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OZET

DENEYSEL SUBARAKNOID KANAMA MODELI OLUSTURULMUS
SICANLARDA PiISEATANNOLUN KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Giilfem ERBIL
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Metehan UZUN
04/08/2022, 119

Subaraknoid kanamalar (SAK) insanlarda yaygin olarak goriilmekte ve beyin
hasarina bagli fonksiyon kaybi ve Oliimlere yol agmaktadir. SAK'in altinda yatan
patofizyolojik mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir ve altin standart bir
tedavi yontemi gelistirilememistir. Bu nedenle SAK’a bagl 6liim oranlarinin azaltilmasina,
fonksiyon kayiplarinin onlenmesine veya SAK sonrasi iyilesmeyi hizlandirici ajanlarin
gelistirilmesine yonelik deneysel ve klinik caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Piseatannol
(PST) son yillarda anti-inflamatuar ve anti-apoptotik Ozellikleriyle 6n plana cikan bir
molekiildiir. Bu ¢alismada deneysel SAK modeli olusturulan sigcanlarda PST’nin tedavi

edici etkilerinin arastirilmasi amaclanmustir.

Calismada toplam 27 adet Wistar Albino ki sigcan (200-300 g,; 7-8 haftalik)
kullanildi. Her grupta 9 sican olmak tizere SHAM, SAK ve SAK+PST gruplan
olusturuldu. SAK modeli olusturmak i¢in sicanlarin kuyruk arterinden 120 ml kan alinarak
prekiazmatik sisternaya enjekte edildi. SAK+PST grubunda SAK modeli olusturulduktan
sonra 30 mg/kg dozda PST uygulandi. Tiim gruplardaki 3 sican beyin édemi tespiti amaci
ile kullanildi. Sicanlarin ¢aligma Oncesi ve sonrasinda Garcia norolojik skorlart belirlendi.
Calisma sonrasinda hipokampus dokusu ¢ikarilarak histopatolojik ve molekiiler analizler

icin kullanildi.
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Calismadan elde edilen sonuclar PST nin histopatolojik diizeyde hiicresel 6demi ve
piknozu azalttigini, noronal hiicrelerin hayatta kalimini arttirdigin1 ve apoptotik hiicre
skorunu diisiirdiigiinii gosterdi. PST uygulamasinin hipokampusta TNF-a, 1L-6, NF-«B,
pS3, kaspaz-3 ve Bax gen ekspresyon seviyelerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde

azalttig1 belirlendi.

Sonu¢ olarak; bulgularimiz PST’nin deneysel SAK modelinde, beynin temel
molekiiler sinyallerini hedeflemesi yoluyla erken beyin hasar1 (EBH) tedavisinde terapotik
degere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu konuda yapilan ¢alismalarin azlig
ve mekanizmalarin tam anlamiyla aydinlatilamamis olmasi nedeniyle, PST uygulamasinin
SAK iizerindeki etkilerini ve altinda yatan mekanizmay1 ortaya ¢ikaracak genis kapsamli
calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir. Calismamiz, deneysel SAK’ta PST uygulamasinin
hipokampus dokusunda inflamasyon ve apoptoz iizerindeki etkilerinin belirlendigi ilk

calisma olup bu konuda yapilacak daha ileri ¢alismalar icin katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Subaraknoid kanama, Piseatannol, Apoptoz, 1nﬂamasyon,

Hipokampus



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF PICEATANNOL ON
EXPERIMENTAL SUBARACHNOID HEMORRHAGE IN RATS

Giilfem ERBIL
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Department of Physiology Master’s Thesis
Advisor: Prof. Dr. Metehan UZUN
04/08/2022, 119

Subarachnoid hemorrhage (SAH) is one of common brain disorders in human
which causes brain damage and neurological dysfunction. The underlying
pathophysiological mechanisms of SAH have not yet been fully elucidated and a gold
standart treatment method is lacking. For this reason, experimental and clinical studies are
required in order to prevent loss of neurological function, reduce SAH related mortality
rates and develop new agents for accelerate recovery after SAH. Piceatannol (PST) is one
of promising molecules in recent years providing a wide variety of preventive and
therapeutic options with its antiinflammatory and antiapoptotic properties. In this study it
was aimed to investigate the therapeutic effects of PST with experimental SAH model in

rats.

Twenty seven Wistar Albino rats (200-300 g; 7-8 weeks old) were used in this
study. Three groups were formed with 9 rats in each group; SHAM, SAH and SAH+PST
respectively. SAH model was induced with 120 ul autologous arterial tail blood through
injection into the prechiasmatic cisterna. After one hour of SAH induction, PST was
administrated at a dose of 30 mg/kg intraperitoneally in SAH+PST group. Garcia
neurological scores of rats were determined beginning and at the end of the study. Total
brain samples from three rats were used for estimation of cerebral edema. Hippocampus

samples were harvested for histopathological and molecular analysis.
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The outcomes of this study showed that PST reduced cellular edema and pycnosis
at histopathological levels, increased the survival of neuronal cells and decreased the
apoptotic cell scores. It was determined that PST treatment significantly reduced TNF-a,

IL-6, NF-Kb, p53, caspase-3 and Bax gene expression levels in hippocampus.

Consequently, our findings suggest that PST may have potential therapeutic effects
in EBI after SAH. However, due to the scarcity of studies on this subject and the fact that
the mechanisms have not been fully elucidated, extensive studies are required to reveal the
effects of PST application on SAH and the underlying mechanism. Our research is the first
study investigated that the effects of PST treatment on inflammation and apoptosis in the

hippocampus in experimental SAH model.

Keywords: Subarachnoid hemorrhage, Piceatannol, Apoptosis, Inflammation,

Hippocampus
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BiRINCi BOLUM
GIRIS

Subaraknoid kanama (SAK), beyni besleyen arterlerin yirtilmasi sonucu
subaraknoid bolgeye kan sizmasidir. Travma disinda en sik karsilasilan damarsal
patolojilerdendir (Jabbarli vd., 2018; Li vd., 2011; Marbacher vd., 2018; Wang vd., 2019a;
Wu vd., 2011a). Cografik bolgelere gore degismekle birlikte goriilme sikligr 11-
16/100.000°dir. En sik goriildiigi yas araligi 40-60’dir. SAK’ta mortalite ve morbiditeyi
belirleyici faktorler; ilk 24 saatte gelisen agir norolojik gerileme, ileri yas, anevrizma
boyutlarinin biiyilk olmasi, beyin ddeminin hizli gelismesi ve beyin dokusu i¢ine sizan
kanama miktaridir (Cakir vd., 2019; Park vd., 2004). SAK’ta 6lim oranlart % 50’ye
ulasabilmektedir (Long vd., 2017). Olen hastalarin % 12’si hastaneye yetisemeden, % 33’ii
ilk 48 saatte, % 50’si ise ilk 30 giinde kaybedilmektedir. Yeniden kanama olugma riski ise
ilk 24 saatte % 4’tiir. Hayatta kalanlar ise ciddi fonksiyon kayiplar: dahil bir¢ok kisitlilik

ile hayatlarina devam etmektedirler.

Oldukca karmasik bir patogeneze sahip olan SAK sonrasinda kanayan bolgeye
lenfosit, monosit, 16kosit, graniilosit ve makrofaj gocii baslar. Bu hiicrelerle birlikte
eritrositler de inflamatuar reaksiyonlarin yaninda farkli zincirleme reaksiyonlar tetiklerler.
Kanama sahasina go¢ eden hiicrelerden salinan tiimor nekroz faktor (TNF)-a, interlokin
(IL)-1a, IL-1B, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinler inflamasyonun akut evresini baslatirlar. Inaktif
durumda olan niikleer faktor kappa B (NF-xB) farkli reaksiyonlarla iiretilen reaktif oksijen
tiirleri (ROS), hidrojen peroksit (H20:), hidroksiradikal (OH") ve superoksid (O) gibi
serbest radikaller tarafindan uyarilir (Hou vd., 2018). Bu sitokinlerden trimetrik 17 kDA
polipeptit yapida olan TNF-a, monosit ve makrofajlarca iiretilen ve beyin dokusundaki
hiicreler icin sitotoksik etkili inflamatuar bir ajandir. Aktive TNF-a, inaktif halde
mitokondrilerde bulunan kaspazlar aktive ederek apoptozu baslatir (Benveniste vd., 2014;
Hou vd., 2018). Bu olaylar sirasinda beyin hiicrelerindeki ATP’nin azalmasina bagl olarak
hiicre zarindaki Na*/K*-ATPaz, Ca**-ATPaz ve H*-ATPaz transport pompalari etkin
calisamaz. Kalsiyumun hiicre icine girisi artar ve glutamat gibi eksitator amino asitler

sinaptik aralikta birikir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin artmasiyla birlikte lipaz, fosfolipaz,



proteaz, endoniikleaz gibi yikici enzim diizeyleri de yiikselir. Bu olaylar dizisi apoptozun

uyarilmasina yol acan baska bir faktordiir (Hou vd., 2018).

Sirtuin 1 (SIRT1) o©Onemli bir deasetilazdir ve p53 (timdr protein 53)
asetilasyonunun diizenlenmesi yoluyla hiicre dongiisiiniin sonlanmasinda, apoptozda ve
tiimor baskilanmasinda rol oynadigi gosterilmistir (Kim vd., 2012; Skyes vd, 2006; Tang
vd., 2006). Cok sayida calisma SIRT1'in oksidatif stres, bagisiklik tepkisi, mitokondriyal

biyogenez ve apoptoz/otofaji gibi cesitli biyolojik fonksiyonlar1 modiile edebilecegini
ortaya koymustur (Donmez, 2012). Onceki ¢alismalar, SIRT1'in iskemik modellerde beyni

ve kalbi koruyabilecegini gostermektedir (Becatti vd., 2012; Yan vd., 2013). Serebral
iskemi, travmatik beyin hasari, Alzheimer hastalifi ve Parkinson hastalig1 gibi merkezi

sinir sistemi hastaliklarinda SIRT1, metabolizma, stres direnci ve genomik stabilitedeki
islevleri nedeniyle koruyucu etkiler goéstermistir (Herskovits ve Guarente, 2014). Bununla

birlikte, simdiye kadar, SIRT1'in SAK kaynakli erken beyin hasar1 (EBH) iizerindeki
hiicresel ekspresyonu ve noroprotektif etkileri belirsizligini korumaktadir ve bu anlamda

yeni caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda, SAK sonrasi gelisen ikincil komplikasyonlar ve kétii sonug arasindaki
iliski oldukca dikkat c¢ekmistir. Bu duruma EBH olarak adlandirilan patofizyolojik
mekanizmalarin yol actig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle klinik ve hayvan arastirmalari
EBH’ye yol agan fizyopatolojik mekanizmalara odaklanmistir (Rass ve Helbok, 2019). Son
yillarda yapilan ¢alismalar SAK sonrasi 24. ve 72. saatler icerisinde gelisen morbidite ve
mortalitenin vazospasmdan daha cok EBH’den kaynaklandigini ileri siirmektedir. EBH nin
altinda yatan mekanizmanin akut hasar basamaklari oldugu diisiiniilmektedir. Hiicresel
apoptoz dahil pek ¢ok molekiiler mekanizmanin ise bu siirecte rol oynadigi gosterilmistir
(Yuksel vd., 2012). Biitiin bu nedenlerle SAK’ta erken donemde EBH’nin etkin tedavisi

oldukca onemlidir.

Yukarida verilen bilgilerin yani sira SAK’1n patogenezinde vazospazm bagsta olmak
tizere bagka patolojik mekanizmalar da ortaya konulmustur. Bununla birlikte hala

bilinmeyen bir¢cok nokta da bulunmaktadir. Yukaridaki bilgilerden de anlasilacag: iizere
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SAK’ta 6liim oranlar oldukca yiiksektir. Sag kalanlarin bir kismu ise bazi islev kayiplari
ile hayatlarina devam edebilmektedir. SAK icin gelistirilmis ve kesin tedavi saglayan altin
standart bir yontem mevcut degildir. Bu durum bilinen klasik tedavi yontemlerinin yaninda
yeni ve tamamlayict yontemler konusunda yogun arastirmalarin yapilmasina ve yeni

molekiillerin kesfedilerek etkilerinin incelenmesine yol agmaktadir.

Piseatannol (PST) bu aday molekiillerden bir tanesi olup, resveratrol (RES)’iin
yapisal iligkili bir analogudur. PST yaban mersini, iiziim ve carkifelek meyvesi
tohumlarinda yaygin olarak bulunan anti-inflamatuar, anti-oksidatif, anti-proliferatif
aktivitelere sahip bir molekiildiir (Kalariya vd., 2013). Bu etkileri nedeni ile karaciger
hasart (Wen vd., 2018), kalp krizi (Wang vd., 2019b), kanser (Lucas vd., 2018) ve cilt
hastaliklarinin (Maruki-Uchida vd., 2018) tedavisinde kullanilmistir.

PST’nin SAK tedavisindeki rolii konusunda bilgiler ise olduk¢a sinirlidir. Bu
nedenle calismamizda, SAK modeli olusturulan sicanlarda ilk 24 saatte ortaya c¢ikan
EBH’ye karsi PST’nin olast koruyucu etkilerinin ve altta yatan mekanizmalarin
arastirilmasi hedeflenmistir. PST’ nin inflamatuar siire¢ iizerine olas1 etkileri TNF-a, IL-6,
IL-1B, NF-«B ve toll benzeri reseptor 4 (TLR4) gen ekspresyonlar1 diizeylerinin
belirlenmesi ile incelenmistir. Ayrica apoptozun belirlenmesi amaci ile kaspaz-3, B hiicreli
lenfoma 2 (Bcl-2), Bcl-2 iligkili protein (Bax) ve SIRT1 gen eskpresyonlar1 belirlenmis ve
hipokampus dokusunda terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) dUTP nick ucg
etiketleme (TUNEL) boyamasi yapilmistir. Biitiin bunlara ek olarak Nissl boyamasi ile
histopatolojik diizeyde noronal hiicre hasari, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yapilarak
ise 6dem ve piknoz skorlar1 hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar PST nin deneysel SAK
modelinde beyin hasar1 iizerine koruyucu etkileri ve molekiiler mekanizmalar konusunda
bilgi saglayacak niteliktedir. Ayrica PST nin SAK’1n tedavisinde yardimci bir ajan olarak

kullanilabilme potansiyeli icin bir gosterge 6zelligi tasimaktadir.



1.1. Subaraknoid Kanama (SAK)

SAK cesitli faktorlerin neden oldugu kafa ici damar yirtilmasi sonrasi kanin kafa ici
veya spinal kanal subaraknoid bosluklarina girmesiyle olusan sendromu ifade eder (Li vd.,
2017). SAK, yiiksek oranda mortalite ve morbidite ile iliskili 6liimciil bir serebrovaskiiler
hastaliktir (Zhang vd., 2019a). Saglik alaninda hizla artan gelismelere ragmen, SAK’nin
morbidite ve mortalite diizeylerinde ¢ok biiyiik bir ilerleme kaydedilmemistir. Bu nedenle
SAK’1n saglik sistemi iizerindeki ekonomik agirliginda azalma olmamistir. SAK’ta hem
hasta hem de hastaya bakim veren aile iiyeleri i¢cin hayat kalitesi ve ekonomik kayip

oldukga fazladir (Ugler vd., 2017).

1.1.1. Subaraknoid Kanamanin Tarihcesi

Subaraknoid kanamanin klinik tablosu ilk olarak Hipokrat tarafindan belirtilmis
olsa da serebral anevrizmalarin varli1 ve yirtilarak SAK’a sebep olabilecekleri 18. yiizyila
kadar bilinememistir. {1k olarak, 18. yiizyilda serebral anevrizmalar ve bunlarin riiptiiriiniin

SAK’a yol agtig1 Morgagni ve Biumi tarafindan bildirilmistir (Vallée, 1998).

Egas Moniz’in 1927 yilinda gerceklestirdigi serebral anjiografi uygulamasi
sayesinde SAK etiyolojisi hakkindaki bilgilerin artti§i bilinmektedir (Sypert vd., 1975).
Walker Dandy ise 1938 yilinda anevrizma boynunu klipsleyen ilk kisi olarak tarihe
gecmistir (Dandy, 1938).

Yasargil 1960-1970 yillar1 arasinda SAK’ta mikrocerrahi teknigini ilk kez
uygulamis ve anterior sirkiilasyona ait anevrizma cerrahisinin bugiinkii ilerleyisine biiyiik
katki saglamigtir. Drake ise posterior sirkiilasyon anevrizmalarinin cerrahisinde onemli
katkilar sunmustur. Goriintiileme ve tan1 yontemlerindeki gelismenin, 6zellikle bilgisayarli
tomografi (BT)’nin siklikla tercih edilmesi ve subtraksiyon-magnifikasyon gibi ileri
anjiografi teknikleri ile tan1 konulamayan SAK olgular iizerindeki bilgi ve yetkinlikler

artmistir (Erdogan, 2015; Yadigaroglu, 2018).



1.1.2. Subaraknoid Kanamanin Epidemiyolojisi

SAK’l olgularda en ¢ok rastlanan sebep intrakranial anevrizmalar olup toplumun
% 2’sinde goriiliir (Wilkins, 1981). Riiptiire bir intrakraniyal anevrizmadan kaynaklanan
SAK, tiim fel¢lerin % 5 gibi olduk¢a 6nemli bir kismini olusturur. SAK'l1 hastalarin yarist
55 yasindan kiigiiktiir, iicte biri kanamadan sonraki ilk giinler ila haftalar icinde 6liir ve
hayatta kalanlarin cogunda uzun siireli sakatlik veya biligsel bozukluk ortaya c¢ikar

(Etminan vd., 2019).

Anevrizma riiptiiriine sonucu olusmayan SAK olgularinda prognoz iyidir. Bu
olgularda kanamanin tekrarlanma sikligi daha azdir ve ilerleyen zamanlarda serebral
iskemi goriilmesi ise oldukca azdir. Bu sekilde meydana gelen SAK’ta iskemik inme,
vazospazm ya da kanamanin tekrarlanmasini engellemek amaci ile yogun bir tedaviye

ihtiyac yoktur (Adams ve Gordon, 1991; Rinkel vd., 1991).

Morbidite ve mortalitede cesitli faktorler rol oynamaktadir. Bunlar1 kanamanin
siddeti, serebral vazospazm, kanamanin tekrari ve cerrahi komplikasyonlar seklinde
siralamak miimkiindiir (Kassel vd., 1990). SAK sonras1 hastalarda basvuru zamanlar1 ve
kanama sirasindaki bilin¢ diizeyleri hastaligin prognozunda 6nem tasir (Bolander vd.,

1984).

1.1.3. Risk Faktorleri

SAK olusumunda c¢esitli risk faktorleri mevcuttur. Bu faktorler degistirilemez,

degistirilebilir ve diger risk faktorleri olmak iizere ii¢ grupta incelenmektedir.



Degistirilemez Risk Faktorleri

SAK’a neden oldugu ongoriilen degistirilemez risk faktorlerinin basinda yas
gelmektedir. Elli yas ve lizerinde kanama insidansi yiiksektir (de Rooij vd., 2007). Yasla
degismekle birlikte kanama orani ayrica cinsiyete gore de degiskenlik gosterir ve
kadinlarda daha yiiksektir (Kaptain vd., 2000). SAK, etnik kokenlere gore de degisiklik
gosterir. Beyaz Amerikalilar ile Afroamerikalilar kiyaslandiginda Beyaz Amerikalilarda
goriilme orani daha fazladir. Ayrica Finlandiya ve Japonya’da SAK insidansinin daha fazla
oldugu bildirilmistir (de Rooij vd., 2007; Linn vd., 1996; Poisson vd., 2014; Suzuki vd.,
2015).

Soygecmisinde anevrizma sebebiyle SAK goriilen hastalarda; bu hastaligin riski
diger kisilere gore 4 kat daha fazladir (Kaptain vd., 2000). Onceden SAK gecirmis
hastalarda SAK tekrarlama orani ise; anevrizmasi olup Oykiisinde SAK bulunmayan
hastalara gore daha yiiksektir (Ishibashi vd., 2009). Ailesel bir risk faktorii olarak SAK
geciren hastalarin % 7-20’sinin aile yakinlarinda intraserebral anevrizma Oykiisii

bulunmaktadir (Kaptain vd., 2000).

Degistirilebilir Risk Faktorleri

Sigara, hipertansiyon, alkol, oral kontraseptifler, post menapozal hormon replasman
tedavisi ve kokain kullanimi gibi faktorler SAK icin degistirilebilir risk faktorleri baghigi
altinda incelenebilir (Hicks vd., 2019; Johnston vd., 1998). Degistirilebilir risk
faktorlerinin basinda sigara kullanimi gelir (Feigin vd., 2005; Juvela vd., 1993). Risk orani,
icilen miktar ile artar ve birakildiginda risk de azalir (Bonita, 1986). Sigara kullanimi ayni1
zamanda SAK’in daha erken yaslarda goriilmesine de sebep olmaktadir (Weir vd., 1998).
Hipertansiyonun anevrizmal SAK i¢in bir risk faktorii oldugu bilinmektedir. Bununla
beraber hipertansiyon, SAK geciren ve cerrahi tedavi uygulanan hastalarda ikincil kanama

icin de bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Feigin vd., 2005; Ohman, 1990).



Anevrizma riiptiir riskinin yogun alkol tiiketimi ile birlikte erkeklerde 4.5 kat arttigi

bildirilmistir. Bu oran kadinlarda 6.4 katina kadar ¢ikmaktadir (Feigin vd., 2005).

Diger Risk Faktorleri

Degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorlerinin disinda kalan bazi kalitsal
hastaliklar (Otozomal dominant polikistik bobrek hastaligi, Ehlers-Danlos sendromu tip 1
ve IV, Marfan sendromu, Norofibromatozis tip I, osteogenezis imperfekta, psodoksantoma
elastikum, alfa-antitripsin eksikligi) diger risk faktorleri arasinda sayilabilir (Pfohman ve

Criddle, 2001; Yan vd 2015).

Diger risk faktorleri arasinda stres Oykiisii, anevrizmalarin yerlesim yeri (erkeklerde
anterior komiinikan arter, kadinlarda internal karotid arterde daha sik goriilmesi),
anevrizma boyutu (7 mm’den biiyiiklerde artan risk), sistemik enfeksiyon, fazla kahve
tilketimi ve giin icerisindeki ani sicaklik degisiklikleri gibi faktorler de bulunur (Ishibashi

vd., 2009, Soderholm vd., 2014).

1.1.4. Subaraknoid Kanamanin Etiyolojisi

Travmatik ve nontravmatik olmak iizere SAK iki sinifta incelenir. SAK’1n en sik
goriilen nedeni travmalardir. Intrakranial anevrizma riiptiirii ise % 80 oran ile travma dis1
SAK’in en sik goriilen sebebidir ve spontan SAK olarak da bilinir. Arteriovendz
malformasyon (AVM), anevrizma riiptiiriinden sonra kanamaya en ¢ok neden olan durum
olup kanamalarin % 4-5’ine yol agmaktadir. SAK gelisen hastalarin % 15’inde ise yapilan
incelemelerde bir sebep saptanamamistir ve bu grup spontan SAK olarak ifade

edilmektedir (Zacharia vd., 2010).



1.1.5. Subaraknoid Kanama ve Anevrizma

SAK olgularinda en sik goriilen neden intrakranial sakkiiler anevrizmalarin riiptiirii

oldugundan bu kisimda intrakranial anevrizmalar ayrica ele alinmgtir.

Anevrizma, damarin genislemesi anlamindadir. Anevrizma ii¢ sekilde karsimiza

cikabilir:
1. Arterin bir yerinden disartya dogru tomurcuklanmasi (sakkiiler)
2. Arterin balonlasip genislemesi (fusiform)

3. Arter duvarinin icerisine dogru dissekan olmasi (Zubkov vd., 1999).

Arter duvarinda bir bolgenin zayiflamasi ve bazi dinamik giiclerin bu zayif noktay1
iterek biiylimeye yol a¢gmasi anevrizmanin olugmasina sebep olur. Kan basincinin ve
tiirbiilansinin artis1, arterin media tabakasindaki zayif bolgede ve damarin internal elastik
laminasinda bir dejenerasyon baglatir. Damarin intima tabakasinda ise duvarindan iceriye
dogru herniasyon gelisir ve lezyon gitgide biiyiir. Lezyonun genislemesi, damar i¢i basing
ve rejenerasyonu takiben anevrizma duvarinda kalin ve ince bolgeler gelisir. Kan
basincinin artmasiyla ya da seneler siiren intravaskiiler basincin devamli etkisi ile

anevrizma duvarindaki bu ince alanlar yirtilarak kanamaya yol acar (Suzuki vd., 1978).
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Sekil 1. Bir arterin duvar yapisinin sematik olarak gosterimi.

Media katmanindaki hasar genellikle biiylik serebral arterlerin bifiirkasyon
bolgelerinde veya yan dal verdigi alanlarda oldugundan anevrizmalar ¢ogunlukla bu
bolgelerde goriilir (Kumral, 1975). Konjenital ve sonradan olusan dejeneratif
farklilasmalar sakkiiler anevrizmalarin bi¢cimlenmesinde birlikte rol oynamaktadirlar. Bu
nedenle sakkiiler anevrizmalar konjenital anevrizmalar olarak da tamimlanabilir. ikiz
olgularinda ayni1 bolgelerde anevrizmalara rastlanmasi anevrizma olusumunda herediter
etkenlerin de varhigim1 desteklemistir (Mohr vd., 2005). Diger taraftan intrakranial
anevrizmalar siklikla polikistik bobrek, AVM, Ehler-Danlos sendromu, Moyamoya
hastaligi, fibromiiskiiler displazi ve aort koarktasyonu gibi farkli konjenital

malformasyonlarla da birlikte bulunabilirler (Schievink vd., 1991).
Beyin arterlerinin diger arterlerden ayiran 6zellikler sunlardir;
- Internal elastik tabakalariin daha zay1f olmasi,

- Eksternal elastik katmanlarinin mevcut olmamasi,



- Elastik lifleri bulunmayan zayif adventisya katmanlari icermesi,

- Media katmanlarinin kalin olmamasi.
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Sekil 2: Willis poligonunun sematik olarak gosterimi.

1.1.6. Subaraknoid Kanamanin Prognozu

SAK olduk¢a kotii prognoza sahip bir hastaliktir. SAK sonrasi tan1 ve tedavideki

gelismelere bagli olarak son yillarda mortalite oranlar1 diigse de morbiditede artig
izlenmektedir (Lovelock vd., 2010). Anevrizmal SAK hastalarinin % 10-15’1 saglik
kurumuna erigemeden hayatin1 kaybetmektedir (Lovelock vd., 2010). Tamdaki pek ¢ok
gelismeye ragmen saglik kurumuna erigebilen hastalarda mortalite ve morbidite % 50’yi
bulmaktadir. SAK olgularinda erken donemdeki mortaliteye vazospazm, yeniden kanama,

ve gec¢ serebral iskemi, intrakranyal basing artisi, hidrosefali, ndébetler, kardiyak

10



komplikasyonlar gibi SAK sonrasi sik goriilen komplikasyonlar sebep olur. SAK’tan
sonra hayatta kalan hastalarda uzun periyotlarda norobiligsel fonksiyonlarda ve hafizada
gerileme, epilepsi ve baska fokal norolojik aksakliklar goriilebilmektedir (Scott vd., 2010;
Wong vd., 2012). Ayrica hayat kalitesini etkileyen ve tedavi ihtiyaci doguran depresyon,
anksiyete ve uyku bozukluklarina sik rastlanir (Hackett vd., 2000; Visser-Meily vd., 2009).

1.2. Deneysel Subaraknoid Kanama Modelleri

Insanlarda arastirma olanaklar1 simirli oldugundan, SAK patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmas1 icin deneysel modellemelerin gerceklestirilmesine ihtiyag vardir. Ideal SAK
modeli klinik SAK'" taklit etmeli, cok tekrarlanabilir olmali, siddette degisikliklere ve
yeterli kontrollere izin vermeli ve ayrica genis deney hayvani serilerinde uygulamasi kolay
olmalidir. SAK" incelemek icin bir¢ok hayvan tiirii kullanilmistir, ancak sigcanlar, diisiik
maliyeti ve biyolojisi hakkinda sahip oldugumuz 6nemli bilgiler nedeniyle giderek popiiler
hale gelmistir (Prunell vd., 2002). Giiniimiizde sicanlarda yaygin olarak iki temel islemi

esas alan SAK modeli uygulanir. Bunlar;

1. Kafa i¢i bir damarin delinmesi ile olusturulan modeller (Bederson vd., 1995;

Veelken vd., 1995).

2. Beyin sarniclarina kan enjekte edilerek gerceklestirilen modellerdir (Delgado vd.,

1985; Zhao vd., 1999).

Giinimiuzde her iki model tiirii de siklikla kullanilmaktadir. Her iki modelin de

cesitli avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir.

Kafa i¢i delinme modeli bir intrakraniyal arterin endovaskiiler delinmesiyle
gerceklestirilir ve SAK patofizyolojisine en yakin model gibi goriinmektedir. Bu modelin
en Onemli avantaji sicanlarda kafa kemigine perforasyon olusturmadan kanamanin
sekillendirilmesidir. Ayrica insanlarda SAK, kafa i¢ci damarlarin riiptiirii ile ortaya
ciktigindan model insanlardaki SAK’1 taklit edebilmektedir. Ancak bu modelde kanamanin

siddetini ayarlamak her zaman miimkiin olmamaktadir. Kanamanin siddeti agisindan grup
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ici veya gruplar arasi farkliliklar ortaya ¢cikmaktadir. Bu nedenle verilecek kan miktarinin
bilinmesi gereken ¢alismalarda beyin i¢ine otolog arteriyel kan enjeksiyonu yontemi daha
cok tercih edilmektedir. Biitiin bu bilgiler géz Oniine alindiginda, kanamanin siddetinin
kontrol edilememesi (Schwartz vd., 2000), yiiksek mortalite (Bederson vd., 1995) ve
yeterli bir plasebo prosediiriiniin olmamasi, endovaskiiler perforasyon yonteminin

arastirma amach kullanimini sinirlandirmaktadir.

Kan enjeksiyonu modelleri iki farkli sekilde gerceklestirilmektedir. Bunlardan ilki,
sicanlarda en sik kullanilan SAK modelidir ve sisterna magna yoluyla subaraknoid bosluga
kan enjeksiyonu ile gerceklestirilir. Bu modelin uygulanmasi ve tekrarlanmasi kolaydir,
ancak cesitli dezavantajlart mevcuttur. SAK'in olagan klinik tablosundan farkli olarak kan,
daha ¢ok posterior kraniyal fossa ve spinal kanala dagilir. Ayrica, intrakraniyel basingtaki
akut artig, anevrizmal SAK sirasinda oldugu gibi ortalama arter basinci seviyelerine

ulasmaz. Bu nedenlerle ikinci bir kan enjeksiyon modeli gelistirilmistir (Prunell vd., 2002).

Gelistirilen bu yeni SAK modelinde, kan, prekiazmatik sisternaya enjekte edilir. Bu
durum kanin bazal subaraknoid bosluk boyunca ve kiiciik bir dl¢iide hemisferler lizerinde
birikmesiyle sonuglanir (Delgado vd., 1985; Solomon vd., 1985). Bu yontemin en énemli
ozelligi klinik SAK'a olan benzerligidir. Ilk olarak, kanin dagilimi, vakalarin % 90'1ndan
fazlasinda on dolagimdaki bir anevrizma riiptiiriinden kaynaklanan klinik SAK' simiile
eder (Kassell vd., 1990; Velthuis vd., 1998). ikincisi, intrakraniyel basingta ortalama arter
basinci seviyelerine ani bir artis da anevrizmal SAK'1 taklit eder. Uciinciisii, kan infiizyonu
sirasinda ortalama arter basincina eslik eden bir artis meydana gelir (Prunell vd., 2002).
Biitiin bu nedenlerle prekiazmatik sisternaya kan enjeksiyon modeli giiniimiizde siklikla

kullanilmaktadir ve ¢calismamizda da bu model tercih edilmistir.
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1.2.1. Deneysel Subaraknoid Kanama Modellerinde Norolojik Testler

SAK modeli uygulanan si¢anlarda, SAK ve EBH’nin diger etkilerinin tespiti i¢in
bircok norolojik test yapilmaktadir. Tiim bu testler ile genel olarak motor ve biligsel
islevler ve bu islevlerdeki bozulmalarin belirlenmesi amaglanir. Bu testler arasinda rotarod
testi (Sherchan vd., 2011), Morris su labirenti (Jeon vd., 2010), agik alan testi (Turan vd.,
2017) ve Garcia skorlamasi en sik tercih edilenleridir. Hem norolojik hem de davranissal
bir degerlendirme imkani sunmasi agisindan Garcia skorlamasi norolojik testler arasinda
one ¢ikmaktadir (Gu vd., 2015; Shi vd., 2017; Wang vd., 2022; Xiao vd., 2022; Zhang vd.,
2019b). Bu nedenle calismamizda, SAK’ta norodavranigsal fonksiyonlarin

degerlendirilmesinde Garcia skorlamasi tercih edilmistir.

Garcia skorlamasi; her gruptaki sicanlarin norolojik fonksiyonlarimi 6lgmek igin
maksimum 18 puana sahip, spontan aktivite (0-3 puan), dort uzuv hareketinde simetri (0-3
puan), On penceyi uzatma (0-3 puan), irmanma (1-3 puan), viicut hissi (1-3 puan) ve
dokunma (1-3 puan) parametrelerini iceren alt1 testten olusur. Yapilan degerlendirmede
daha diisiik bir puan, norolojik disfonksiyonun daha siddetli oldugunu gosterir (Garcia vd.,

1995).

1.2.2. Deneysel Subaraknoid Kanama Modellerinde Beyin Odeminin Tespiti

SAK" takiben EBH, islev bozukluklar ile iliskilidir ve hasta mortalitesine yol agar.
EBH'nin karakteristik 6zellikleri arasinda beyin 6demi, néronal inflamasyon, néronlarin
apoptozu ve iskemi bulunur (Bederson vd., 2009; Broderick vd., 1994). Beyin 6demi esas
olarak kan-beyin bariyeri (KBB)’nin bozulmasindan kaynaklanir ve SAK sonras1 hastalarin
yiiksek Olim oranindan sorumlu olan ana faktordiir (Claassen vd., 2002). KBB’nin
bozulmasindan sonra beyinde asir1 su birikmesi vazojenik édeme yol agar (Unterberg vd.,
2004). KBB bozuklugunun kemoterapotik ajanlarla tedavisi, SAK hastalarinin

prognozunun iyilestirilmesinde hayati bir rol oynamaktadir (Suzuki vd., 2010).

13



Insanlarda SAK patogenezindekine benzer sekilde deneysel SAK modellerinde de
beyin o6demi sekillenmektedir. Sicanlarda SAK sonrasi beyin 6demi molekiiler ve
histopatolojik yontemlerin yani sira yas beyin/kuru beyin orani belirlenerek Olciiliir. Bu
amacla 1slak ve kuru agirlik oran1 (%) olarak asagidaki formiil ile hesaplanir (Ding vd.,,

2015).

Beyin Sivi Igerigi = [(Islak Agirlik- Kuru Agirlik) / Islak Agirhik] x %100

SAK’ta beyin 6demi ve buna bagli néron hasart oraninin yiiksek olmasi hemen
hemen tiim deneysel SAK modellerinde beyin 6deminin incelenmesine yol a¢cmuistir.
Sigcanlarda yapilan bir ¢calismada SAK sonrasi beyin 6deminin ortaya ¢iktigi ve melatonin
uygulamasinin SAK grubuna kiyasla beyin ddemini anlamli oranda azalttigi goriilmiistiir
(Ersahin vd., 2009). Cheng vd. tarafindan yapilan baska bir calismada endovaskiiler
perforasyon yontemi ile SAK olusturulan grupta SHAM grubundaki si¢anlara oranla 6dem
miktarinda artis gézlenmistir (Cheng vd., 2020). Xu vd. nin olusturduklar1t SAK modelinde
ise erken beyin hasarinda SAK grubunda SHAM grubuna gére 6dem miktart artmistir (Xu

vd., 2021a).

SAK sonrast EBH, SAK hastalarinin kotii sonuglarinda onemli bir faktor gibi
goriinmektedir, ¢linkii hiicre (noronlar, astrositler ve oligodendrositler) 6liimii genellikle
SAK'tan sonraki 24-72 saat icerisinde meydana gelir ve SAK, KBB gecirgenliginde ve
O0demde ilerleyici bir artisa yol agar (Friedrich vd., 2010). Bu nedenle SAK sonrasi
yardimec1 ajan olarak kullanilabilecek molekiiller hakkinda yogun ¢alismalar yapilmaktadir.
SAK sonras1 RES’in teropatik etkilerinin incelendigi bir calismada arastirmacilar RES’in
mortaliteyi, kanama miktarin1 ve beyin 6demini azalttigim1 ve SAK sonrasi noral

fonksiyonel 1yilesmeyi arttirdigini bulmuslardir (Guo vd., 2018).

1.2.3. SAK Modellerinde Histopatolojik Degerlendirmeler

SAK’ta histopatolojik degerlendirmeler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu amacla

kullanilan yontemlerden bazilar1 agagida belirtilmistir;
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a) Elde edilen beyin dokusunda 6dem, hiicresel infiltrasyon, vasospazm ve hiicrelerin
genel durumunu degerlendirmek icin uygulanan H-E boyamasi (Guo vd., 2018).
b) Hasarl hiicreleri gostermek iizere uygulanan Kristal Viyole boyamast,

¢) Apoptotik hiicre sayisim1 gostermek i¢in uygulanan TUNEL boyama yontemi.

Subaraknoid Kanamada Genel Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirmeler SAK’1n patogenezini anlamada olduk¢a yardimci
tekniklerdir. Bu degerlendirmeler norolojik skorlama ve beyin 6demi tespitinin yaninda
molekiiler, genetik ve biyokimyasal analizler ile birlikte degerlendirildiginde uygulanan
modelin olusup olugsmadigr ve tedavi edici ajanin etkinligi konusunda fikir verici nitelik

tasimaktadir.

Gecikmis tipteki noronal degisiklikler (piknoz/eozinofili ve hematoksilinofili
kaybi), geri doniisii olmayan hiicre hasarinin giivenilir gostergeleridir. Ultrastriiktiirel
diizeyde bu gecikmis degisiklikler, plazma ve niikleer membranlardaki kirilmalar1 ve
mitokondriyal i¢ matriste elektron yogun cokeltilerin birikmesini icerir (Farber vd., 1981;

Trump vd., 1984).

H-E boyama ile saptanan noronal piknoz, son zamanlarda iskemik beyin hasarindan
sonra noronal dejenerasyon icin de bir belirteg olarak kullanilmaktadir (Zou vd., 2018).
Min vd. tarafindan gecici serebral iskemi modeli olusturulan si¢canlarda ndoronal
dejenerasyonu degerlendirmek icin, H-E boyama ile noronal piknoz incelenmis ve apoptoz
genlerinin mRNA ekspresyonu analiz edilmistir. Hipokampal noronlarin H-E boyamasi,
zengin sitoplazmali normal hiicreleri ve nispeten biiyilk ve net niikleol olusumu ile
yuvarlak ve hafif lekeli c¢ekirdegi ortaya cikarmistir. Buna karsilik, dejenere olmus
noronlar atrofik sitoplazma ve kii¢iilmiis cisimler sergilemistir. Dejenere olmus néronlarin
cogu, yogun ve derin boyanmis bir ¢ekirdekle kiiciilmiis ve bazilari, néronal piknoz olarak

tanimlanan kii¢iik hiicreli soma ile diizensiz morfoloji gdstermistir (Min vd., 2020).
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Guo vd. tarafindan SAK modeli olusturulan baska bir calismada SAK grubu
sicanlarin beyinleri, makroskopik gozlem altinda, SHAM grubu si¢anlarin beyinleriyle
karsilastirildiginda, Willis halkasinin yakininda degisen derecelerde 6dem ve bariz kan
pthtilar1 goriilmistiir. H-E boyamasi, SAK'dan 24 saat sonra kortekste noronal piknoz,
sisme, burulma, hiicre govdesi deformasyonu ve hiicre dis1 bosluk genislemesi gostermistir

(Guo vd., 2018).

Subaraknoid Kanamada Nissl Cisimciklerinin Degerlendirilmesi

Kristal Viyole boyama, kristal viole boyasinin kullanildigi bir Nissl boyama
metodudur. Bu boya, Nissl boyamada kullanilan diger boyalar gibi DNA ve RNA’lara
tutunur. Bu sekilde sitoplazmada bulunan yiiksek oranda RNA iceren kaba endoplazmik

retikulum ve ribozomlarin (Nissl cisimciklerinin) de boyanmasi saglanir.

Noronlar protein sentezi agisindan aktif olan hiicrelerdir ve sitoplazmalarinda
gelismis kaba endoplazmik retikulumlart mevcuttur. Bu nedenle Nissl boyama ile
beyindeki diger hiicrelerin perikaryasini tanimadan noronlarin sitoplazmasi spesifik olarak
boyanabilir. Bu sekilde, astrositleri de etiketleyen notr kirmizi boyama gibi diger karsi
boyama yontemlerine kiyasla Nissl boyama sadece noronlar1 boyayan bir metot olarak

kullanilmaktadir (Kadar vd., 2009; Gurina ve Simms, 2020).

Biitiin bu nedenlerle kristal viyole boyama subaraknoid kanama ¢aligsmalarinda sinir
hiicrelerindeki hasari belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Ostrowski vd., 2005;
Sun vd., 2019; Wan vd., 2021).

16



Subaraknoid Kanamada TUNEL Boyama

Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) dUTP Nick-End Labeling boyama,
1992 yilinda tanimlanan ve literatiirde TUNEL olarak adlandirilan bir degerlendirme
metodudur. TUNEL metodu in situ olarak DNA fragmantasyonlarmin lokalizasyonlarini
belirlemekte ve apoptozun degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bu yontem, TdT
tarafindan cift sarmalli DNA kirilmalarinin  kér uglarinin - sablondan  bagimsiz
tanimlanmasina dayanir. TdT ve siklikla biyotinli dUTP isaretleme ardindan floresan veya
enzimatik goriintiileme yapilmaktadir. Bu isaretlemelerle apoptotik hiicreler kahverengi
niikleuslu, saglam hiicreler ise mavi niikleuslu olarak goriintiillenmektedir.
Goriintiilemelerde her kesitten 5 farkli alanda 500 hiicre sayilarak apoptotik indeks

olusturulmaktadir (Giiles ve Eren 2008; Kyrylkova vd., 2012; Oztopuz vd., 2020).

Sicanlar iizerine yapilan bir SAK calismasinda sisterna magnaya uygulanan kan
enjeksiyonundan 24 saat sonra DNA fragmantasyonlar1 belirlenmistir (Matz vd., 1996).
Prekiazmatik sisternaya kan enjeksiyonu yapilan baska bir calismada ise SAK’ta
apoptozun Onemi ortaya koyulurken apoptozun gosterilmesinde kullanilan yontemlerden
biri de TUNEL metodu olmustur (Prunell vd., 2005a). SAK modelinin yapildig1 baska bir
calismada da TUNEL metodu noronal apoptozu gostermenin esas yolu olarak tercih
edilmistir (Xiao vd. 2022). Biitiin bu calismalardan anlasilacagi iizere TUNEL boyama

SAK’ta apoptoz degerlendirmesinde kullanilabilecek temel yontemlerden biridir.

1.3. Subaraknoid Kanama Sonrasi Inflamatuar Cevap

Son zamanlarda SAK sonrasi ilk 72 saat i¢inde ortaya c¢cikan EBH'min, SAK
prognozunda 6nemli rol oynadigt bilinmektedir. Bununla birlikte, EBH'nin karmasik
fizyolojisi arasinda inflamatuar cevabin one ciktigir da gosterilmistir (Miller vd., 2014).
Ayrica, proinflamatuar sitokinlerin aktivasyonunun, ¢evredeki noral hiicrelerde dogrudan
hasara sebep oldugu ve SAK sonrasi beyin hasarin1 daha da koétiilestiren serebral 6demi
siddetlendirdigi belirlenmistir (Sehba vd., 2012; Sercombe vd., 2002). Bu bilgiler,
noroinflamasyonun SAK sonras1 kotii prognozda onem arz ettigini ve baskilanmasinin

onemli teropatik hedeflerden biri olabilecegini diisiindiirmektedir.
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1.3.1. TNF-a

TNF-a, sistemik inflamasyonda yer alan bir adipokin ve akut faz reaksiyonunu
uyaran bir sitokindir. TNF-a, oncelikle aktive makrofajlar tarafindan ve ayrica CD4*
lenfositler, dogal oldiiriicii hiicreler ve noronlar gibi bir dizi baska hiicre tipi tarafindan
iretilir. TNF-a'nin birincil rolii bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesidir. TNF-a, ates,
kaseksi, apoptotik hiicre dliimii ve inflamasyonu indiikleyebilen endojen bir pirojendir. Ek
olarak, tiimor meydana gelmesinde rolii vardir ve viral replikasyonu durdurabilir. IL-1f ve
IL-6 iireten hiicreleri indiikleme yoluyla da sepsiste viicut savunmasinda rol oynar. Ayrica,
TNF-a, ¢ekirdege yer degistiren ve hiicrenin hayatta kalmasi ve cogalmasiyla ilgili ¢cok
cesitli proteinlerin bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB'nin aktivasyonunu tesvik edebilir
(Hanafy vd., 2010; Wu vd., 2015; Young vd., 2012). Bu siirecler proanjiyogenik

faktorlerin varliginda ve proinflamatuar genlerin ekspresyonunda artar.

TNF-a gibi inflamatuar mediyatorlerin SAK komplikasyonlarinin patogenezinde
merkezi bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (Jordan vd., 2010; Lucke-Wold vd., 2016;
Rodriguez-Rodriguez vd., 2014). TNF-a seviyeleri SAK'tan sonraki ilk giinlerde yiikselir,
muhtemelen endotel gecirgenligini artiran ve beyin hasarina (Chou vd., 2012; Pantoni vd.,
1998) ve ayrica noronal apoptoza aracilik eden inflamatuar kaskadlari aktive eder (Grell

vd., 1994).

SAK’da anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkilerin arastirildigi bir calisma,
mikroglial aktivasyonun, daha sonraki vazospazm ve nérodavranigsal bozukluklarin ortaya
cikmast ile iliskili oldugunu gostermistir (Hanafy, 2013). Baska bir calismada ise SAK
olusturulan gruplarda TNF-a miktarinin da arttigi goézlenmistir (Hu vd., 2018). SAK'in
erken fazinda, aktive olan mikroglialar tarafindan proinflamatuar sitokinler IL-1f, IL-6 ve
TNF-o salgilanir. Bunlarin fazla miktarda serbestlenmesi, mikroglial sinyalleme ile
indiiklenen astrosit sitotoksisitesi ile birlikte c¢evredeki hiicreler icin zararli hale gelir

(Sehba vd., 2012).

SAK modeli olusturulan bagka bir calismada ise proinflamatuar sitokin

ekspresyonunu inhibe eden bir protein olan tristetraprolin (TTP) uygulamasinin
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noroprotektif etkileri arastirllmis ve SAK’I1 gruplarda TNF-a gen ekspresyonunun arttigi
goriilmiistiir (Yin vd., 2018a). Buna ek olarak, TTP uygulamasi Bcl-2 gen ekspresyonunu
arttirmis ve TNF-a, IL-6, IL-8 ve kaspaz-3'linkini ise azaltmistir. Ayrica, TTP uygulamasi
sicanlarda norolojik skorlari iyilestirirken TUNEL" néronlarin sayismm azaltmistir. Ote
yandan, TTP’nin susturulmasi, noronal apoptozu arttirmig ve SAK'tan sonra norolojik

defisitleri agirlastirmistir (Yin vd., 2018a).

1.3.2. IL-6

IL-6, mononiikleer fagositler, vaskiiler endotel hiicreleri, fibroblastlar ve astrositler
gibi c¢esitli hiicreler tarafindan sentezlenen, yaklasik 24 kD'lik biiyiikliige sahip bir
sitokindir (Mathiesen vd., 1993; Sawada vd., 1992). IL-6 sinyal yolagi genel olarak
noroinflamasyonda ve 6zellikle anevrizma olusumu ve SAK patofizyolojisinde 6nemli bir

rol oynar (Simon ve Grote, 2021).

SAK hastalarinda yiiksek IL-6 seviyelerini ve noroinflamasyonu hedefleyen
potansiyel terapotik Onlemler konusunda calismalar yapilmaktadir. Ancak, IL-6 ve
noroinflamasyonu SAK patofizyolojisi ile iliskilendiren standart bir klinik bakis agis1
bulunmamaktadir. SAK hastalarinda yiiksek IL-6 seviyelerinin arkasindaki spesifik
molekiiler yollar ve bunlarin ¢esitli etkilesimleri hala tanimlanmay1 beklemektedir (Simon

ve Grote, 2021).

Shao vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada SAK’l1 sicanlara RES uygulamasinin,
TNF-a, IL-1B ve IL-6'min mRNA ekspresyon diizeylerini azaltarak NF-xB aktivitesini
inhibe ettigi ve anti-inflamatuar etki gosterdigi bulunmustur. Bu nedenle, TNF-a ve IL-
6'nin RES kaynakli asag1 regiilasyonun, NF-xB inhibisyonuna katkida bulundugu tespit
edilmistir (Shao vd., 2014). RES uygulamasinin inflamatuar sitokinlerin salinimi
izerindeki etkilerini degerlendiren baska bir ¢alismada, SAK sonras1 RES uygulamasinin,
IL-6, IL-1B, ve TNF-a konsantrasyonlarimi 6énemli Ol¢iide azalttigi gosterilmistir (Zhang
vd., 2016a). PST bir RES anologudur ve muhtemelen IL-6 iizerine baskilayict bir etki
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gosterir. Ancak bugiine kadar SAK’ta PST’nin inflamasyon ve IL-6 {izerine etkilerini

ortaya koyan calismalara rastlanilmamustir.

1.3.3. IL-1p

IL-1B, konakgilarin dogustan gelen bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde rol
oynayan onemli bir proinflamatuar sitokindir. IL-1p aracili inflamasyon, mikroplarla
savagsmak ve doku onarim mekanizmalarina yardimer olmak ic¢in gelismistir (Dinarello,

2011).

Noroinflamasyonun merkezi sinir sistemi (MSS) ile ilgili hastaliklarin
patogenezinde nedensel bir rolii oldugu giderek daha acik hale gelmektedir. Bu sebeple
inflamatuar aracilarin diizenlenmesini veya kullanilabilirligini hedefleyen terapotik
stratejilerin, patolojiyi onlemek veya hafifletmek i¢in kullanilabilirligi arastirilmaktadir.
IL-1B, bagisiklik tepkilerinin siirdiiriilmesinde ve multipl skleroz, norodejeneratif
hastaliklar, travmatik beyin hasar1 ve diyabetik retinopati gibi cesitli MSS hastaliklarinda
hastalik siddetine katkida bulunmasiyla iliskilendirilmistir. Ayrica, IL-1 sinyallemesinin
farmakolojik blokajinin, baz1 otoimmiin ve otoinflamatuar hastaliklarda faydali oldugu ve
bdylece IL-1B'nin noroinflamatuar kosullarda umut verici bir terapotik hedef haline geldigi

gosterilmistir (Mendiola vd., 2018).

Deneysel SAK'ta roflumilastin serebral inflamasyona karsi etkisini arastiran bir
calisma, uygulamanin 48 ve 72. saatte norolojik eksikligi onemli Olciide iyilestirdigini,
KBB gecirgenligini, IL-1p, IL-6 ve TNF-a seviyelerini arttirdig1 bununla beraber néronal
apoptozu azalttigini belirtmistir (Wu vd., 2017). Bu sonuclar, roflumilast kullanimi ile
ortaya konulan anti-inflamasyon stratejisinin SAK sonrast noronlarin korunmasini

saglayabilecegini gostermektedir.

SAK sonrast EBH’de RES uygulamasinin teropatik etkilerini inceleyen baska bir
calismada, RES uygulanan gruplarda IL-1p seviyelerinin SAK gruplarina kiyasla azaldigi
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tespit edilmistir (Zhang vd., 2017). Bu calisma, RES'in, en azindan kismen NLRP3
(NACHT-, LRR- ve pirin alan1 iceren 3) inflamatuar sinyal yolu ile iliskili inflamatuar

cevabr inhibe ederek EBH'ye karsi koruma saglayabilecegini goOstermistir. Calisma
bulgulari, RES'in SAK tedavisinde potansiyel bir terapotik ajan olabilecegini

diistindiirmiistiir.

1.3.4. NF-xB

NF-«B inflamasyon, bagisiklik, hiicresel proliferasyon ve apoptoz gibi 6nemli hiicre
stireclerinin ana diizenleyicisidir. NF-xB kompleksleri, pS0, p52, p65 (RelA), RelB ve c-
Rel iceren cesitli NF-«kB ailesi tiyelerinin homo veya heterodimerlerinden olusur. NF-xB
yolu, TNF-a ve IL-1p gibi inflamatuar sitokinler; veya alternatif NF-xB yolunu tetikleyen
CD40 ligand1 ve lenfotoksin p gibi diger uyaranlar ile indiiklenebilir (Gloire vd., 2006;
Madonna ve De Caterina, 2012).

Yapilan ¢aligmalarda, NF-kB sinyal yolunun pasif yaralanma sonrasi nekroz ve hiicre
hasarinda rol oynadigi, inflamatuar sitokinleri salgilamak i¢in mikrogliay1 aktive ettigi ve
inflamatuar cevap kaskadinin amplifikasyonuna neden oldugu bulunmustur (You vd.,

2016; Pawlowska vd., 2018).

SAK sonrast miR-195-5p uygulamasinin terdpatik etkileri ve altta yatan
mekanizmalarinin arastirlldi@i  bir calismada, miRNA-195-5p’nin, eNOS miktarini
arttirarak, iINOS'u azalttig1 belirlenmistir. Bu durumun NF-«B sinyal yolunda meydana
gelen inhibisyon ile SAK kaynakli vazospazmi azalttigi bulunmustur (Tsai vd., 2021). Aym
zamanda miR-195-5p, dentat girusta SAK kaynakli apoptoza bagli TNF-a ekspresyonunu
azaltarak noronlar1 da korumustur. Arastirmacilar miR-195-5p'nin, SAK kaynakl1 serebral
vazospazm ve beyin hasarint yonetmek icin potansiyel olarak kullanilabilecegini

belirtmistir.
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Sekil 3. MiR-195-5p’nin, NF-«B sinyal yoluyla SAK sonrasi etkilerinin sematik gosterimi
(Tsai vd., 2021).

1.3.5. TLR4

TLR'ler, patojenle iligkili molekiiler modeller (PAMP'ler) adi verilen cesitli
mikrobiyal yapisal bilesenleri tanir. PAMP'lerin taninmasi iizerine TLR'ler, enfeksiyonu
ortadan kaldirmaya yardimci olan proinflamatuar mediyatorlerin {iretimini tetikler.
Simdiye kadar, on ikisi farelerde ve on tanesi insanlarda eksprese edilen on iic TLR

memelilerde tantmlanmistir (Ptéciennikowska vd., 2015).

TLR'ler, transmembran sinyal iletim molekiilleri olarak, lipopolisakkarit (LPS) ve
yiiksek mobiliteli grup kutusu 1 (HMGB1), 1s1 sok proteinleri (HSP70) gibi endojen
ligandlar dahil olmak iizere korunmus mikrobiyal motifleri taniyabilir (Tahara vd, 2006;

22



Cao vd, 2007). Bu TLR'ler arasinda, TLR4, en ¢ok calisilan reseptorlerden biridir ve asagi
akis kritik adaptor protein miyeloid farklilagsma faktorii 88'1 (MyD88) ve NF-kB’yi aktive
edebilen, proinflamatuar sitokinler {iretebilen ve inflamatuar yaniti uyarabilen bir

reseptordiir (Wang vd, 2013; Lu vd, 2018).

Onceki calismalar, TLR4'in yiiksek diizeyde diizenlendigini ve esas olarak beyin
hasarindan sonra mikrogliada ifade edildigini gostermistir (Zhang vd, 2016; Rosciszewski
vd, 2018). Bu nedenle, TLR4 aktivasyonunun baskilanmasi, SAK sonrasi noro-

inflamasyona kars1 uygulanacak bir yontem olarak diisiiniilebilir.

Secici serotonin geri alim inhibitorii olan fluoksetin uygulamasinin SAK sonrasi
EBH’de iyilestirici etkilerini inceleyen bir ¢alisma, fluoksetinin proinflamatuar sitokinlerin
seviyelerini azalttigim1 tespit etmistir (Liu vd., 2018). Arastirmacilar, altta yatan

mekanizmanin ise TLR4/MyD88/NF-«B sinyal yolunu igerdigini belirtmislerdir.
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Sekil 4. TLR4/MyD88/NF-kB sinyal yolu araciligiyla fluoksetinin anti-inflamatuar

etkilerinin potansiyel molekiiler mekanizmalarinin sematik gosterimi (Liu vd., 2018).

1.3.6. p53

p53, apoptoz i¢in ana diizenleyici proteinlerden biridir. p53'iin sitoplazmada, hiicre
zarinda bulunan bir 6liim reseptorii araciligiyla hareket eden TNF-o tarafindan stabilize
edildigi kanitlanmistir (Nijhawan vd., 2000). p53'iin sitozolde fosforilasyonu ve ardindan
stabilizasyonu, apoptotik kaskadlarin baslatilmasina izin verdigi i¢cin dnemlidir (O’Brate ve

Giannakakou, 2003).

p53'tin apoptozdaki islevinin sitokrom C'nin mitokondriden salinmasini kontrol
eden Bcl-2 protein ailesi aracilig1 ile gerceklestigi bilinmektedir (Antonsson ve Martinou,
2000). Sitokrom C'nin salinmasi, prokaspaz-3'ii kaspaz-3'ti olusturmak iizere pargalayan

apoptozomun olusturulmasi ile sonuclanir. Kaspaz-3'iin hem harici hem de dahili apoptotik
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basamaklar i¢in son {iiriin oldugu bilinmektedir. Kaspaz-8, kaspaz bagimli yol araciligiyla
kaspaz-3'li dogrudan etkileyebilir. Son olarak, p53'iin, kaspaz bagimsiz yolu temsil eden
mitokondriden AIF (apoptoz indiikleyici faktor)'in salinmasiyla sonuclandigi da
gosterilmistir (Cregan vd., 2002). Nitekim sadece p53'iin inhibisyonu yapildiginda, sadece
bu proteinlerde onemli bir azalma ortaya cikmistir ve bu durum apoptotik siirecin genel
olarak azalmasi ile sonuglanmistir. Yukarida elde edilen veriler bu kaskadlarin bir dereceye

kadar p53'e bagh oldugunu diisiindiirmiistiir.

p53, SAK sonrasi apoptozu uyaran bir protein olmasinin yaninda ayni zamanda
hidrosefali gelisiminde de rol alan bir molekiildiir. SAK" takiben artan p53'iin, matris
metalloproteinaz-9'un ekspresyonunu ve aktivitesini yukari regiile edebilmesi ve boylece
KBB biitiinliigiiniin bozulmasina yol actigi, bunun da 6dem ve sinir hiicre hasar ile
sonuclandig1 belirtilmisdir (Zhou vd., 2005). Bu nedenle, p53 sadece SAK sonrasi
apoptozu degil aym1 zamanda 6demi de diizenleyen bir protein olarak tanimlanmistir. Bu
nedenle p53’iin etkinligini hedef alan farmakolojik ajan uygulamasinin SAK sonrasi sinir
hasarin1 azaltic1 ¢caligmalar i¢in aday molekiiller olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu alanda
ozellikle, p53'iin transkripsiyon sonrasi diizenleme modu konusunda ilerlemeler
kaydedilmistir (Cahill vd., 2007). Nitekim, proapoptotik bir role sahip olan asetillenmis
pS3 protein seviyelerinin, serebral iskemiyi takiben sicanlarin hipokampal bolgesinde
belirgin sekilde arttigi dogrulanmistir (Yan vd., 2012). Ek olarak, asetillenmis p53'iin
proapoptotik etkilerinin, SIRT1 tarafindan deasetilasyon yoluyla hafifletilebilecegi de
bildirilmistir. p53, SIRT1'in histon olmayan bir substratidir ve SIRTI1, p53'in
deasetilasyonu yoluyla apoptozu inhibe edebilir (Yan vd., 2008).

1.4. Apoptoz

Yunanca’da yapraklarin diigmesi anlamina gelen apoptozis (a-po-toe-sis), Kerr,
Wyllie ve Currie tarafindan ilk kez 1972 yilinda literatiire kazandirilmistir. Programlanmis
hiicre 6liimii veya apoptoz normal hiicre dongiisii, immiin sistemin isleyisi ve gelisimi,
neonatal gelisim, hormona bagli atrofi ve kimyasal kaynakli hiicre 6liimii dahil olmak

lizere tiirli slireglerde onem tasiyan bir mekanizmadir (Elmore, 2007).

25



Apoptoz, homeostatik bir mekanizma olup gelisim ve yaslanma boyunca doku ve
hiicreleri korur. Bagisiklik tepkilerine benzer sekilde apoptoz, bir savunma mekanizmasi
olarak da ortaya cikabilir. Boyle zamanlarda apoptoz, hiicrelerin hastalik ve zararh
maddeler tarafindan hasar gordiigii durumlarda yararli bir mekanizma olarak degerlendirilir

(Norbury ve Hickson, 2001).

Calismalarda, ekstrinsik ve intrinsik yolak olmak {iizere birbirine bagimh iki
apoptoptik yolak bildirilmistir. Apoptozun regiilasyonunda; kalsiyum, seramid, p53,
kaspazlar, sitokrom-c, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller gorev alir (Igney ve Krammer, 2002;

Martinvalet vd., 2005).

Apoptoz esnasinda kaspaz aktivasyonu iki yolla ortaya c¢ikar. Ekstrinsik yol,
TNF-a, TRAIL ve CD95 ligand dahil olmak iizere ¢esitli apoptoz indiikleyici sitokinlerin
kaspaz-8'in aktivasyonunu saglayan ilgili reseptorlerine baglanmasi ile aktive olur (Peter
ve Krammer, 2003). Intrinsik (mitokondriyal) yol, sitokrom-c ve mitokondriyal zarlar arasi
bosluk proteinlerinin, sirasiyla kaspaz-9'u 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 kaspazlari indiikler. Bu aktivasyon ise hiicrede apoptozun

baslamasi ile neticelenir (Lindsten vd, 2000; Reed, 2000).
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Sekil 5. Apoptoz yolaklar1 (Elmore, 2007).

1.4.1. Kaspazlar ve Kaspaz-3

Apoptoz, bir dizi sistein-aspartik proteaz olan kaspazlarin aktivasyonu ile baslar.
Bu kaspazlar baslatici, uygulayict ve inflamatuar olmak iizere ii¢ grupta incelenir (Elmore,
2007). Hiicre hasar1 ortaya ¢iktiginda, baslatici kaspazlar (kaspaz-8 ve 9) aktiflesir ve
uygulayici kaspazlarin (kaspaz- 3, 6 ve 7) aktif forma gelmesini saglarlar. Uygulayici
kaspazlarin aktivasyonu, bir dizi olay1 tetikler. Bu siirecte endoniikleazlar aktif hale gelir,
niikleer proteinler ile hiicre iskeleti yikimlanir ve proteinlerin ¢apraz baglanmasi azaltilir.
Bu durumda fagositik hiicreler i¢in ligandlarin ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin
olusumu goriiliir (Poon vd., 2014). Apoptozda 6nemli bir 6zne olan ise kaspaz-3’tiir.
Kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10 ve granzim B aktivasyonu ile kaspaz-3 etkisini

gostermektedir (Fan vd., 2005).

SAK patogenezinde noronal apoptoz onemli bir rol oynamaktadir (Edebali vd.,
2014). Kaspaz-3, apoptozun ana efektorlerinden biridir ve kaspaz-3'iin aktivasyonu, geri
doniisiimsiiz hiicre apoptozunu gosterir (Yu vd., 2014) . SAK olusturulup, hipokampusta
kaspaz-3, Bax ve Bcl-2 dahil apoptozla iliskili faktorlerin ekspresyon seviyeleri arastirilan

bir calismada bu faktorlerin SAK olusturulan gruplarda arttig1 goriilmiistiir (He vd., 2018).
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Sekil 6. Subaraknoid kanamay: takiben noronal apoptoza giden yolun sematik gosterimi

(Hasegawa vd., 2011).

Bagka bir calismada arastirmacilar, kaspaz inhibitorlerinin, SAK'dan sonra
korteksin apoptozu ve bazal kaspaz protein ekspresyonunu azaltabilecegini, ayn1 zamanda
noro-davranigsal fonksiyonu ve beyin 6demini iyilestirebilecegini belirlediler (Gao vd.,
2008). Bu sonuglar, apoptozun SAK sonrasi néronal hasarda 6énemli bir rol oynadigini ve
SAK sonrast baskilanmasinin noéronlarin korunmasi i¢in Onemli stratejilerden biri

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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1.4.2. Bcl-2 Ailesi Proteinleri

Apoptozda intrensek yolak, Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan yoOnetilir.
Proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri mevcuttur. Bu proteinlerin bir¢cogu
fiziksel olarak birbirine baglanir. Patolojik durumlarda hiicrede Bcl-2 gen ekspresyon
seviyeleri artis gOsterir ve apoptoz siireci baslar (Reed, 1997). Yapilan caligmalar
sonucunda, Bcl-2 protein ailesinin 20’den fazla iiyesi agiklanmistir. Bcl-2 antiapoptotik bir
protein olarak adlandirilirken Bax ise proapoptotik protein olarak adlandirilmistir (Reed,

1996).

Bcl-2 proteini, apoptoz kontroliinde ve hiicre sagkalimini artirmada olduk¢a 6nemli
bir proteindir (Bruckheimer vd., 1998). Bcl-2 geni insan folikiiler B hiicresi lenfomalarinin
kromozomal kirilma bolgesinde tanimlanmustir. Bcl-2 mitokondri, niikleer membranlar ve
endoplazmik retikulumda, ayrica reaktif oksijen tiirlerinin olusum alanlarinda lokalizedir.
Bcl-2 hiicrelerde oksidatif hasar1 engeller (Korsmeyer vd., 1993). Bcl-2'nin proliferasyonu
tesvik etmekten ziyade programlanmis hiicre Olimiini engelledigi belirlenmistir

(Korsmeyer, 1999).

Apoptoz, bir tiir programlanmis hiicre 6liim yoludur ve SAK tarafindan indiiklenen
EBH'de cok onemli bir rol oynar. Proapoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri (Bax, Bak, Bad ve Bcl-
XS), intrinsik apoptotik yol boyunca kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’yi de iceren asagi
akis efektor kaspazlarinmi daha fazla tetiklemek icin kaspaz-9'u aktive eder (Datta vd.,
2020). lyi bilindigi gibi, Bax ve kaspaz-3'iin yukar regiile edildigi SAK'tan sonra hiicre

apoptozu artar, apoptotik bir inhibitor olan Bcl-2 ise asagi regiile edilir.

Prekiazmatik sisternaya kan enjeksiyonu modeli ile SAK olusturulan sicanlarda
apoptotik yolaklarin arastirildigi bir calismada, Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmis ve SAK olusturulan grupta Bcl-2 gen ekspresyon seviyelerinin azaldigi

tespit edilmistir (Li vd., 2017).
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Baska bir c¢alismada, endovaskiiler perforasyon yontemi ile SAK olusturulan
sicanlarda Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri incelenmis ve yine SAK olusturulan gruplarda
Bcl-2 gen ekspresyon seviyelerinin diger gruplarla gore azaldigr gozlenmistir (Chen vd.,

2021).

Bu sonucglar noronal dejenerasyonu ve apoptozu azaltmak igin uygulanan
molekiillerin etkisini degerlendirmek amaci ile yapilan arastirmalarda Bcl-2’yi hedef bir

protein haline getirmistir.

1.4.3. Bcl-2 ile iligkili X proteini (Bax)

Bcl-2 ile iligkili X proteini, Bcl-2'nin homolog baglanma partneri olarak
tanimlanmustir. Bcl-2'nin tersine apoptozu tesvik eder (Edlich, 2018). Bax’lar intrensek
apoptotik yolun asagi akis uyaranm olarak kabul edilirler. Bununla birlikte, Bax ekspresyon
seviyesinin azaldig1 durumlarda ¢ogu apoptotik reaksiyonun ortadan kalktigi goriilmiistiir.
Aksine aktive olduklarinda, Bax dis mitokondriyal membran1 gecirgen hale getirirler.
Ardindan kaspazlar1 aktive eden sitokrom-c gibi proapoptotik faktorlerin serbest

birakilmasina sebep olurlar (Wong ve Puthalakath, 2008).

Hayatta kalma yanlis1 protein Bcl-2, kaspazlarin aktivasyonunu veya bdoliinmesini
diizenlediginden ve proapoptotik proteinler Bax ve Bad'in olusumunu daha da
baskiladigindan, Bcl-2'nin Bax'a orani genellikle hiicrenin hayatta kalimini belirleyen en
onemli olaydir (Wu vd., 2022). Dikkat cekici bir sekilde, bir calisma SAK'dan sonra
apoptozun anevrizma olusumuna, vazospazma ve EBH'ye katildigin1 gostermistir (Hara
vd., 1998). Global iskemiden sonra, SAK'li hastalar vaskiilatirde, KBB’de ve beyinde
apoptoz sergilerler (Wu vd., 2021).
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Sekil 7. Subaraknoid kanamadan sonra apoptotik basamaklar (SAK: subaraknoid kanama,

IKB: intrakraniyel basing, SKA: serebral kan akim1; Hasegawa vd., 2011)

SAK modeli olusturulan farelerde yapilan bir caligmada SAK sonrasi apoptoz
degerlendirmesi icin Bax gen ekspresyonu diizeyi belirlenmis ve bu degerde bir artis

oldugu gozlenmistir (Qian vd., 2021).

Zhang vd. tarafindan yapilan baska bir calismada, SAK sonras1t EBH de, Bax ve
kaspaz-3'iin ekspresyon seviyeleri arttigi, Bcl-2 ise Ozellikle 48. saatte, SAK'dan sonra

azaldig belirlenmistir (Zhang vd., 2022).

1.4.4. SIRT-1

SIRT1 gibi sirtuinler, korunmus protein NAD* bagimli deasilazlardir ve bu sebeple
islevleri hiicresel metabolizma ile baglantilidir. Memelilerde yedi adet SIRT tanimlanmistir

ve SIRT1 bu aileden en c¢ok arastirilan proteindir (Hwang vd., 2013). Bir¢ok calismada,
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SIRT1'in oksidatif stres, bagisiklik tepkisi, mitokondriyal biyogenez ve apoptoz/otofaji gibi
cesitli biyolojik fonksiyonlar1 modiile edebilecegini ortaya koymustur (Donmez, 2012).
Serebral iskemi, travmatik beyin hasari, Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi merkezi
sinir sistemi hastaliklarinda SIRT1, metabolizma, stres direnci ve genomik stabilitedeki
islevleri nedeniyle koruyucu etkiler gostermistir. Son yirmi yilda, biriken kanitlar
sirtuinlerin enerji durum sensorleri olmasinin yani sira hiicrelerin cesitli durumlarda sag
kalimimna yardimci olan faktorler oldugunu da ortaya koymustur. Bu durumlardan en
onemlisinin metabolik stresler oldugu ifade edilmektedir. (Wang vd., 2013; Herskovits ve

Guarente, 2014).

Sirtuinler yaslanma siirecini diizenler ve kendileri de diyet ve cevresel stres
tarafindan diizenlenir. Sirtuinlerin ve daha spesifik olarak SIRT1'in ¢ok yonlii islevleri,
hiicrelerin cekirdek, sitoplazma ve mitokondrideki enerji seviyelerindeki degisiklikleri
algilamasina izin veren cesitli hiicresel konumlariyla desteklenir. SIRT1, karaciger, kas,
yag dokusu, kalp ve endotel dahil olmak iizere ¢cok sayida dokudaki bircok hedef proteini
deasetilleyerek metabolik siireclerin saglikli bir sekilde isleyisinde kritik bir rol oynar.
(Chang ve Guarente., 2014).

SIRT1, merkezi sinir sistemi yaralanmasinda kritik bir rol oynar. SIRT1'in
inhibisyonu, fel¢cten sonra beyin hasarini siddetlendirir (Zhou vd., 2014a). Ayrica, bir
calismada, SIRT1'in aktivasyonunun, NF-kB sinyalini baskilayarak beyin hasarini

hafifletebilecegi de bildirilmistir (Zhang vd., 2016b).

SIRT1/p53 sinyalinin kanser hiicresinin apoptozu iizerinde énemli bir diizenleyici
oldugu kanitlanmigstir. SAK modeli olusturulan sicanlarda SAK sonrasi SIRT1 gen
ekspresyonlar1 diizeyinde gozlemlenen artiglar, SIRT1/p53 sinyal yolaginin, SAK sonrasi
hiicre apoptozunda etkili oldugunu diisiindiirmiistiir (Zhou vd., 2014a). Bu calismada, p53
deasetilasyonu ve anti-apoptoz lizerindeki etkilerini artirmak i¢in SIRT1'in spesifik bir
aktivatorii olan RES kullanilmistir. Gruplardan bir tanesine ise RES’in etkilerini bloke

etmek i¢in spesifik bir SIRT1 inhibitorii olan sirtinol uygulanmistir. Elde edilen sonuglar,
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RES gibi SIRT1 aktivatorlerinin oniimiizdeki yillarda SAK'a bagl erken beyin hasarinin

azaltilmasinda potansiyel aday molekiiller olacagini gostermistir.
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Sekil 8. Subaraknoid kanamay1 takiben erken beyin hasarinda SIRT1'in roliiniin sematik
gosterimi (SAK: subaraknoid kanama, EBH: erken beyin hasari; Qian vd., 2017).

1.5. Piseatannol

Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alisma, 6zellikle bitki 6zlerinden elde edilenler olmak
izere, norodejeneratif hastaliklar i¢in ¢ok sayida dogal bilesigin terapotik potansiyelinin
arastirilmasina odaklanmistir (Wasik ve Antkiewicz-Michaluk, 2017). Tarih boyunca, bazi
bitkilerin tibbi kullanimina iliskin atalara dayanan geleneksel yaklasim, bitkilerden izole
edilen sayisiz oziit ve bilesigin etki mekanizmasi ve giivenligi lizerine yapilan caligmalarin
temeli olmustur (Anton vd., 2008, More vd., 2013). Dogal bilesiklerin kullaniminin
farmakolojik c¢ekiciligi ve simirli yan etkileri, ndrodejenerasyona sebep olanlar gibi cok
faktorli hastaliklarin 6nlenmesi veya tedavisi i¢in 6zellikle yararli olan ¢oklu hedef etki

mekanizmalart etrafinda doner (Bagli vd., 2016; Pohl ve Kong Thoo Lin, 2018).
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Stilbenler, baglica RES, PST ve pterostilben (PT) olmak iizere iiziim gibi bazi
meyvelerde bulunan tiirevleri ile temsil edilen bir dizi gida kaynakli biyoaktif dogal

irlindiir (Pawlus vd., 2013).
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Sekil 9. Ug stilbenin kimyasal yapilari (resveratrol, piseatannol, pterostilben; Fu vd., 2016).

Tiim stilbenler arasinda en yaygin ilgiyi RES almistir. RES'in, Huntington hastaligi
ve felcler dahil olmak iizere norolojik bozukluklari diizenledigi ve ayrica noronlari
Alzheimer hastaliginin onemli patolojik semptomlar1 olarak kabul edilen apoptoza karsi
korudugu kanitlanmistir (Riviere vd., 2010). Ancak diger stilbenlerin, PST ve PT gibi,
RES'den daha iistiin noroprotektif aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.

PST (3,3'.4,5'-trans-tetrahidroksistilben) cilek, yer fistigi, lizim ve beyaz cayda
bulunan ve dogal olarak olusan bir stilbendir (Seyed vd., 2016). Modern farmakolojik
caligmalar, PST’nin antioksidan, anti-inflamatuar, anti-mutajenik ve anti-diyabetik

etkilerini arastirmaktadir (Piotrowska vd., 2012).

RES fenil halkalarindaki hidroksil gruplarinin sayisinin  arttirilmasi, suda
¢cOziinlirliglinii ve farmakolojik aktivitesini arttirmak i¢in ilging bir stratejidir (Saiko vd.,

2008; Latruffe ve Vervandier-Fasseur, 2018).
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Genel olarak, stilben kisminda iicten az hidroksil grubu iceren polihidroksillenmis
tiirevler, cok diisiik oral biyoyararlanim sergiler (Chen vd., 2015). Ancak oksiresveratrol ve
piseatannol gibi dort hidroksil grubuna sahip bilesikler (PST; 3,3'.4,5'-trans-
tetrahidroksistilben) RES'den daha 1yi suda ¢oziiniirliik, daha hizli absorpsiyon ve daha
yiiksek biyoyararlanim gosterir (Setoguchi vd., 2014; Chen vd., 2016).

Setoguchi vd. intragastrik uygulamadan sonra PST'nin sicanlarda RES'den 2 kat
daha yiiksek seviyelerde emildigini gostermistir. Bu ¢alisma ayrica PST'nin, PST i¢in en
iyi biyolojik aktiviteyi ongéren RES'den daha yiiksek bir metabolik stabilite sundugunu
gosterir (Setoguchi vd., 2014).

En cok caligilan hidroksillenmis RES analoglarindan biri PST dir. Zhang vd. bu
bilesigin farelerde D-galaktoz kaynakli yaslanma iizerindeki etkilerini degerlendirmistir.
Sonuglar, PST tedavisinin spontan motor aktiviteyi korudugunu ve uzamsal 6grenme ve
hafiza becerilerini gelistirmesinin yani sira noronal kaybi Onledigini, oksidatif stresi
azalti@int ve hipokampus ve kortekste hiicre cogalmasini destekledigini gostermistir

(Zhang vd., 2018).

Tiim bunlarin 15181inda, PST nin noroprotektif aktivitesi daha fazla ilgiyi hak

etmekte ve altta yatan mekanizmanin daha fazla arastirilmasi gerekmektedir.
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IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Subaraknoid kanamalar (SAK) insanlarda yaygin olarak goriilmekte ve beyin
hasarina bagl fonksiyon kaybi1 ve oOliimlere yol agmaktadir. SAK yaygin goriilmesine
ragmen halen kesin bir tedavisi yoktur. Bu nedenle SAK’a bagli 6liim oranlarini azaltmak,
fonksiyon kayiplarim1 onlemek veya SAK sonrasi iyilesmeyi hizlandirici ajanlarin
belirlenmesine yonelik deneysel calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. SAK konusunda
yapilmis yogun calismalar sonucunda hastaligin altinda yatan etmenler ve molekiiler
mekanizmalarin bir kismi ortaya konulmustur. Bu calismalarda daha ¢ok inflamasyon ve
apoptoz iizerinde yogunlasilmis ancak hastalik karsisinda kesin bir tedavi yontemi
bulunamamistir. Bu nedenle, SAK tedavisi i¢in etkili anti-inflamatuar ajanlarinin
arastirilmasina ve gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu konuda farmakolojik olarak
etkinligi kanmitlanmis klasik ila¢ tedavilerinin yani sira adjuvant tedavisi olarak
isimlendirilen tamamlayic1 tedaviler de arastirllmaktadir. Son yillarda oOzellikle anti-
inflamatuar etkileri bilinen ve bir polifenol olan PST konusunda yaygin arastirmalar
bulunmaktadir. Ozellikle anti-inflamatuar etkileri ile PST, SAK tedavisinde aday bir
molekiil potansiyeli tasimaktadir. Projemiz, deneysel SAK modelinde PST uygulamasinin
apoptoz ve inflamasyon iizerindeki etkilerinin incelendigi ilk ¢alisma niteliginde olacaktir.
Bu nedenle, proje ile, deneysel SAK modeli olusturulan sicanlarda PST uygulamasinin
anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkilerinin incelenmesi ve altta yatan bazi molekiiler

mekanizmalarin ortaya konulmasi amaglanmugtir.

2.1. Subaraknoid Kanama ve Piseatannol

SAK patogenezi halen tam olarak aydinlatilamamakla birlikte oksidatif stres,
inflamasyon ve apoptoz hastaligin olusumundaki temel etkenlerdendir. Yapilan
arastirmalar cesitli hastaliklarda PST’nin bir tedavi secenegi olarak potansiyelini ortaya

koymustur.
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Bir calismada, LPS ile indiiklenen akut akciger hasar1 (AAH)na karsi1 PST
uygulamasinin potansiyel koruyucu etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Mekanizma,
LPS'nin neden oldugu hava-kan bariyeri hasar1 ve TLR4/NF-xB sinyal yolu
aktivasyonunun inhibisyonu ile ilgili olup PST nin AAH'y1 tedavi etmek icin etkili bir ajan
olabilecegi bildirilmistir (Peng vd., 2020).

Baska bir caligmada, PST nin iskemik reperfiize sican kalplerinde anti-aritmik ve
kardiyoprotektif aktivitelerle baglantili olarak serbest radikallerin azaltilmasinda RES’den
daha gii¢lii oldugu gosterilmistir (Chen vd., 2009).

Losemi hiicre dizilerinde yapilan bir calismada PST uygulamasi antioksidan
aktivite gostermistir ve ayrica PST’'nin PI3K/AKT/mTOR yoluyla osteosarkom
hiicrelerinin proliferasyonunu ve indiiklenen apoptozu baskiladigi bildirilmistir (Ovesna

vd., 2006; Wang ve Li, 2020a)

Zhou vd. tarafindan yapilan calismada ise PST uygulamasmin serebral endotel
hiicreleri {izerindeki NF-kB ve MAPK sinyal yollarin1 inaktive ederek inflamasyonu ve

oksidatif stresi azalttigini belirtilmistir (Zhou vd., 2022a).

PST’nin SAK tedavisindeki rolii konusunda bilgiler olduk¢a sinirlidir. Bu konu ile
ilgili olarak sadece 2015 yilinda yayimlanmis bir makale bulunmaktadir. Bu calisma,
PST’nin SAK’a kars1 potansiyel koruyucu etkilere sahip bir molekiil olacagina dair bilgiler
sunmaktadir. Yapilan calisma, ilk kez Mincle/Syk sinyal yolunun SAK sonrasi dogustan
gelen bagisiklik tepkisi ve noroinflamasyonda onemli bir rol oynadigimi gostermistir.
Bununla birlikte ¢alismada altta yatan molekiiler mekanizmalar konusunda yeterli bilgi

verilmemistir (He vd., 2015).
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMIi

Bu calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanligi’ndan alinan onay (30.10.2020 toplanti tarihli ve 2020/09-03 sayili
karar) ile yiiriitiilmiis olup arastirmanin hayvan deneyleri asamast Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (COMUDAM) nde
gerceklestirildi.

3.1. Hayvan Materyali

Calismada, COMUDAM’dan temin edilen 27 adet 7-8 haftalik 200-300 gram
agirhginda Wistar Cinsi erkek sicanlar kullamildi. Sicanlar davranig, solunum ve
kardiyovaskiiler sistem yoniinden klinik muayeneden gecirilmis olup herhangi bir
olumsuzluk tespit edilmedi. Hayvanlar, deney siiresince yaklasik olarak 22°C’lik oda
sicakliginda, 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiinde ve havalandirmas1 mevcut bir ortamda

muhafaza edildi ve ad-libitum olarak beslendi.

3.1.1. Gruplarm Olusturulmasi

Calismada kullanilan sicanlar agirliklarina gore her bir grupta rastgele secilen 9

sican olmak tizere toplam 3 gruba ayrildi (Tablo 1).
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Tablo 1.

Hayvanlarin Gruplandirilmasi ve Yapilan Uygulamalar

Gruplar Yapilan Islemler

SAK grubundaki tiim islemler bu grupta da
Grup 1- SHAM Grubu (n=9) yapilmis olup farkli olarak ayni biiyiikliikte bir
igne ile prekiazmatik sisterna bolgesine
ulasildiktan sonra kan verilmedi. Ancak igne
cikarilmadan once burada 10 saniye bekletildi.
PST ihtiva etmeyen tasiyict soliisyon PST

verilme sikligina gore ve ayni yolla uygulandi.

Bu grupta SAK modeli olusturuldu. Kuyruktan
Grup 2- SAK Grubu (n=9) aliman 120 ul heparinize olmayan taze otolog
arteriyel kan prekiazmatik sisternaya 10
saniyede enjekte edildi. Bu gruptaki hayvanlara
da PST ihtiva etmeyen tasiyici solusyon
piseatannol verilme sikligina gore ve ayni yolla

uygulandi.

SAK modeli olusturulduktan 60 dakika sonra
Grup 3- SAK+PST Grubu (n=9) intraperitoneal yolla PST (30 mg/kg dozda, %
2’lik etanol igeren distile su igerisinde

cOziindiiriilerek) verildi.

3.2. Deney Plam

Gruplar olusturulduktan sonra tiim sicanlar Garcia norolojik muayenesine tabi
tutuldu. Muayene deneysel islemlerden sonra 24. saatte tekrar edildi. Calismamizda her bir

hayvana deney boyunca yapilan islemlerin sematik gosterimi Sekil 10’da 6zetlenmistir.
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SHAM Grubu SAK Grubu SAK+PST Grubu
(n=9) (n=9) (n=9)

SHAM ve SAK gruplar igin tasiyici (i.p.),
SAK+PST grubu icin piseatannol (i.p.) uygulamasi

3

£ o e

7-8 haftalik _
Wistar cinsi i ;L-';ﬂ &
erkek sigan = ey
60. Dakika _
Deney Oncesi 0. Saat 24, Saat Anﬂ'hz
l Beyin Su igerigi
— | Garcia Skorlamast
Hematoksilen&FEozin Boyama
SAK Modeli Olugturulmast TUNEL Boyama

; ; Crystal Violet Boyama
Garcia Muayenest

T Real-Time PCR

Beyin Dokularmm
Alinmasi

Sekil 10. Deney planinin sematik gosterimi.
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3.3. Anestezi Islemi

SAK modeli olusturulmasi icin si¢anlara dncelikle kas i¢i ketamin hidrokloriir (60-
80 mg/kg; Ketasol-Richter Pharma AG) ve ksilazin hidrokloriir (5 mg/kg; Xylazin Bio %

2-Bioveta) kullanilarak anestezi uygulandi.

3.4. Piseatannol Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Belirlenen miktar PST (Cayman Chemical; Cat. No: 10083-24-6) hassas terazide
tartildi. Tartilan kimyasal her bir hayvan i¢in ayr1 hazirlanan ependorf tiiplere konuldu.
Doz ayarlamasi sican agirliklari goz Oniinde bulundurularak yapildi. Ardindan tiiplerin
tizerine absoliit etanol ilave edildi ve distile su ile seyreltildi. Bu gruptaki hayvanlar i¢in 30
mg/kg dozunda PST, % 2’lik etanol igerisinde vorteks yardimiyla c¢oziindiiriiliip
uygulamaya hazir hale getirildi. PST belirtilen dozlarda deney sirasinca taze olarak
hazirland1 ve hemen uygulandi. Hazirlanan ¢6zelti SAK modeli olusturulduktan 60 dakika

sonra SAK+PST grubuna intraperitoneal olarak uygulandi.

3.5. Tasiyic1 Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Tasiyic1 uygulamasi i¢in, etanol distile su igerisinde seyreltilerek intraperitoneal
olarak uygulandi. Tasiyici icerisindeki nihai etanol konsantrasyonu % 2 olarak belirlendi.
SHAM ve SAK gruplarindaki hayvanlara operasyon sonrasi 60. dakikada tastyict soliisyon
uygulamasi yapildi.

3.6. Yontem

Calismamiz boyunca uygulanan basamaklarin ayrintilar1 asagida belirtilmistir.
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3.6.1. Subaraknoid Kanama Modeli Olusturulmasi

Calismamizda, SAK ve SAK+PST gruplarinda bulunan toplam 18 hayvanda SAK
modeli olusturuldu. Anesteziden sonra hayvanlarin operasyon bolgesi olan kafataslarinin
on bolgeleri tras edildi ve bolgenin asepsisi saglandi. Kuyruk vertikal insizyon ile acild1 ve
kuyruktan 120 pl arteriyal kan alindi. Frontal bolgeden vertikal insizyon ile deri ve kaslar
acilarak bregma kemik bileskesine ulasildi. Stereotaksi cihazi kullanilarak igne sagital
diizlemin 2 mm sagina 30 derece yatirildi ve 1.5 mm capindaki burr deligi ile orta hatta
bregmanin 7 mm Oniine yerlestirildi. 120 pl heparinize olmayan taze otolog arteriyel kan,
30G'lik bir igne ile prekiazmatik sisternaya 10 saniyede enjekte edildi. SHAM grubu i¢in
30G igne ucu ile prekiazmatik sisternaya ulasildi ve igne c¢ikarilmadan 6nce 10 saniye

bekletildi. Yara bolgesi dikildi ve kapatildi.

SAK operasyonu basamaklarini gosteren resimler Resim la ve 1b’de sunulmustur

(Resim 1a, 1b).
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Resim la. Subaraknoid kanama modeli basamaklarin1 gosteren resimler.

43



Resim 1b. Subaraknoid kanama modeli basamaklarin1 gosteren resimler.
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3.6.2. Norodavramssal Degerlendirme

Norolojik skor, Garcia puanlama sistemi kullanilarak SAK'tan 24 saat once ve sonra
hangi sicanin hangi deney grubunda oldugunu bilmeyen iki gozlemci tarafindan
degerlendirildi (Garcia vd., 1995). Her gruptaki sicanlarin nérolojik fonksiyonlarini
Olcmek i¢in, 0-3 veya 1-3 olarak puanlanan ve toplam puanlart 3 ila 18 arasinda degisen

alt1 test uygulandi. Bu testler ile sicanlarda:

- egzersizin fonksiyonel incelemesi,
- koordinasyon,

- fiziksel aktivite ve somatik duyarlilik degerlendirildi.

Yapilan degerlendirmede daha diisikk bir puan, norolojik disfonksiyonun daha

siddetli oldugunu gosterir.

3.6.3. Otenazi ve Orneklerin Alinmasi

Calismanin sonunda genel anestezi altinda hayvanlarin yasamina servikal omur
dislokasyonu ile son verildi ve beyinleri cikarildi. Alinan total beyin dokusundan
hipokampus elde edildi. Islemler hizl1 bir sekilde ve soguk bir tabaka iizerinde Stemi 305
Zeiss model mikroskop altinda yapildi. Her grupta bulunan 9 hayvandan 6’s1 genetik ve
histopatolojik degerlendirme i¢in kullanilirken kalan 3 sican ise beyin 6demi agisindan
incelendi. Sag hipokampus genetik analizlere kadar -80 °C'de saklanirken sol hipokampus

ise histopatolojik analiz i¢in % 4 paraformaldehit ile sabitlendi.

3.7. Beyin Odemi Tespiti

Beyin 6demi tespiti i¢in alinan beyin dokularinin hizli bir sekilde 1slak agirliklar
Olciildii. Daha sonra doku pargalar1 +70 °C'de 72 saat siire ile etiivde tutuldu. Yetmis iki
saat sonunda doku pargalar1 etiivden cikarildi ve kuru agirliklar ol¢iildii. Islak ve kuru

agirlik oran1 % olarak asagidaki formiil ile belirlendi (Ding vd., 2015).
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[(Islak Agirlik - Kuru Agirlik) / Islak Agirlik] x %100

3.8. Histopatolojik Analizler

Histopatolojik degerlendirme icin alinan hipokampus Ornekleri ilk olarak % 4’liik
paraformaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit isleminin ardindan doku Ornekleri
kasetlere konularak musluk suyu altinda 2 saat siiresince yikandi. Suyun uzaklastirilmast
icin dokular artan derecelerde alkol serilerinden (% 60, % 70, % 80, % 90, % 96 ve % 100)
gecirildi. Sonrasinda dokular parlatilmalart amaciyla ksilolden gecirildi ve ardindan
parafine gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan alinan 5 pm kalinligindaki kesitler lamlar
tizerine yayildi. Hazirlanan doku ornekleri H-E ile boyandi. Kesitler, 6dem ve piknoz
parametreleri agisindan Olympus CX43 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

3.8.1. Hemotoksilen-Eozin Boyama Prosediirii

Calisma gruplarindan alinan hipokampus kesitleri; 60 °C’ye ayarlanmis etiivde 60
dakika bekletildikten sonra 3x5 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalart saglanda.
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
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dakika akar suda yikandi. Kesitler % 1 amonyak-su karigimina batirilip tekrar 1 dakika
akar suda yikandi. Lamlar 2 dakika eozinde bekletilip artan dereceli alkol serilerinden
gecirilerek (% 70, % 80, % 96 ve % 100), 2x1 dakika ksilole alindi ve entellan ile
kapatildi.

3.8.2. Kristal Viyole Boyama Prosediirii

Sicanlardan alinan hipokampus doku kesitleri 60 °C etiivde 60 dakika
bekletildikten sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalari saglandi. Daha
sonra lamlar sirastyla azalan alkol serilerinden gegirilip (% 100, % 96, % 90 ve % 70) 1
dakika akar suda yikandiktan sonra, kristal viyole (Abcam ab246816) ile 2 dakika boyand1 ve
tekrar 1 dakika akar suda yikandi. Ardindan % 100 N-Butanol alkolde 2x1 dakika

bekletilerek ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi.

3.8.3 TUNEL Boyama Prosediirii

Parafin bloklarindan lamlara 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 60 °C etiivde
1 saat bekletildikten sonra 3x5 dakika ksilole alinarak deparifinizasyonlar saglandi. Daha
sonra lamlar sirastyla azalan alkol serilerinden gegirilip rehidrate (% 100, % 96, % 80, %
70) edildi. Kesitler alkolden arindirilmak amaciyla iki kez 1’er dakika distile sudan
gecirildi. Proteinaz K enzim (37 derece etiiv icinde) 15 dk uygulandi. Bes dakika % 3’liik
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 icin DAB kromojen ile boyama yapildi. Zemin boyamasi icin 1 dakika
stireyle 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
dakika ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi.
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3.9. Genetik Analizler

Genetik analizler hipokampus doku o&rneklerinde gerceklestirildi. Otanazi sonrasi
hizlica alinan doku Ornekleri islem yapilincaya kadar -80 °C’de bekletildi ve saklanan
dokular cikarildiktan sonra buz akiisii iizerine konularak hazirliklar gerceklestirildi.
Analizler 3 basamakta tamamlandi. Ik asamada total RNA izolasyonu, ikinci asamada

cDNA eldesi, son asamada ise Real-Time PCR uygulamasi yapilarak siire¢ sonlandirildi.

3.9.1. Total RNA izolasyonu

Hipokampus dokusundan yaklasik 25-30 mg almarak 2 ml’ lik steril tiiplere
aktarild1 ve ependorf tiipler 10 sn siv1 azotta bekletildi. Her birine birer adet steril ¢elik
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 o6rneklerinde konsantrasyon ve saflik
tayini NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Saflik
orant 260/280 nm’de Olciildii ve 1.8-2.1 aras1 degerler sonraki adimlar i¢in kullanilabilir

kabul edildi (Oval1 ve Uzun, 2015).

3.9.2. ¢cDNA Eldesi

Total RNA izolasyonundan sonra izole edilen RNA’lar cDNA eldesi islemine kadar
-80 °C’de saklandi. Isleme baslamadan ©nce ©rneklerin RNA  yogunluklari
spektrofotometrik olarak belirlendi ve tiiplere aktarildi. Kit prosediirii adimlar1 esas
alimarak cDNA eldesi yapild1 (High Capacity cDNA Revere Transcription Kit, ABD).

cDNA eldesi icin izlenen basamaklar asagida gosterilmistir (Tablo 3).
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Tablo 3.

cDNA sentez protokolii (Ovali ve Uzun, 2017)

Bilesenler Ornek Basina Hacim
10 x RT Buffer 2ul

dNTP 0,8 ul
Random Primer 2 ul

Enzim 1 ul

Su 4,2 ul

RNA 10 pl
Toplam 20 pl

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

Tablo 4.

PCR kosullar1 (Ovali ve Uzun, 2017)

Sicakhik Zaman
25°C 10 dk
37°C 120 dk
85 °C 5dk

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

cDNA oOrnekleri ¢ogaltildi ve akabinde quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR,
StepOnePlus™ Real-Time PCR System) calismasi icin kullanildi. TagMan (TagMan™
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Fast Advanced Master Mix, Ampliqon, Litvanya) kullanilarak gen ekspresyon miktarlari

analiz edildi.

gRT-PCR yonteminde gen ifade diizeylerine bakilan TNF-a, IL-6, IL-1p, NF-kB
TLR4, p53, kaspaz-3, Bcl-2, Bax ve SIRT1 genleri i¢in normalizasyon yapildi. Bu amacla
B-actin (hamarat gen) kullanildi. Bu ¢alismada, kismi miktarlara dayali PCR yonteminde
bulunan sonuglart dogrulamak i¢in Real-Time PCR yontemi kullanildi ve qRT-PCR

cithazindan yararlanildi.

Tablo 5.

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

Bilesenler Ornek Basina Hacim
SyberGreen Master Mix Sul
Forward Primer 0,75 ul
Reverse Primer 0,75 pl
RNAse Free Su 2,5 ul

cDNA 1 ul
Toplam 10 ul

3.10. istatiksel Analizler

Gen ekspresyonlarim1 degerlendirmek icin oncelikle qRT-PCR yonteminden elde
edilen CP (crossing points) degerleri diizenlendi. Daha sonra genetik istatistik icin qRT-
PCR sonuglar1 diizenlenmis degerleri 2"2*CT formiilii kullanilarak hesapland1 (Livak ve

Schmittgen, 2001).

Elde edilen verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri IBM Statistics SPSS 20.0
programi kullanilarak degerlendirildi. Coklu grup karsilastirmasi Kruskal-Wallis testi ile
yapildi. 1ki ¢alisma grubu arasindaki karsilastirmada ise Mann Whitney U-testi kullanildi.
Istatiksel olarak p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, sicanlardan SHAM, SAK ve SAK+PST olmak iizere toplam 3 grup
olusturuldu. Tiim caligma gruplar i¢in her grupta 9 hayvan olmak iizere toplamda 27 adet
sican kullanildi. Gruplar olusturulurken gruplar arasi parametrelerin farkliligini ortadan
kaldirmak amaci ile canli agirliklar1 birbirine yakin degerlere sahip gruplar olusturulmaya
ozen gosterildi. Oncelikle nérolojik fonksiyonlar1 degerlendirmek icin siganlara hem SAK
oncesi hem de sonrasinda Garcia skorlamasi yapildi. Deneysel siirecin sonunda siganlar

otenazi edilerek hipokampus doku 6rnekleri alind1 ve doku ornekleri iizerinde;
1- Doku kurutma islemi yapilarak 1slak/kuru doku orani belirlendi.
2- Histopatolojik analizler,
3- Apoptoz degerlendirmesi,

4- TNF-a, IL-6, IL-1B, TLR4, NF-«xB, p53, kaspaz-3, Bcl-2 ve Bax ve SIRTI icin

gen ekspresyon diizeylerini belirlemek {izere RT-PCR analizi yapildi.

Tiim hayvanlar calismayr saglikli bir sekilde tamamlad: ve arastirma sonucunu

etkileyecek herhangi bir olumsuzlukla karsilagilmadi.

4.1. Mortalite ve Subaraknoid Kanama Operasyonu Bulgular

SAK modellemesi sonrasi 24 saat icinde gruplarda 6len hayvana rastlanmadi. SAK
gruplarinda subaraknoid bolgede SAK sonrasi siddetli kanama gozlenirken, SAK+PST
grubunda kanamada azalma gozlendi. Beynin subaraknoid bosluklarinda biriken

kanamanin goriintiileri Resim 2’de sunulmustur.
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Resim 2. Tiim gruplardan 24. saatte beynin ventralinden elde edilen 6rnek birer goriintii.

SAK ve SAK+PST gruplarinda kanama odaklar1 goriilmektedir.

4.2. Beyin Odemi Tespit Bulgular

Hipokampus dokusunda uygulanan doku kurutma yontemi ile elde edilen veriler
Sekil 11'de gosterilmisti. SAK ve SAK+PST gruplarinda beyindeki 6dem
degerlendirildiginde SHAM grubuna gore artis oldugu belirlendi. SHAM grubunda % 77,1
+ 1,06 olan deger SAK+PST grubunda % 77,2 + 0,27 ile SHAM grubuna oldukca yakin
gozlendi. Bu deger SAK grubunda % 77,7 = 0,26 ’ye c¢ikmis olmasina ragmen SHAM

grubuna gore istatistiksel olarak anlamliliga rastlanmadi (p>0,05).
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Sekil 11. Tiim gruplara ait beyin 1slak/kuru orani verilerinin yiizde olarak gosterimi.

4.3. Norodavranissal Degerlendirme Bulgular:

Garcia skorlamasi kullanilarak hayvanlarin deney 6ncesi ve deney sonrasi norolojik
fonksiyonlar1 belirlendi. Deney Oncesi veriler 0. Giin, deney sonrasi veriler ise 1. Giin
olarak kaydedildi (Sekil 12). Deney oncesi (0.Giin) yapilan degerlendirmelerde gruplar
arasinda herhangi bir istatistiksel farklilik belirlenmedi (p>0,05). Deney sonrasi ise SHAM
grubu ile SAK grubu arasinda istatiksel anlamda 6nemli fark bulundu (p<0,05). Bununla
beraber, SHAM ile SAK+PST grubu arasinda SHAM grubu yo6niinde istatiksel olarak
anlamli bir azalma gozlendi (p<0,01). Ancak, SAK ile SAK+PST gruplar1 arasinda
herhangi bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

Gruplarin deney oncesi ile sonras1 degerlendirmeleri karsilastirildiginda ise SHAM
grubunda herhangi bir farklihk belirlenmedi (p>0,05). SAK grubunda ise 1. Giin
sonuglarinda istatiksel olarak anlamli bir azalma mevcuttu (p<0,01). Buna ek olarak benzer

sonuclar SAK+PST grubunda da tespit edildi (p<0,01).
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Sekil 12. Calisma gruplarinin noérolojik skor bulgularinin karsilastirilmas: (***: 1. Giin
SHAM grubuna gore p<0,001; **: 1. Giin SHAM grubuna gore p<0,01; ##: 0. Giin SAK
grubuna gore p<0,01; 99: 0. Giin SAK+PST grubuna gore p<0,01).

4.4. Histopatolojik Bulgular

4.4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgulari

Resim 3. Hipokampus dokusunun 151k mikroskobu altindaki goriintiisiine ait bir 6rnek.
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Hipokampustan alinan kesitler H-E boyama sonrasinda hiicresel 6dem ve piknoz
parametreleri acisindan degerlendirildi. SHAM grubunun degerlendirme sonucunda
belirgin bir hiicresel 6dem ve piknoz bulgusuna rastlanmadi (Sekil 16 ve 17). SHAM grubu
ile SAK grubu karsilastirildiginda ise her iki parametre acgisindan SAK grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi (6dem i¢in p<0,001; piknoz icin p<0,001).
Benzer sekilde, SHAM ile SAK+PST grubu karsilagtirildiginda hem 6édem hem piknoz
degerlendirmesinde artis belirlendi (p<0,001; p<0,001). SAK ile SAK+PST grubu
karsilastirlldiginda ise her iki parametrede azalma goriilmesine ragmen sadece piknoz
parametresi agisindan yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit edildi
(p<0,05). Elde edilen veriler ve doku kesitlerinin goriintiileri Sekil 13, 14 ve 15 ‘te

verilmistir.

Sekil 13. SHAM grubuna ait 6rnek bir hipokampus doku kesiti (H-E, 100x).
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Sekil 14. SAK grubuna ait 6rnek bir hipokampus doku kesiti (H-E, 100x). Siyah oklar

hiicresel piknozu, kirmiz1 oklar ise ddem alanlarini gostermektedir.

Sekil 15. SAK+PST grubuna ait drnek bir hipokampus doku kesiti (H-E, 100x). Siyah

oklar hiicresel piknozu, kirmiz1 oklar ise 6dem alanlarin1 gostermektedir.
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Sekil 16. Calisma gruplarindan elde edilen H-E boyali histolojik kesitlerde hiicresel 6dem

kriterine gore yapilan degerlendirme sonuclarinin karsilastirilmasi (***: SHAM grubuna

gore p<0,001).
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Sekil 17. Calisma gruplarindan elde edilen H-E boyali histolojik kesitlerde hiicresel piknoz
kriterine gore yapilan degerlendirme sonuglarinin karsilastirilmasi (***: SHAM grubuna

gore p<0,001; §: SAK grubuna gore p<0,05).
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4.4.2. Kristal Viyole Boyama Bulgular:

Kristal viyole boyama sonuglarina gore SHAM ile SAK ve SAK+PST gruplar
karsilastirildiginda her iki grupta da hasarli hiicre sayisinda SHAM grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli bir artig belirlendi (sirasiyla p<0,01 ve p<0,05). SAK ve
SAK+PST gruplart arasinda yapilan karsilastirmada ise SAK+PST grubunun verilerinde
anlaml bir azalis tespit edildi (p<0,05; Sekil 21).

Sekil 18. SHAM grubuna ait 6rnek bir hipokampus doku kesiti (Kristal Viyole, 200x).
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Sekil 19. SAK grubuna ait 6rnek bir hipokampus doku kesiti (Kristal Viyole, 200x).

Kahverengi oklar hasarli hiicreleri gostermektedir.

Sekil 20. SAK+PST grubuna ait 6rnek bir hipokampus doku kesiti (Kristal Viyole, 200x).

Kahverengi oklar hasarli hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 21. Calisma gruplarina ait Kristal Viyole boyali histolojik kesitlerden elde edilen
degerlendirme sonuglarinin karsilastirilmast (**: SHAM grubuna gore p<0,01; *: SHAM
grubuna gore p<0,05; f: SAK grubuna gére p<0,05).

4.4.3. TUNEL Boyama Bulgular:

Apoptotik hiicre tayini i¢in TUNEL boyama yapildi. Yapilan skorlamaya gore
SHAM ile SAK grubu karsilastirilmasinda SAK grubu yoniinde anlamli bir artis belirlendi
(p<0,01). Benzer bir istatistiksel anlamliik SHAM ile SAK+PST gruplar1 arasinda da
mevcuttu (p<0,05). SAK ile SAK+PST gruplar1 arasindaki karsilastirmada ise SAK+PST
grubu yoniinde anlamli azalis vardi (p<0,01; Sekil 25).
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Sekil 22. SHAM grubuna ait 6rnek bir hipokampus doku kesiti (TUNEL, 200x).

Sekil 23. SAK grubuna ait 6rnek bir hipokampus doku kesiti (TUNEL, 200x). Siyah oklar

TUNEL (+) bagka bir ifadeyle apoptoza giden hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 24. SAK+PST grubuna ait 6rnek bir hipokampus doku kesiti (TUNEL, 200x). Siyah
oklar TUNEL (+) baska bir ifadeyle apoptoza giden hiicreleri gdstermektedir.
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Sekil 25. Deney gruplarinda TUNEL" hiicre sayilarinin karsilagtirilmast (**: SHAM
grubuna gore p<0,01; *: SHAM grubuna gore p<0,05; {: SAK grubuna gore p<0,01).
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4.5. Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

4.5.1. TNF-0 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Gruplardan elde edilen TNF-a mRNA ekspresyon degerlerinin normalize edilmis
hali Sekil 26’da gosterilmistir. Bu veriler agisindan SHAM ile SAK gruplar
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulundu (p<0,01). Yapilan analizlerde
SAK+PST grubu degerleri SHAM grubu ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak
anlamli olmamasina ragmen TNF-a diizeylerindeki azalis dikkat c¢ekti (p>0,05). Buna ek
olarak SAK+PST grubunda SAK grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir azalma goriildii
(p<0,01).
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Sekil 26. TNF-a gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmas: (**: SHAM
grubuna gore, p<0,01 ; ff: SAK grubuna gore, p<0,01; y ekseninde bulunan degerler [3-

aktine gore normalize edilmis 2"24CT degerleridir).
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4.5.2. IL-6 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

IL-6 mRNA degerlerinin normalize edilmis sonuglar1 incelendiginde SHAM ile
SAK grubu arasinda SAK grubu yoniinde bir artis olmasina ragmen istatistiksel olarak
herhangi bir anlamlilik tespit edilmedi (p>0,05). Bununla birlikte SHAM ile SAK+PST
gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamadi (p>0,05). Ote yandan
SAK ile SAK+PST gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada ise SAK+PST grubunda

istatistiksel olarak anlamli bir azalma mevcuttu (p<0,05; Sekil 27).

15 -
o= 1t
g —
1.0
a
=
2
=
=
E=
[ 0.5 -
2
=

0.0

SHAM SAK SAK+PST

Sekil 27. IL-6 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmas: (§: SAK
grubuna gore, p<0,05; y ekseninde bulunan degerler B-aktine gore normalize edilmis 2724¢T

degerleridir).

4.5.3. IL-1p Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

SAK grubunda SHAM ve SAK+PST gruplarina gore IL-1p ekspresyon diizeyi en
yiiksek degerinde gozlendi. Ancak SHAM, SAK ve SAK+PST gruplart arasindaki IL-13
ekspresyon diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (p>0,05). IL-1B ekspresyon diizeyleri i¢in elde edilen veriler Sekil

28’de verilmistir.
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Sekil 28. IL-1p gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasi (y ekseninde

bulunan degerler B-aktine gore normalize edilmis 2"24CT degerleridir).

4.5.4. NF-kB Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

NF-kB’'nin  mRNA ekspresyon diizeylerinin normalize edilmis seviyeleri
karsilastinlldiginda SHAM ile SAK grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
oldugu anlasild1 (p<0,05). Ote yandan SHAM ile SAK+PST karsilastirilmasinda herhangi
bir anlamlilik mevcut degildi (p>0,05). Bununla beraber SAK ile SAK+PST gruplari
incelendiginde SAK+PST grubunda SAK grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir fark
tespit edildi (p<0,05). NF-kB ekspresyon diizeyleri icin elde edilen veriler Sekil 29’da

verilmistir.
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Sekil 29. NF-xB gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmast (*: SHAM
grubuna gore, p<0,05; 1: SAK grubuna gore, p<0,05; y ekseninde bulunan degerler [3-

aktine gore normalize edilmis 2"*2CT degerleridir).

4.5.5. TLR4 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

TLR4’iin gruplar aras1 degisimleri incelendiginde SAK grubu en yiiksek degeri
gostermesine ragmen gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel farklilik tespit edilmedi

(p>0,05; Sekil 30).
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Sekil 30. TLR4 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasi (y ekseninde

bulunan degerler B-aktine gore normalize edilmis 2"24CT degerleridir).

4.5.6. pS3 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Ekspresyon seviyeleri incelenen p53 geninde SHAM ile SAK ve SAK+PST
gruplan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu (sirasiyla p<0,01
ve p<0,05). SAK ile SAK+PST grubu Kkarsilastirildiginda ise SAK+PST grubu
degerlerinde bir azalma goriilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamlilik belirlenmedi

(p>0,05; Sekil 31).
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Sekil 31. pS3 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasi (**: SHAM
grubuna gore, p<0,01; *: SHAM grubuna gore, p<0,05; y ekseninde bulunan degerler [-

aktine gore normalize edilmis 2"*2CT degerleridir).

4.5.7. Kaspaz-3 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

RT-PCR degerlendirmesi sonucunda, apoptotik bir belirte¢ olan kaspaz-3 gen
ekspresyon oranlarinda istatiksel olarak anlamli degisimlere rastlandi. SHAM grubu
verileri SAK ve SAK+PST gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik sadece
SHAM ile SAK gruplart arasinda belirlendi (p<0,05). SAK ile SAK+PSK gruplar

arasindaki incelemede ise istatistiksel bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05) (Sekil 32).
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Sekil 32. Kaspaz-3 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastiriimasi (*: SHAM
grubuna gore, p<0,05; y ekseninde bulunan degerler p-aktine gore normalize edilmis 224CT

degerleridir).

4.5.8. Bcl-2 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Calisma gruplan arasindaki Bcl-2 gen ekspresyon analiz sonuglari incelendiginde,
gruplar arasinda farkliliklar meydana gelmesine ragmen istatiksel olarak herhangi bir

anlamliliga rastlanmadi (p>0,05, Sekil 33).
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Sekil 33. Bcl-2 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasi (y ekseninde

bulunan degerler B-aktine gore normalize edilmis 2"24CT degerleridir).

4.5.9. Bax Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Bax’in gen ekspresyon diizeylerindeki degisimler incelendiginde gruplar arasinda
istatiksel farklar bulundu. SHAM ile SAK gruplar1 arasinda yapilan degerlendirmede SAK
grubunda, SHAM grubuna gore istatiksel olarak Onemli bir artis mevcuttu (p<0,01).
SHAM grubu ile SAK+PST grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilmedi (p>0.05). Buna ek olarak SAK+PST grubunda SAK grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bir azalma goriildii (p<0,05; Sekil 34).
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Sekil 34. Bax gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmast (**: SHAM
grubuna gore, p<0,01; {: SAK grubuna gore, p<0,05; y ekseninde bulunan degerler [3-

aktine gore normalize edilmis 2" 22T degerleridir).

4.5.10. SIRT1 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

SIRT1 rolatif mRNA ekspresyonlart degerlendirmesinde gruplar arasinda farkliliklar
gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik belirlenmedi (p>0,05;

Sekil 35).
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Sekil 35. SIRT1 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasi (y ekseninde

bulunan degerler B-aktine gore normalize edilmis 2"24CT degerleridir).
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BESINCi BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

5.1. Tartisma

Bu ¢alismada, deneysel SAK modeli olusturulan si¢anlarda hipokampus dokusunda
meydana gelen patolojik degisikliklere karsi PST’nin tedavi edici etkileri ilk kez

arastirilmistir. Elde edilen sonuclara gore PST uygulamasinin hipokampus dokusunda:

a) Histopatolojik diizeyde;
- Hiicresel 6demi ve piknozu azalttigy,
- Hasarli hiicre sayisin1 azaltarak canli noron sayisini artirdig,
- Apoptotik hiicre skorunu diisiirdiigii,
b) Molekiiler diizeyde;
- TNF-a, IL-6, NF-xB, p53, kaspaz-3 ve Bax gen ekpresyon seviyelerini

azalttig1 belirlenmistir.

Bu sonuclar PST nin SAK sonrasi ortaya ¢ikan hipokampus hasarinda klasik tedavi

yontemlerine ilave olarak kullanilabilecek bir molekiil oldugunu gostermektedir.

Beyin dokusunda kanamalara bagli inmeler intraserebroventrikiiler kanamalar veya
SAK olmak iizere baslica iki yolla olmaktadir. Her iki kanama da yiiksek morbitide ve
mortalite ile seyretmektedir. Hayvanlarda olusturulan SAK modellemesi, insanlarda
subaraknoid kanamalar1 modellemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Beyin dokusunda
kanama modeli olusturmak icin genelde sisterna magnaya kan enjeksiyonu uygulamasi
yapilmaktadir (Chang vd., 2015; Wu vd., 2017). Baska bir yontem ise intrakraniyal bir
damarin delinmesi ile gerceklestirilir (Mo vd., 2019; Xie vd., 2018). Calismamizda ise bu
iki yontemden farkl1 olarak Prunell vd.’nin gelistirdigi SAK modeli uygulanmistir (Prunell
vd., 2002). Bu yontem insanlarda goriilen klinik SAK’1 en iyi yansitan yontemlerden bir
tanesidir. Ayn1 zamanda diisik maliyetli ve kolay uygulanabilir olmasinin yanm sira

hayvanlari takip etmek icin de oldukca uygundur.
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SAK sonrasi hayatta kalan insanlarin bir kismi1 tamamen iyilesirken diger bir kismi1
ise kronik olarak seyreden islev kaybi ile yasamlarina devam etmektedirler. Bu durum
kanamanin siddetine gore degismektedir. Genel olarak daha az kanamali insanlar daha cok
hayatta kalmakta ve daha az islev kaybimna maruz kalmaktadir (Gaetani vd., 1995;
Kakarieka vd., 1994; Okten vd., 2006). Calismamizda, orijinal yontemden farkli olarak
subaraknoid bolgeye 200 ul degil 120 ul kan verilmistir. Boylelikle 6liim oranlarini en aza
indirmeyi hatta miimkiinse ortadan kaldirmayr amagladik. Prunell vd.’nin uyguladig:
orijinal yontemde 200 pl kan uygulamas: ile hayvanlarin % 25’1 6lmiistiir (Prunell vd.,
2002). Ieong vd. ise 250 ul kan uyguladiklar1 caligmalarinda % 16’lik bir 6liim oram
belirlemisler ancak hayatta kalanlarda yiliksek oranda noérolojik hasara rastladiklarini
belirtmislerdir (Ieong vd., 2018). Bizim ¢alismamizda 120 pl kan uygulamasinin Sliimii
engelledigini diisiinmekteyiz. Calismamizda SAK sonrast 24. saatte cikarilan beyin
orneklerinde kanama bolgeleri tespit edilmis ve kan biriken alanlar ¢iplak gozle
incelenmistir. Bu incelemelere ait bir fotograftan da anlasilacagi iizere subaraknoid alanda
kan biriktigi goriilmektedir (Resim 2). SAK calismalarinda norolojik hasarin gézlenmesi
ancak oliim oranlarinin azaltilmasi tercih edilen bir sonugtur. Elde ettigimiz tiim sonuglar
birlikte degerlendirildiginde, calismamizda 120 pl kan uygulamasi ile en diisiik 6liim
oranina ulastigimiz ancak hayvanlarda degerlendirme yapabilecek diizeyde de norolojik

hasar olugsmasini sagladigimiz goriilmektedir (Sekil 12).

Calismamizda SAK sonrast 24. saatte sicanlar ilk olarak Garcia norolojik
muayenesinden gecirilmistir. Ayn sicanlarin SAK 0Oncesi norolojik skorlar1 kaydedilerek
SAK sonrast 24. saat verileri ile karsilastirllmistir. Elde edilen sonuclar SAK’in Garcia
skorlarin1 anlamli diizeyde azalttigim1 ve PST’nin bu azalmayr kismi olmakla birlikte
anlaml1 diizeyde ytikselttigini gosterdi. Garcia skoru hemen hemen tiim caligmalarda
uygulanan yonteme bakilmaksizin SAK sonrasi norolojik sistemi degerlendirmede
kullanilmaktadir. Cao vd. internal karotid arterin perforasyonu ile SAK modeli
olusturmuslar ve Garcia skorunun 11’°e kadar diistiigiinii belirlemislerdir. Tedavi amagch
verdikleri liprokstatin-1’in Garcia skorunu 14’e kadar yiikselttigini gézlemlemislerdir (Cao
vd., 2021). Baska bir ¢alismada ise 250 pl otolog arteriyel kan uygulamasi ile yapilan SAK
modelinde 24 saat sonraki Garcia skoru 14.11°e kadar diismiis, glisirizin uygulamasi ile bu

deger 16.42 olarak belirlenmistir (Ieong vd., 2018). Hao vd. ise 300 pl kan
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uyguladiklarinda Garcia skorunun 8’e kadar azaldigini, yiiksek doz FoxO1 uygulamasinin
bu degeri 15’lere kadar yiikselttigini belirlemislerdir (Hao vd., 2021). Goriilecegi iizere
SAK sonrasi1 Garcia skoru azalmakta ve bu azalma uygulanan kan miktarma gore
degismektedir. Koruyucu veya tedavi edici ajanlar ise Garcia skorunu yiikseltmekte ancak
SHAM grubundaki diizeylere tam olarak getirememektedir. Bizim ¢alismamizda da SAK
sonras1 24. saatte Garcia skoru anlamli diizeyde azalmis ve PST uygulamasi Garcia
skorunda ciddi bir iyilesmeye yol agmistir. Bu sonuglar PST nin Garcia skoru verileri
tizerinden SAK sonrasi norolojik hasar1 anlamli diizeyde iyilestirici etkisi oldugunu
gosteren ilk bulgulardir. Calisma sonuclarimiz ayni zamanda 120 pl kan uygulamasinda
bile onemli diizeyde norolojik hasarin olabilecegini de gostermesi agisindan Oonem arz

etmektedir.

SAK sonras1 beyinde gozlemlenen degisikliklerden bir tanesi de 6demdir. Odemin
tespiti histopatolojik olarak yapilabilecegi gibi total beyin dokusunun kurutulmasi ile de
degerlendirilebilir. Calismamizda elde edilen beyin dokular1 her iki isleme de tabi
tutulmustur. Ancak asagida da goriilebilecegi gibi histopatolojik diizeyde anlamli verilere
ulagilmasina ragmen beyin su oram Olciimlerinde istatistiksel olarak anlamli bulgular elde
edilememistir. Calismamizda beyin su oranini belirlemek i¢in her gruptan 3 hayvan
secilmistir. Bu hayvanlarin beyin dokular1 70 °C sicaklikta 72 saat siire ile bir etiivde
tutulmus, ilk ve son agirliklar1 arasindaki fark alinarak beyin dokusu su orani belirlenmistir
(Ding vd., 2015). Calismamizda SAK grubunda beyin su igerigi bir miktar artmis olmasina
ragmen bu yiikselis SHAM grubu ile kiyaslandiginda anlamli bulunmamistir. SAK modeli
olusturulan bir calismada ise SHAM grubunda yaklasik % 78 olan beyin su igerigi %
82’lere kadar yiikselmistir (Hu vd., 2022). Bu calismada SAK yontemi arteriyel
perforasyon ile gerceklestirilmistir. Bagska bir ¢calismada ise SHAM grubunda % 60 olarak
belirlenen beyin su igeriginin SAK sonras1 % 80’lere kadar ¢iktig1 belirlenmistir (Hao vd.,
2021). Yin vd.’nin yiiriittigii caligmada ise SAK grubunda % 79,42 olarak hesaplanan
beyin su iceriginin SHAM grubunda % 77,16 degerinde oldugu ifade edilmistir. Yine bu
calismada tedavi edici olarak uygulanan deksmedetomidin sonrasi beyin su igeriginin %
78,41’e distiigii goriilmiistiir (Yin vd., 2018b). Calismamizda beyin su igerigindeki
degisimler literatiir ile uyumludur. Ancak elde ettigimiz sonuglar istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir. Bunun nedeni sadece 3 hayvandan veri elde edilmesi ve hayvanlara
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120 pl kan uygulanmasi olabilir. Bununla birlikte calismamizda, hipokampus dokusunda
hiicresel 6dem diizeyleri histopatolojik seviyede de incelenmistir. SAK sonrasi 24. saatte
hiicresel 6dem skorunda SHAM grubuna gore anlamli artislar belirlenmistir. PST
uygulamast SAK grubundaki bu artiglar1 bir miktar azaltmistir (Sekil 16). Goriildiigii iizere
hipokampusta hem doku su orani verilerinde hem de histopatolojik 6dem skorlarinda, SAK
grubunda SHAM grubuna gore bir artis ortaya ¢ikmis, PST uygulamasi ise bu artiglari
azaltmistir. Her iki veri agisindan PST uygulamasi SAK grubuna gore anlamli bir azalmaya
sebep olmasa da histopatolojik diizeyde SAK grubunda goriilen artis SHAM grubuna gore
anlamh diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.001). Bu bulgular SAK uygulamasinin 6deme
sebep oldugunu agik¢a gostermektedir. Calismamizda EBH verileri ilk 24 saat icerisinde
elde edilmistir. Bu sebeple PST uygulamasinin 6demi diizeltici etkisine yonelik
yapacagimiz yorumlar ilk 24 saat icerisindeki degisimler ile smnirli kalmaktadir. SAK
sonrasi 48. ve 72. saatlerde ornek almadigimiz icin EBH’nin ilerleyen saatlerinde PST nin
diizeltici bir etkisi olup olmadigini soyleyemeyiz. Bu konuda yeni c¢aligmalara ihtiyac
duyulmaktadir. Ayrica 6demin en biiyiik nedenlerinden bir tanesi KBB’nin bozulmasidir
(Fujii vd., 2012; Suzuki vd., 2020). Calismamizda KBB’nin bozulup bozulmadigina
yonelik bir degerlendirme de yapilmamaistir. Dolayisi ile SAK’ta PST uygulamasinin KBB

tizerine olas1 etkilerinin de yeni ¢alismalar ile ortaya konulmasi faydali olacaktir.

Calismamizda hem histopatolojik hem de molekiiler diizeyde degisimler
hipokampus dokusunda incelenmistir. SAK sonrasi beyinde en ¢ok etkilenen bolgelerden
bir tanesi hipokampustur. Hipokampusla birlikte en ¢ok incelenen diger bolge ise beyin
korteksidir. Bu nedenle SAK c¢alismalar1 biiyiik oranda ya hipokampus ya da korteks
dokusu iizerinde yiiriitiilmektedir (Cai vd., 2021; Deng vd., 2021; He vd., 2018; Li vd.,
2019; Ning vd., 2021; Teng vd., 2020; Tsai vd., 2021; Yang vd., 2019; Zhou vd., 2013;
Zhu vd., 2018).

Hipokampusta noronal hiicre oliimlerini belirlemek i¢in calismamizda Kristal
Viyole boyamasi yapildi. Hipokampusta SAK’tan 24 saat sonra SAK grubunda hem
SHAM hem de SAK+PST grubuna gore hasarli noron sayisinda anlamli diizeyde artis

belirlendi. PST uygulamasinin 6lii noron sayilarim1 anlamli diizeyde azaltmasi PST’nin
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SAK patogenezine kars1 koruyucu etki gosterdigini ortaya koymustur. SAK sonrasi sinir
Olimlerini azaltic1 ajanlarin gelistirilmesi ve uygulanmast SAK’in olumsuz sonuglarinin
ortadan kaldirilmast agisindan oldukca onemlidir. Ancak bir ajanin SAK sonrasi iyilestirici
ve tedavi edici etkilerini yalniz basina Nissl cisimcikleri iizerinden degerlendirmek dogru
sonuglar vermeyebilir. Bu nedenle bir¢cok ¢alismada Nissl cisimciklerinin yani sira basta
apoptoz ve inflamatuar yolaklar olmak {izere farkli yolaklardaki degisimler de
incelenmistir. Bizim calismamizda da bu sekilde bir yol izlenmistir. Wang vd. bir
calismalarinda SAK sonrasi tioredoksinin etkilerini incelemislerdir. Tioredoksin protein
sentezinin uyarildig1 grupta SAK grubuna gore hayatta kalan noron sayilarinin anlamli
diizeyde yiiksek oldugunu belirlemislerdir (Wang vd., 2022). Bagka bir calismada ise SAK
uygulanan sicanlarda hipokampustaki hiicre oliimleri ilizerine kannabinoid tip 1 reseptor
agonisti (ACEA)’nin etkileri incelenmistir. Hipokampustaki CA1, CA3 ve dentat girus
olmak {iizere her 3 bolgede de hiicre oliimii goriilmiistiir. ACEA uygulamasi dentat girusta
daha az olmak iizere her ii¢ bolgede ortaya ¢ikan hiicre oliimlerini azaltmistir (Liu vd.,
2022). Baska bir calisgmada ise SAK sonrasi hiicre oOliimlerini azaltmak i¢in apelin
kullanilmistir. Apelin’in hiicre 6liimiinii anlaml diizeyde azalttig1 belirlenmistir (Shen vd.,
2022). Goriilecegi iizere SAK sonrasi hiicre oOliimlerini belirlemek igin Nissl
cisimciklerinin varligi yaygin olarak kullanilmaktadir. SAK sonrasi uygulanan ajanlarin
noron Oliimlerini azaltic etkilerinin biiyiik oranda bu ajanlarin antioksidan 6zelliklerinden
kaynaklandig1 goriilmektedir. Bizim calismamizda uygulanan PST de giiclii antioksidan
ozelligi olan bir molekiildiir. Dolayis1 ile SAK sonrasi noéronal hiicre hasarimi azaltici

etkilerinin PST’nin bu 6zelligine bagli ortaya c¢iktig1 sdylenebilir.

SAK sonrast beyin hasarinin degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan parametre
apoptozdur. Ciinkii SAK patogenezinde noronal apoptoz Onemli bir rol oynamaktadir
(Edebali vd., 2014). SAK sonrast apoptozun diizenlenmesinde kaspaz-3 anahtar role
sahiptir ve kaspaz-3'iin aktivasyonu hiicreyi geri doniisiimsiiz olarak apoptoza gotiiriir (Yu
vd., 2014). SAK olusturulup, hipokampusta kaspaz-3, Bcl-2 ve Bax dahil apoptoz ile
iligkili faktorlerin ekspresyon seviyeleri arastirilan bir ¢alismada bu faktorlerin SAK
olusturulan gruplarda arttigi goriilmiistiir (He vd., 2018). SAK sonrasi1 apoptozun énemli
olmast apoptozu azaltici etkisi olan bircok ajanin SAK’in tedavisinde kullanim

potansiyelinin arastirilmasina sebep olmustur. Bu amagcla, puerarin (Zhang vd., 2019a),
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HSP27 (Zhou vd., 2022b), siklin bagimh kinaz-5 (Ding vd., 2022), apelin-13 (Shen vd.,
2022) ve RES (Guo vd., 2018; Qian vd., 2017; Zhou vd., 2014b) gibi bir ¢ok ajanin etkisi
arastirilmis ve apoptozu azaltici etkiler gosterdikleri ortaya konulmustur. Calismamizda
PST uygulanan grupta hem TUNEL pozitif hiicre sayisinda, hem de Bax gen ekspresyon
seviyelerinde SAK grubuna gore anlamli azalmalar ortaya ¢ikti. PST uygulamasi kaspaz-3
gen ekspresyonlarint SHAM grubu degerlerine kadar diisiirse de bu azalma SAK grubuna
gore anlamli bulunmadi. Tiim bu sonuclar PST nin SAK sonrasi artan apoptotik ndron
Oliimlerini anlamli diizeyde azalttigim1 gosterdi. Bu nedenle PST nin yukarida bahsedilen
ajanlarda oldugu gibi SAK’ta apoptozu azaltici ve noronal hiicreleri koruyucu etkisi

oldugunu soyleyebiliriz.

SAK patogenezinde apoptozu diizenlemede etkinligi ortaya konulmus bir diger
molekiil p53’diir. p53 tiimor baskilayicit bir madde olarak da bilinir. Beyin hiicrelerinde
hasar olusmasi p53’iin proapoptotik proteinler olan Bax ve Bid’i uyarmasina sebep
olurken, bu molekiil Bcl-2 ve survivini ise baskilayarak apoptozu diizenler (Fridman ve
Lowe, 2003). p53 hiicre hasarinin yam sira iskemik durumlarda da salinir ve mitokondriyal
hasara yol acar ve kaspazlar1 aktive eder (Culmsee ve Mattson, 2005). Yapilan ¢alismalar
p53’iin SAK’ta ortaya cikan sinir hiicresi oliimlerinde anahtar molekiillerden birisi
oldugunu gostermistir (Cahill vd., 2007). SAK sonrast p53 genlerinde upregiilasyonun 24.
veya 72. saatlerde ortaya ciktigi gosterilmistir (Cahill vd., 2007; Gao vd., 2008). Diger
taraftan p53 inhibitorlerinin SAK sonrasi artan 6demi ve hiicre Oliimlerini azalttig
belirlenmistir. Aynmi ¢alismada kaspaz-3 inhibitorii olarak verilen atorvastatinin de p53’iin
SAK sonrasi artan apoptotik etkinligini sirladigr gosterilmistir (Cheng vd., 2009).
Boylelikle p53’tin  proapoptotik etkilerinde en O©nemli yolun kaspaz-3 iizerinden

gerceklestigi anlasilmstir.

Calismamizda SAK sonrasi 24. saatte hipokampus Ornekleri alinarak p53 gen
ekspresyon seviyeleri aragtirilmistir. SAK grubunda p53 degerlerinin SHAM grubuna gore
anlamlhi diizeyde arttigi, PST uygulamasinin ise bu degeri SHAM degerine dogru
yaklastirdig1 ortaya cikmistir. Elde edilen bu sonuclarin PST uygulamasinda TUNEL

pozitif hiicre sayilari, kaspaz-3, Bcl-2 ve Bax gen ekspresyonu verileri ile uyumlu oldugu
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goriilmiistiir. Bu sonuclar PST nin p53’iin ekspresyonunu diisiirerek SAK sonrasi artan

hiicre oliimlerini azalttigin1 diisiindiirmektedir.

PST bir RES analogudur. RES cok giiclii bir antioksidan olarak bilinir. PST,
RES’ten farkli olarak daha ¢ok suda c¢oziinme 6zelligi, daha hizli absorbe olma yetenegi ve
yiiksek biyoyararlanim ozelliklerine sahiptir (Setoguchi vd., 2014; Chen vd., 2016). Bu
ozellikleri nedeni ile son yilarda RES yerine PST uygulamasi tercih edilmeye
baslanmistir. PST yap1 olarak RES’e cok benzemesine karsin her zaman ayni etkiyi
gostermeyebilir. RES’in bir ¢ok fizyopatolojik siirecte etkisi bilinmesine ragmen PST nin
etkileri konusundaki arastirmalar halen devam etmektedir. Sinir hasar1 ve SAK’ta PST nin
etkilerini ortaya koyan bir ¢alisma ise bildigimiz kadari ile bulunmamaktadir. Bununla
birlikte PST’nin p353 iizerine olas1 etkilerini inceleyen birka¢ calisma bulunmaktadir. Ote
yandan hem sinir hiicrelerinde hem de SAK sonrasi sinir 6liimlerinde PST ve p53 iligkisini
inceleyen herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Calismamiz bu konuda yapilan ilk

arastirmadir.

PST ve p53 iliskisini inceleyen calismalar oldukg¢a sinirlidir. Bu ¢alismalardan bir
tanesinde sisplatine bagli bobrek hasarinda PST nin etkisi incelenmistir. PST uygulamasi
sisplatin toksikasyonuna bagli artan p53 gen ekspresyon diizeyini anlamli sekilde
azaltmistir. Bizim c¢alismamizdakine benzer sekilde PST uygulanan grupta ayni zamanda
kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyleri de azalmistir (Wahdan vd., 2019). Baska bir caligmada
ise PST nin hiicre yaslanmasi iizerine olan etkileri ve p53 arasindaki iliski incelenmistir.
Mezenkimal stroma hiicrelerine PST uygulamasinin p53 gen ekspresyonlarini azalttigl ve
boylelikle yaslanmanin hiicreler iizerindeki olumsuz etkilerini sinirlandirdig: bildirilmistir

(Alessio vd., 2021).

SAK sonrasi erken beyin hasarinda apoptoz ile birlikte goriilen bir diger 6nemli
bulgu inflamasyondur. Hatta inflamasyon apoptoz ve diger siire¢leri indiikleyen bir faktor
olarak dikkat cekmektedir. Bu nedenle deneysel SAK modellerinde inflamasyon
belirtecleri yaygin olarak arastirilmistir. Calismalarda en c¢ok incelenen inflamasyon

belirtecleri olarak TNF-a, IL-6, IL-1B, NF-kB ve TLR4 dikkat ¢cekmektedir. Elde edilen
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verilere bakildiginda SAK sonrasi 24. saatte tiim inflamasyon belirteclerinde artislar
oldugu; TNF-a, IL-6 ve NF-xB’de ortaya cikan artiglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar SAK sonrasi 24. saatte hipokampus dokusunda bir inflamasyon

tablosunun ortaya ¢iktigini1 gostermektedir.

TNF-a, IL-6, ve IL-1B proinflamatuar sitokinler olarak bilinir ve
noroinflamasyondaki rolleri olduk¢a iyi aydinlatilmistir. SAK’a maruz kalmis insanlarda
ilk 72 saat igerisinde TNF-o, IL-6 ve IL-1B diizeylerinin yiikseldigi ve erken beyin
hasarinin altinda yatan inflamatuar siireglerde bu artigin rolii oldugu belirtilmistir (Inagawa,
2016; Savarraj vd., 2018; Simon ve Grote, 2021) Bu sitokinler ile SAK sonrasi erken beyin
hasar1 iligkisi deneysel c¢alismalarda da ortaya konulmustur. Sicanlarda yapilan bir
calismada serebral arter duvarinda her ii¢ sitokin diizeyinde gozlemlenen ve SAK sonrasi
6. saatte baglayan artisin 72. saate kadar devam ettigi belirtilmistir (Maddahi vd., 2012).
Proinflamatuar sitokin diizeyleri ile infarkt alani biiyiikliigli ve norolojik islev kaybi
arasinda bir korelasyon oldugu bilinmektedir. TNF-a, IL-6 ve IL-1p’nin beyindeki hasarl
bolgede yiiksek diizeyde eksprese oldugu veya iiretildigi tespit edilmistir (Zaremba ve
Losy, 2004). Bu sitokinler ayn1 zamanda SAK sonrasi ortaya ¢ikan serebral iskemiden de
sorumludur (Fassbender vd., 2001; Sercombe vd., 2002). Diger taraftan sitokin
ekspresyonlarindaki degisimler inme tipine ve inmenin lokalize oldugu beyin bdlgesine
bagh olarak da farklilik gosterir. Iki farkli SAK modeli karsilagtirilmasinin yapildigi bir
calismada, TNF-qa, IL-6 ve IL-1B ekspresyonunun, SAK'dan 2 ve 7 giin sonra beyinde
farkli sekilde arttig1 ortaya konulmustur. Serebral arter perforasyonu ile olusturulan SAK
sonras1 inflamatuar cevap 7. giine kadar ortaya ¢ikarken, bazal sisternalara kan enjeksiyonu
ile olusturulan SAK modelinde, SAK'tan 2 giin sonra beyin dokusunda sitokin
diizeylerinde artis bulunmustur (Prunell vd., 2005b). Bizim calismamizda SAK’tan 24

sonra hipokampus ornekleri alinmis ve sitokin diizeylerinin arttig1 belirlenmistir.

Caligmamizda istatistiksel olarak anlamli olmasa da SAK sonrast IL-1f gen
ekspresyon diizeylerinde artis belirledik. PST uygulanan grupta ise IL-1p seviyeleri SHAM
grubundaki degere yakin bulunmustur. IL-1p, SAK sonrast EBH nin yan1 sira KBB’nin
yapisinin bozulmasi ile de iligkili bir sitokindir (Sozen vd., 2009). Bu nedenle SAK sonrasi

EBH ve KBB’nin bozulmasinin Oniine ge¢mek icin proinflamatuar sitokin saliniminin
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azaltilmas1 hedeflerden bir tanesidir. Bu amacla bir ¢ok ajanin etkisi arastirilmis ve halen
arastirtlmaya devam edilmektedir. SAK’tan kisa bir siire sonra ortaya c¢ikan inflamasyon
ayn1 zamanda noronal apoptozu da tetikleyen 6nemli bir faktordiir. Mikrogliya ve astrosit
hiicreleri bu siirecte gorev alirlar. Mikrogliyalar astrositleri inflamatuar sitokinleri
salgilamak iizere uyarirlar. Astrositlerin etkinligi ise SAK sonrasi sinir hiicre hasarinin en
temel nedenlerinden birisi olarak kabul edilir (Harris vd., 2012; Mishra vd., 2016).
Astrositlerin etkileri SAK sonrasi erken donemde daha giiclii bir sekilde ortaya cikar ve
ayni zamanda noronal apoptozla da iligkilidir. Bu nedenle astrositik aktivitenin azaltilmasi
SAK’in patogenezinde uygulanan yaklagimlardan bir tanesidir (Chung vd., 2021).
Astrositler inflamasyonun yaninda apoptozu da diizenlediginden astrositlere baglh
apoptozun geciktirilmesi de SAK’a baglh EBH’yi azaltmak icin uygulanan bir bagka
strajetidir (Sabri vd., 2008). Chung vd. SAK sonras1 néronal hasar1 azaltmak ic¢in anti-
inflamatuar ve anti-apoptotik ozellikleri olan minosiklin uygulayarak inflamatuar yaniti
incelemislerdir. Bu calismada SAK sonrasi 6 saat igerisinde kanda TNF-a ve IL-1B
diizeylerinin artti@in1 ancak IL-6 diizeylerinin degismedigini belirlediler. Minosiklin
uygulamasinin ise TNF-a ve IL-1f diizeylerindeki artislar1 engelledigini ve EBH n1 azaltici
etki gosterdigini ortaya koydular (Chung vd., 2021). Baska bir ¢alismada ise yine SAK’ta
yukaridaki ¢alismaya benzer seklide mikrogliya hiicre aktivasyonu iizerine odaklanilmis ve
NLRP3 (NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren protein 3) adli bir inflamazomun
ASC (CARD igeren apoptozla iliskili benek benzeri protein)’ye olan etkisi iizerinden
inflamasyon ve noéronal apoptoz degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar mikroglial
hiicrelerde NRLP3-ASC inflamazomu aktivitesinin azaltilmasi ile SAK sonrasi 24. saatte
noroinflamasyonun baskilandigini, beyin ©6deminin ve islev kaybinin azaldigini
gostermistir. Ortaya cikan bu iyilestirici etkilerin TNF-o, IL-1f ve IL-6 gen
ekspresyonlarinda azalmalar ve IL-1p ile apoptoz arasindaki etkilesimlerle iligkili oldugu
belirtilmistir (Hu vd., 2021). Baska bir ¢alismada ise beyinde yangisal siireclerde gorev
alan bir ¢esit protein olan ENT1 (dengeleyici niikleosit tasiyici)’in SAK sonrasi 24. saatte
noroinflamasyon ve apoptoz iizerine olan etkileri arastirllmistir. Bir ENT1 inhibitorii olan
nitrobenziltiyoinosin  uygulamasinin  noroinflamasyonu azaltigi ve IL-1B gen
ekspresyonlarindaki artist  geriye dondiirdiigii  belirlenmistir.  Nitrobenziltiyoinosin
uygulanan grupta ayni zamanda kaspaz-1 gen ekspresyon seviyelerinin de azaldig1 ve daha

diisiik noronal apoptoz sekillendigi anlagilmistir (Chen vd., 2021).
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TNF-a SAK sonrasi en hizli degisen sitokindir. SAK sonrasi 1. ve 6. saatlerde bile
beyin parankiminde TNF-o gen ekspresyonlarinda artislar oldugu ve bu artiglarin
damarlarin etrafinda bulunan glial hiicreler ve astrositlerde yogunlastig1 belirlenmistir
(Maddahi vd., 2012). TNF-a’nin iskemik beyin hasarinda arttig1 ¢ok iyi bilinmektedir. Bir
calismada iskemi sonrasi, 1, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde beyindeki TNF-a gen eskpresyon
diizeyleri incelenmis, iskemi sonrasi 1. saatte baglayan artisin 12. saatte zirveye ulastigi ve

24. saatte halen yiiksek seyrettigi belirlenmistir (Liu vd., 1994).

Calismamizda SAK sonras1 hipokampus dokusunda en diisiik IL-6 gen ekspresyonu
degeri PST uygulanan grupta saptandi. Bu deger SAK grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde olmasina ragmen SAK grubunda belirlenen artis SHAM grubuna gore
anlamli bulunmadi. Yukarida da belirttigimiz gibi SAK sonras1 ndroinflamasyonda rol alan
tic temel proinflamatuar sitokinden bir tanesi IL-6’dir. Calisma sonuclarimiz IL-6’nin SAK
sonrasi 24. saatte arttigin1 ve PST uygulamasinin bu artis1 engelledigini gostermistir. IL-13
gibi IL-6 da SAK sonrasi beyin hasarinda 6nemli rol oynamaktadir ve etkisi de oldukca iyi
tanimlanmustir. IL-6 beyin hasarinda daha ¢cok vazospazm, intrakraniyal basing artis1, beyin
0demi, KBB’nin bozulmasi ve nekrotik hiicre 6liimii ile iliskilendirilmistir (Argaw vd.,
2006, Koda vd., 2003; Paul vd., 2003). IL-1B’nin aksine IL-6 salinimi daha ge¢ ortaya
cikmakta ve IL-6 diizeylerinin apoptozla iliskisi olmadigina dair bildirimler bulunmaktadir
(Berghe vd., 2006; Graetz vd., 2010). Calismamizda SAK grubunda belirlenen IL-6 gen
ekspresyon seviyesi SHAM grubuna gore yiiksek olsa da bu artisin sinirli oldugu ve
istatistiksel olarak anlamli olmadif1 goriilmektedir. Insan ve deney hayvam calismalari
SAK sonras1 beyin patogenezinde IL-6’nin daha ¢ok gec beyin hasarinda rolii oldugunu ve

yaklasik 72. saat ve sonrasinda etkin oldugunu géstermektedir (Duri§ vd., 2018).

Calismamizda SAK sonrast PST uygulamasi TNF-a, IL-6 ve IL-1p gen ekspresyon
seviyelerini azaltmistir. PST nin bu azaltici etkileri TNF-a ve IL-6 icin istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde bulunmustur. Her ii¢ sitokin tizerinden degerlendirildiginde, elde ettigimiz
sonuclar PST nin SAK sonrasi artan inflamatuar yanit1 azalttigin1 ve anti-inflamatuar bir
etki gosterdigini soyleyebiliriz. PST nin inflamasyon iizerine olan etkileri i¢in NF-xB’nin
aracilik ettigine dair bildirimler vardir. NF-xB aktivasyonunun inflamasyona aracilik ettigi

ve apoptozu baskiladig1 gosterilmis ve aktive NF-kB’nin romatoid artrit, septik sok ve
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miyokardiyal iskemi gibi bircok inflamatuar hastaligin patogenezinde rol aldigi
belirlenmistir (Baeuerle vd., 1997; Hajra vd., 2000; Miagkov vd., 1998; Nichols vd., 2001;
Shishodia vd., 2002). Bu hastaliklarda NF-xB’nin hiicre sagkalim genlerinin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigr ve TNF-a, IL-6 ve IL-1B gibi proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu koordine ettigi bilinmektedir (Roshak vd., 1996; Schmedtje vd.,
1997). SAK sonrasi noroinflamasyonu olan hastalarda aktive mikrogliya, MSS'deki
sitokinlerin ana kaynagidir (Arora vd., 2018; Mastroeni vd., 2017). Mikroglialardaki NF-
kB aktivasyonun artis1t TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini
uyarir. Nitekim mikrogliyal c¢ekirdekte NF-kB transkripsiyonel aktivitesinin bloke
edilmesinin TNF-o, IL-6 ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
baskiladigr gosterilmistir (Ye ve Johnson, 2001). Calismamizda NF-xB gen
ekspresyonlarinin  SAK sonrast arttigi ve PST uygulamasimin bu artis1 engelledigi
belirlenmistir. Bu sonuclar PST nin TNF-o, IL-6 ve IL-1 gen ekspresyonlar1 iizerine

azaltici etkilerinin NF-kB iizerinden gerceklestigini diisiindiirmektedir.

PST’nin, NF-xB aktivasyonunu baskilama yeteneginin oldugu hatta bu 6zellliginin
RES’e gore daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Hidroksil gruplarindan yoksun bir stilben
olan rapontisinin NF-kB aktivasyonunu etkilememesi, PST’nin etkisinin hidroksil
gruplarindan kaynaklandigin1 gostermektedir. Tiim bu etkiler PST’nin de bir NF-kB
blokorii olarak tanimlanmasina sebep olmustur. PST bu etkisini NF-xB’nin DNA’ya
baglanma etkinligini azaltarak gosterir (Ashikawa vd., 2002). PST beyin endotel
hiicrelerinde de NF-xB aktivitesini baskilayici etkiye sahiptir. PST nin bu etkisi ayni
zamanda antioksidan ozellikleri ile de iliskilendirilmistir (Zhou vd., 2022a). PST nin NF-
kB inhibe edici etkisi beyin disindaki dokularda da tespit edilmistir (Ashikawa vd., 2002).
MSS’de NF-kB yolagini aktive eden faktorler ayn1 zamanda noronal hasara da yol agarlar
(He vd., 2011). PST’nin NF-«xB yolagin1 baskilamasi ayni zamanda beyin endotel
hiicrelerini hiperozmalariteden koruyarak KBB’nin bozulmasimi da engeller (Zhou vd.,
2022a). Literatiire uyumlu olarak c¢alismamizda PST uygulanan grupta NF-xB gen
ekspresyon diizeyinin azaldigini belirledik. PST uygulanan grupta inflamasyonun yani sira;
norolojik skor, 6dem ve hiicre hasar1 verilerinde de iyilesmeler gézlemledik. PST nin bu
iyilestirici etkilerinin NF-xB iizerine olan baskilayic1 o6zelliklerinden kaynaklandigini

diistinmekteyiz.

83



Calismamizda inflamasyon agisindan degisimini Olctiigiimiiz bir diger molekiil
TLR4’tiir. TLR4’iin SAK patogenezindeki rolii konusunda bildirimler bulunmaktadir.
SAK’ta hemoraji alanina dagilan alyuvarlarin yikilmas1 TLR4’li aktive eder (Bulters vd.,
2018). TLR4 aktivasyonu NF-kB yolaginin uyarilmasi ile inflamatuar siirecin baglamasini
ve sonug olarak noronal hasara dogru gidisi tetikler (Hyzak vd., 2011; Pradilla vd., 2010).
Alyuvar harabiyetinin yan1 sira; hem, fibrinojen ve 1s1 sok proteinleri de SAK’ta TLR4’iin
uyartlmasina sebep olan diger faktorler olarak tanimlanmistir (Kawakita vd., 2017).
Yapilan bir calisjmada SAK sonrast TLR4 gen ekspresyon diizeylerinin arttigt
belirlenmistir. Ayn1 ¢calismada tedavi edici ajan olarak uygulanan 2-PMAP (2-[(Pridin-3-il-
Metilen)Amino]fenol)’nin inflamatuar sitokinlerle birlikte TLR4 gen ekspresyonlarini da
azalti@r goriilmistiir. TLR4 gen ekspresyonlarinin azaldigi grupta vazospazmin ve
apoptozun da azalmasi TLR4 inhibisyonunun SAK sonrast noronal hasar i¢in koruyucu bir
secenek olacagin diisiindiirmiistiir (Hanafy, 2013; Wu vd., 2022; Zhou vd., 2015). Nitekim
Zhang vd. yaptiklar1 bir calismada TLR4 aktivasyonunu engellemek icin RES
uygulamislardir (Zhang vd., 2016a). RES uygulanan grupta inflamasyon ve apoptozun
azaldigimi, beyin 6demimin kiiciildiigiinii ve daha diisiik noronal hasar belirtileri ortaya
ciktigini belirlemislerdir. Calismamizda literatiir bildirimine uygun olarak SAK grubunda
TLR4 gen ekspresyonlarinda artis gozlemledik. Ancak bir RES analogu olmasina ragmen
PST, TLR4 gen ekpresyon seviyelerini anlaml diizeyde azaltmadi. PST, RES anologu
olmasina ragmen RES’in etkilerini her zaman aym diizeyde gostermez. Elde ettigimiz
sonuclar buna bagli olabilir. Bu sonuclar aynm1 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 icin 48. ve 72. saatlerde de beyin

dokusunun incelenecegi yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Calismamizda apoptoz ve inflamasyon iizerine SAK ve PST uygulamasinin etkilerini
literatiir ile uyumlu bulmus olmamiza ragmen SIRT1 gen ekspresyonlar1 acisindan elde
ettigimiz verilerde literatiir ile bir benzerlik gézlemlemedik. Calismamiz PST nin SAK’a
bagli EBH iizerine koruyucu etkilerini inceleyen ilk arastirmadir. SIRT1 bir NAD* bagimli
sinif III histon deasetilaz olup oldukca farkli bir ¢ok hiicresel islevde gorev alir (Zhang vd.,

2016b). Beyinde de bir ¢ok alanda eksprese olur ve sinir hiicre hasarina kars1 koruyucu etki
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gosterir (Chen vd., 2018). Bir c¢alismada SIRTI1’in néroinflamasyonu ve apoptozu
baskilayarak serebral iskemiye karsi sinir hiicrelerini korudugu gosterilmistir (Hernandez-
Jiménez vd., 2013). Bagka bir ¢alismada ise serebral kanamada SIRT1 aktivasyonunun
mitokondriyal islevleri iyilestirdirdigi ve yine noronal hasara karsi koruyucu bir etki
gosterdigi ortaya konulmustur (Zhou vd., 2018). SIRT1’in bu etkileri SAK’ta SIRT1’in
koruyucu roliiniin arastirilmasina yol acmistir. Bu konuda yapilan bir¢ok calisma ile
SAK’ta SIRT1’in etkisi bildirilmistir. Yapilan bir caligma, SAK sonrasi SIRTI1 gen
ekspresyon diizeylerinin arttirllmasinin néroinflamasyon ve nodrodejnerasyona karsi
koruyucu bir etki gosterdigini ortaya koymustur (Lin vd., 2022). Farmakolojik olarak
SIRT1 aktivasyonunun arttirilmasinin sinir hasarina karst koruyucu etki olusturdugunu
ortaya koyan baska calismalar da bulunmaktadir (Liu vd., 2021; Xia vd., 2021; Xu vd.,
2021b). SIRT1 SAK’ta serebral vazospazm iizerine de koruyucu etki gosterir (Vellimana
vd., 2020). Diger taraftan PST bir SIRTI aktivatoriidir ve SIRT1 aktivasyonunu
saglayarak inflamasyonu azaltir, hiicreleri apoptoza kars1 korur (Wang vd., 2020b). RES’in
iskemi veya anoksi durumlarinda koruyucu etki gosterdigi iyi bilinmektedir. RES bu
etkisini SIRT1 aktivasyonu tizerinden HIF-1o (hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa) gen
ekspresyonunu arttirmasi ile gerceklestirir. RES’e benzer yapisi nedeni ile PST nin de bu
sekilde etki gosterdigi distiniilmektedir (Wang vd., 2020b). Calismamizda PST
uygulamast anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etki gostermesine ragmen SIRT1 gen
ekspresyonlar1 iizerine anlamli bir etki ortaya ¢ikmadi. Bu durum SAK’ta PST’nin
SIRT1’den bagimsiz bagka mekanizmalar iizerinden de koruyucu etki gosterebilecegini

diistindiirmektedir.
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5.2. Sonuc ve Oneriler

Calismamizda prekiazmatik sisternaya kan enjeksiyonu yontemi ile SAK modeli
olusturulan Wistar cinsi erkek sicanlarda PST’nin tedavi edici etkileri histopatolojik ve
molekiiler diizeyde incelendi. SAK modellemesi Oncesi ve sonrasinda yaptigimiz
norodavranigsal inceleme ile PST nin motor aktivite bozuklugunu iyilestirici etkisi ortaya
konuldu. PST uygulamasimin SAK'" takiben hiicresel diizeyde beyin 6édemi ve piknozu
azaltarak EBH'yi onemli Olgiide iyilestirdigi gozlendi. Bunun yam sira SAK modeli
olusturulan gruplarda hasarli noronal hiicre sayisinin arttigi ve PST uygulamasiyla bu
sayinin azaldigi anlasildi. SAK patogenezinde noronal apoptozun 6nemli rol oynadigi
bilinen bir gercektir (Yuksel vd., 2012). Bu nedenle calismamizda noronal apoptoz hem
TUNEL boyama ile histopatolojik olarak hem de RT-PCR yo6ntemi ile molekiiler diizeyde
degerlendirildi. TUNEL boyama sonuglarina géore SAK grubundaki TUNEL pozitif hiicre
sayisinin arttigt ve PST uygulamasiyla apoptotik hiicre sayisinin azaldigi anlasildi.
Molekiiler diizeyde ise hiicre apoptoz yolaklarinda yer alan ve hiicreyi oliime gotiiren
molekiiller olan p53, kaspaz-3 ve Bax gen ekpresyon seviyelerinin PST uygulamasi ile
azaldig1 belirlendi. Biitiin bu sonucglara gore PST’nin SAK’ta apoptozu azaltici ve

noronlar1 koruyucu etkisi oldugunu séylenebilir.

SAK’ta inflamatuar bir siire¢ mevcut olup bu durum hastaligin prognozu agisindan
onem arz etmektedir (Dumont vd., 2003). Bu nedenle ¢calismamizda inflamatuar yolaklarda
gorev alan TNF-a, IL-6, IL-1pB, NF-«B, TLR4 ve SIRT1 gibi baz1 molekiillerin gen
ekspresyon seviyeleri belirlendi. SAK sonras1 PST uygulamasinin TNF-a, IL-6 ve NF-kB
diizeylerini azalttigl anlasildi. Bu bulgular, PST uygulamasinin SAK sonras1 dogrudan

inflamatuar ve apoptoz yolaklarini hedef aldig1 yoniindeki hipotezimizi desteklemektedir.

Sonu¢ olarak; bulgularimiz PST’nin deneysel SAK modelinde, beynin temel
molekiiler sinyallerini hedeflemesi yoluyla EBH tedavisinde terapotik degere sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu konuda yapilan calismalarin azligi ve

mekanizmalarin tam anlamiyla aydinlatilamamis olmasi nedeniyle, PST uygulamasinin
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SAK iizerindeki etkilerini ve altinda yatan mekanizmay1 ortaya ¢ikaracak genis kapsamli
caligmalara ihtiya¢c duyulmaktadir. Calismamiz, deneysel SAK’ta PST uygulamasinin
hipokampus dokusunda inflamasyon ve apoptoz iizerindeki etkilerinin belirlendigi ilk

calisma olup bu konuda yapilacak daha ileri ¢alismalar icin katki saglayacaktir.
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