinde (Kaspaz-3,
BAX), SAK grubuna goére bir miktar azalmaya neden olmakta ve
ndroprotektif etkinlik gétermektedir.

- Deneysel SAK modeli sonrasinda kullanilan PST, cerebellum dokusunda

olusan inlfamasyon (ve belirteclerini) azaltmada etkili olabilir
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Ileri cahsmalar icin oneriler

- Olusturdugumuz deneysel SAK modelinde Piseatannolun ilk 24 saat i¢indeki
etkisini degerlendirdik: Yani akut veya kisa siiredeki etkinligi. Santral hasarin
sonrasi 6demin ¢o6ziilmesi nispeten hizli olabiliyorken basinin olusturdugu
ndrodejenerasyonun geri donmesi daha yavas ve zordur. Dolayisi ile PST’ nin
uzun etkinligini gorebilmek adina, etkinligini devam edip etmedigini,
yukselen veya azalan etkinlik paterni gosterip gostermedigini degerlendirmek
adina ve dolayisi ile insan uygulamalarinda bizi bekleyenleri dngérmek adina

sundugumuz ¢aligma modelini SAK sonrasi1 PST etkinligini 24-48-72 saat

etkinligini de degerlendirmek degerli olacaktir.

ek doz etkinligini

liksek doz etkinliginin

pratigine daha c¢ok
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