T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI

TIP FAKULTESI

DENEYSEL SUBARAKNOID KANAMA SONRASI SEREBRAL iSKEMi
MODELINDE PULSED ELEKTROMANYETIK ALAN UYGULAMASININ
ISKEMIiK DOKU HASARINA ETKIiLERIi

HAZIRLAYAN
Dr. Mustafa SADEF

UZMANLIK TEZi
NOROSIRURJI ANABILIM DALI

DANISMAN
Dog. Dr. Nilgiin SENOL

ISPARTA - 2021



Isparta, 2021 18.10.2019 tarih ve TTU-2019-7355 say1
Bu tez galismasi Siileyman Demirel Universitesi BAP Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir.



ONSOZ

Uzmanlik egitim siirecimde bizlere modern bir Kklinik, miikemmel bir
calisma ortami saglayan, bu ¢alismayi planlayip gergeklestiren, uzmanlik egitimimi
tamamlayabilmemde bana herzaman destek olan ,egitimim boyunca degerli bilgi ve
deneyimleriyle her tiirlii destegi sunan , hem etik hem cerrahi hem teorik olarak tiim
birikimini sabirla paylasan, sikintiya diistiigiim zamanlarda hayat tecriibesiyle bana
yol goOsteren ,egitimimi yaninda tamamlamaktan onur duydugum Anabilim Dali

baskanimiz sayin Prof. Dr. Hakan Murat GOKSEL Hocam’a,

Tezimin planlama, deney ve yazim asamasinda biiyilk emegi olan, tiim
planlamay1 yaparak hayata gegiren, asistanlik siirecim boyunca teorik ve cerrahi
bilgisiyle egitimimde biiyiik katkis1 olan , yogun c¢alisma temposuna isyan ettigimde
sakinligiyle ve herzaman yapici tavriyla daha yogun c¢alismami saglayan,yeri
geldiginde hem hoca hem ablalik yapan, kendisiyle ¢aligmaktan mutluluk duydugum
tez danismanim saymn Dog. Dr. Nilgiin SENOL’a,

Tez caligmamin deney asamasinda tiim destegiyle yanimda olan ,deney
boyunca laboratuvarda benimle birlikte ¢alisan ,pratik ve analitik ¢6ziim
aliskanligin1 6rnek almaya calistigim, tiim cerrahi bilgisini gece gilindiiz demeden
aktarip meslek hayatima yon veren , hem hocam hemde abim olarak herzaman
yanimda olan ve kendisinden ¢ok sey 6grendigim Saymn Dr. Ogr. Uyesi Ali Serdar
OGUZOGLU ‘na,

Asistanlik egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini esirgemeden her tiirlii
destegi saglayan ve kendilerinden ¢ok sey 6grendigim Sayin Dr. Ogr. Uyesi Kemal
ERTILAYV ve Sayin Dr. Ogr. Uyesi Tamer KARAASLAN’a

Klinigimizde birlikte ¢alistifim mesai arkadaglarim Dr. Yusuf ASLAN’A ve
Dr. Alpkaan DURAN’a, tez c¢alismamdaki katkilarindan dolayr Farmakoloji
Anabilim Dali Bagskan1 Sayin Do¢. Dr.Halil ASCI’ya goniilden tesekkiirii bir borg
bilirim.

Cerrahi egitimimin o zor silirecinde yanimda olan,ancak ¢ogu zaman yaninda
olamadigim, destegini esirgemeyen c¢ok sevgili degerli esim Elgiz Bas SADEF’e,

asistanlik egitimim boyunca bana dayanma giicii veren canlarim Eren ve Lidya’ya



Herzaman yanimda olan babam Musa ve annem Fatma Sadef’e tim

ictenligimle tesekkiirlerimi sunarim.
Dr. Mustafa Sadef

ISPARTA, 2021



ICINDEKILER

Sayfa No

ONSOZ......oiiee e ii
ICINDEKILER .......oooooioioeeeeeeeeeeeeeeeee ettt iv
TABLOLAR DIZINI ....ooooiiiiiiiiice e Vi
SEKILLER DIZINT ........cooooiiiiiiieceeceeeeeeeeeee e vii
RESIMLER DIZINT ....ooooviiiiiiiee e viii
SIMGELER VE KISALTMALAR ........c.cccoovviiiiiiieeeeeece s, iX
| R ) 0 21 £ 1
2. GENEL BILGILER .......ccooooiiiiiiiiicese s 3
2.1. Subaraknoid KaNaMA .........coeviiiriieienieise e 3
2.2. Klinik Evreleme ve Siniflandirmalar ...........cocoooiiiiiiiiinii e 5
2.3. Subaraknoid Kanamanin Komplikasyonlart ...........ccccceeiiiininiiiiiniiiiennen, 6
2.3.1. Kardiyovaskiiler Problemler ............cccccoviiiiiiiiiiiiineec e 6

2.3.2. Intrakranial Basing ATtISI ......ccocvvevvceereieresceeesssesessesssesesesesessssessssnnens 7

2.3.3. Intraserebral, Intraventrikiiler ve Subdural Kanama ..............c.cccoco........ 7
2.3.4.Yeniden Kanama ... 7

2.3.5. Serebral VazoSPazm ........ccccceeeiiieieiese e 7

2.3.6. HIArOSETali .......cooiiiiiciiic e 7

237 NODCL ...t 8

2.3.8. Diger Komplikasyonlar..........cccoociiiiiiiiiiiiiiicse e 8

2.4, KINIK VAZOSPAZIM ...ttt 8
2.5. Vazospazmin EpidemiyolojiSi.......ccoooviiiiiiiiiiiiieiecseesec e 10
2.6. Vazospazm FiZyOPatOgENEZi .........ccoueiueeiueiieieeie e sttt 10
2.6.1. Vazospazmda Serebral Arter Degisiklikleri.........ccooviiiiiiiiiniinne, 12

2.6.2. Vaskiller DUZ Kas.......ccccooiiiiiiiiiiiieiiee e 13

2.6.3. Inflamasyon .........c.coeiuiveiiiiiieetc e 15

2.6.4. Serbest Radikaller.............cccooiiiiiii e, 15

2.6.5. ENAOLEIIN ..o 17

2.6.6. Nitrik Oksid in (NO) vazospazm tizerine €tKiSi ..........cc.coovvrivrvrnnnnn. 18

2.6.7. Subaraknoid kanama sonras1 Serebral Kan AKimi.........ccc.ccoevvvrnnnne. 19



2.6.8. APOPITOZ ..ot 19

2.6.9. OKSIAAtIT SIIES ......ccvoiiiiiiicre e 20

2.6.10. Pulsed Elektromanyetik alan ve etki mekanizmasi...........ccccoccveennee. 21

2.6.11. Elektromanyetik Alan Uygulamalari...........ccccovcvvriiiiniiieeiiiiesiieene, 22

3. GEREC Ve YONTEM.........cooviivieiieeereeeeeese e sens et 26
3.1. PEMF Caligma Tasarimi Uygulamasi........cccccerirvinieiiiiiiieniseseese e 26
3.2. PEMF Prosediirlerinin Ozellikleri, Ozel Kafesler ve Uygulama Cihazi........ 28
3.0 ANESTEZI .. 29
BuA GIUPIAL ..t 30
3.5. Verilerin Toplanmast..........ccceiiiiiiiiiieiiie e 34
3.5.1. Biyokimyasal ve Genetik Analizler ...........cccoovevvieiiiiiiiieiecic e, 34

3.5.2. Histopatolojik ANalizIer...........c.coovveieeiiie e, 36

3.5.3. Istatiksel Analizlerin Yapilmast.........c.cocccevvererrvcuerieeerereeeesseeesceesnen, 38

4. SONUCGKLAR ..ottt sttt sre e teeraesreenteaneenreas 39
4.1. Biyokimyasal SONUGIAr..........cccocviiiiiiiiiiii 39
4.1.1. Oksidatif Stress Parametreleri...........ccccovevviiiiiiiiiiiiisiseeeenn 39

4.1.2. RT-qPCR SONUGLATL......cciiiiiiiiiiiiiiiiiieicci e 40

4.2. Histopatolojik SONUCIAT .........ccooiiiiiiiiie e 40

5. TARTISMA ...ttt ettt e e e teenaesreenseaneenneas 46
6. SONUC ve ONERILER...........c.cccoovoiiiiieieceeeeeeeeeees s, 49
OZET ...ttt b e bbbttt a b b ne et 50
SUMMARY ettt e e s ae e et e s s e beeneesneesreenteereenseenteaneenrens 51
KAYNAKLAR ..ottt te e steesae s e teeseesneeneeeaeenes 52



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Tablo 1. Subaraknoid Kanamalarin Klinik Derecelendirilmesi...........cccoeverviieninennenn 6
Tablo 2. Subaraknoid Kanama Sonrasi Gelisen Komplikasyonlar ..............cccccoene. 6
Tablo 3. Calisma Gruplarinin OZeti ............ccevevvvevevereriririeieeeeeeeeeeeeeesses et 30
Tablo 4. Calismada Beyin I¢in Kullanilan Primer Dizileri..........cccocovvvvevevevenenivennnns 36
Tablo 5. Dehidratasyon Asamasinda Kullanilan Alkol Dereceleri ve Uygulama
N 1T g<] (<) ST SU PR PR PP RUPTOURUPROT 37
Tablo 6. H-E Boyama ProtoKolil..........ccciuiiiiiiiiiinesesesiseieie e 38
Tablo 7. Oksidatif Stres Parametreleri Sonuglar a - Kontrol, b - SAK, ¢ - SAK +
PERIE. ... . . A A 39
Tablo 8. AKT1, Hif-1a. ve eNOS ifadelerinin Goreceli ifade Seviyeleri.................. 40
Tablo 9. Beyin Dokularinin Histopatolojik Bulgulart...........ccccooeiiiiniiiiiiiiiicn, 41

Vi



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
NO Olusum mMeEKANIZMAST ....cevveiieeiiiieiee sttt ee e 18
Osilator ve Yiikselteg Devresi Simiilasyon Ciktilart ..., 26
Maruziyet Sisteminin Istma Oriintlisii ..........ocoevvvevrvereirsieeeeeeeeeeeenas 27
Maruziyet Sisteminin Istma Oriintlisii ..........ocoevrveveveveirsieeeeeeeeeeenas 27
PEMF Uygulama Sistemi ve Kurulumu ............ccooooviiiiiiiiiiiiicc, 29
Deneysel Protokol Semasi ........c.coocvviieiiiiiiiciiiiece e 29
Kan Alimi I¢in Kullanilan ReStrainNer............ccoovvveviieeceiieieeeesee s 31
Atlantooksipital MemDIan .........cccovcveeiiiiieiiiie i 32
Subaraknoid Hemoraji .......ccccveiviiieiiiiiiieiic e 33

Sekil 10. Prepontin Sisternlerdeki ve Baziller Arter Etrafindaki Subaraknoidal

[N T T 1 T TR 33

Sekil 11. Prepontin Sisternlerdeki ve Baziller Arter Etrafindaki Subaraknoidal

vii



RESIMLER DiZiNi

Sayfa No

Resim 1. Kontrol Grubu Beyin Korteks Normal Histolojik Yap1. HE, x40, Ol¢iim
CUDUZUT 50 LML 1ot 41
Resim 2. SAK Grubu Beyin Kortikal Alan Histopatolojik Degisiklikler;
Subaraknoid Hemoraji (Beyaz Ok), Apoptotik Cisimler (Siyah OKk),
Vakualizasyon (Ok Bas1). HE, x40, Ol¢iim Cubugu= 50 pm..................... 42
Resim 3. SAK+PEMF Grubu Beyin Kortikal Alan Histopatolojik Degisiklikler;
Subaraknoid Hemoraji (Beyaz Ok), Apoptotik Cisimler (Siyah OKk),
Vakualizasyon (Ok Bas1). HE, x40, Ol¢iim Cubugu= 50 pm..................... 42
Resim 4. PEMF+SAK Grubu Beyin Kortikal Alan Histopatolojik Degisiklikler;
Subaraknoid Hemoraji (Beyaz Ok), Apoptotik Cisimler (Siyah Ok),

Vakualizasyon (Ok Bas1). HE, x40, Olgiim Cubugu= 50 pm..................... 43
Resim 5. Kontrol Grubu Beyin Hipokampal Alan Normal Histolojik Yapi.HE,
x40, Olglim CUbUZU= 50 M. ..cocvveiverieeieeceeieeeeees e 44

Resim 6. SAK Grubu Beyin Hipokampal Alan Histopatolojik Degisiklikler;
Apoptotik Cisimler (Siyah Ok), Vakualizasyon (Ok Bas1). HE, x40,
Olgiim CUBUFU= 50 LM, ....cvevviiiieceeieteseeceete et 44
Resim 7. SAK+PEMF Grubu Beyin Hipokampal Alan Histopatolojik
Degisiklikler; Apoptotik Cisimler (Siyah Ok), Vakualizasyon (Ok Basi).
HE, x40, Olgiim CubUZu= 50 LML .....cveviveriireiireisiceeseeve s, 45
Resim 8. PEMF+SAK grubu beyin hipokampal alan histopatolojik degisiklikler;
apoptotik cisimler (siyah ok), vakualizasyon (ok basi). HE, x40, 6l¢iim
CUDUZUT 50 UM 1ot 45

viii



ADMA
AT
ATP
AVM
Bax
XI

Xs
BOS
Bcl 2
Ca+2
cAMP
cGMP
CT
DAG
DNA
EDRF
ET
GC
GKS
GSi
GTP
H.0O;
HT
ICAM
IF

IL

IP3
IKB
K*
KATP
MABP
MLCF

SIMGELER VE KISALTMALAR

Asimetrik dimetilarjinin
Anjiotensin

Adenozin Trifosfat

Arteriovendz Malformasyonlar
Proapopitotik Gen Bcl
Antiapopitotik Gen Bcl
Proapopitotik Gen

Beyin Omurilik s1visi
Antiapopitotik Gen

Kalsiyum

Cylic Adenosine Monophosphate
Cyclic Guanosine Monophosphate
Bilgisayarli Tomografi

Diagil gliserol

Deoksiribo Niikleik Asit
Endotelyal Derived Relaksing Factor
Endotelin

Guanil Siklaz

Glasgow Koma Skalasi

Geg serebral iskemi

Guanosine Triphosphate
Hidrojen Peroksid

Hipertansiyon

Intercellular adhesion molecule
Interferon

Interlokin

phosphatidyl inositol triphosphate
Intrakranial basing artis
Potasyum

K Bagimli ATP kanali

Ortalama Arterial Basing
Myosine light chain fosfataz



MLCK
MSS
NFxB

B NMDA :

NO
NOO
NOS
NSCC
Oy
OH"
PDE
PEMF
PG
PKC
PKG
PLC
PRMT-1
ROS
SAK
SDMA
SKA
SOCC
SOD
SPB
SV
TBA
TCD
TNF
VCAM

Myosine light chain kinase
Merkezi Sinir Sistemi

Nuclear Factor kappa
N-Methyl-D-Aspartate

Nitrik oksid

Peroksinitrit

Nitrik oksid sentetaz

nonselektif katyonik kanal
Superoksid

Hidroksiradikal

fosfodiesteraz

Pulsed Elektromanyetik Alan
prostoglandin

Fosfokinaz C

Fosfokinaz G

Fosfolipaz C

tip 1 protein arjinin metil transferaz
Reaktif oksijen species
Subaraknoid kanama

simetrik dimetilarjinin

serebral kan akimi

store operated kalsiyum kanallari
superoksid dismutaz

serebral perfiizyon basinci
Serebral vazospazm
tiyobarbiturik asid

transkranial doppler

tumor nekrozis factor

Vascular cell adhesion molecule



1. GIRIS

Subaraknoid aralik, araknoid zar ile pia zar1 arasinda tiim Merkezi Sinir
Sistemi’ni (MSS) ¢evreleyen, i¢i Beyin-Omurilik (BOS) Sivist ile dolu, Willis
poligonu ve dallarinin igine yerlesmis oldugu alandir. Herhangi bir nedenle, primer
olarak bu boslukta olusan kanamalar, subaraknoid kanama (SAK) olarak adlandirilir.

Primer SAK, subdural yada intraparankimal yayilim gosterebilir.

Subaraknoid kanamalar en sik kafa travmasi sonrasi goriiliirken, spontan
SAK %75-80 oraninda riiptiire olmus intrakranial anevrizmalara bagli meydana gelir
(1,2). Diger nedenler arasinda vaskiilitler, hipertansiyon, intrakranial tiimoérler,

arteriovendz malformasyonlar, koagulasyon bozukluklar: ve ilaglar sayilabilir (1).

Intrakraniyal patolojisi olan hastalarda nérolojik bozukluklarin en sik
nedenlerinden biri subaraknoid kanamadir. SAK’in en sik goriilen komplikasyonu
arterlerde meydana gelen siddetli spazmdir (3).Serebral 6dem ve vazospazm
hipoperfiizyona neden olmakta, hipoperfiizyona bagli gelisen iskemik ve hipoksik

hasar da kalici norolojik hasarlarin olusmasinda etkili olmaktadir (4).

Subaraknoid kanama sonrasi hemoglobinin agiga c¢ikmasi arterlerde
vazokonstriiksiyona neden olan mekanizmalardan birisidir. Bunun yanisira, nitrik
oksid (NO) miktarindaki azalma, endotelin-1 diizeylerindeki artig, oksidatif stresin
diiz kaslar iizerindeki direkt etkisi, serbest radikallerin olusumu, hiicre
membranlarindaki lipid peroksidasyonu, potasyum ve kalsiyum kanallarindaki

degisiklikler de vazokonstriiksiyonda etkili olan diger sebeplerdir (5-9).

Hem genis serebral arterlerde, hem de mikrosirkulasyonda bulunan potasyum
bagimli ATP kanallar1 (K-ATP) vaskiiler tonusun diizenlenmesinde ve nitrik oksit
yoluyla vazodilatosyonda etkilidir (10). SAK’l1 hastalarda K-ATP kanallarindaki
bozukluklar NO iiretiminde ve buna bagl olarak da endotelden vazodilatatorlerin
saliniminda azalmaya neden olmaktadir. Bunun sonucunda vazospazm artmakta,

iskemi alan1 genislemektedir (11).

Serebral vazospazmin mevcut tedavi modalitelerinde etkilenen damarlarin
direkt veya indirekt dilatasyonu saglanmaktadir. Reaktif oksijen radikalleri, hipoksik

kosullarda endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) gen ekspresyonunun artmasiyla,



hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1-alfa (HIF-1a) tizerinden nitrik oksit (NO)
sentezinde artisa neden olarak diizenleyici rol oynamaktadir. Tedavi amaciyla
kullanilan ajanlar, iskemi reperfiizyonu gibi bir¢ok hasarda dokular1 korumak ic¢in bu
gen ekspresyonlarmin seviyelerini degistirirler. Artmis NO seviyeleri, dokuyu,
enfeksiyon ve apopitozdan korumak icin vazodilatasyona neden olsa da, ciddi

yaralanmalara acik hale getirir (12).

Pulsed elektromanyetik alan (PEMF) tedavisinin, kronik yaralar, kemik
kiriklari, yomusak doku yaralanmalari, cerrahi sonrasi agri tedavisi, enflamasyonun
indiikledigi 6dem gibi farkli klinik endikasyonlar i¢in kullanimi bildirilmistir (13).
Yapilan caligmalarda tavsanlarda gegici, farelerde de kalici fokal iskemi sonrasinda
enfarkt boyutlarinda kiiciilmeye neden oldugu ayrica antiinflamatuar etkisinin
yanisira intravital mikroskopide kurbagalarda arteriolleri dilate ettigi gosterilmistir.
Mikrodamarlarda PEMF’nin etki gostermesinde etkili mediatoriin iyi bilinen bir
vazodilatator olan NO oldugu diisliniilmiis ve PEMF’nin NO-bagiml1 bir mekanizma

ile arteriolar dilatasyonu artirdig1 gosterilmistir (14-18).

Deneysel kronik glomeriilonefritte silier cisim mikrosirkulasyonundaki
bozukluklar incelenmis; PEMF tedavisinin vaskiiler tonusta ciddi azalmaya neden
oldugunu bildirilmistir (19). Saglikli ratlarda kremaster kasindaki arteriollerin
caplarina etkisi incelenmis, ancak SAK sonrasi gelisen vazospazm tedavisinde hig

denenmemistir (20). Bu nedenle, planladigimiz ¢alisma 6zgiin degere sahiptir.

Bu ¢alismada, yiiksek mortalite ve morbidite oranina sahip SAK tedavisine
katki saglamak i¢in vazodilator etkinligi bilinen PEMF' in deneysel SAK sonrasi
gelisen iskemik doku hasari tizerindeki etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Medikal
ve cerrahi tedavi segeneklerinin yan etkileri ve komplikasyonlar1 dikkate alindiginda,
vazospazmin tedavisinde PEMF non-invaziv ve uygulanabilir bir tedavi ydntemi

olarak etkili bir tercih olabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Subaraknoid Kanama

Spontan subaraknoid kanama (SAK) yaklasik % 12 6liim orani ile ndrolojik
sekellerin en sik nedenlerinden birisidir ve insidansi yilda yaklasik 8 / 100.000'dir
(21,22). Subaraknoid kanamalarin sebepleri travmatik ve non-travmatik (spontan)
olarak 2 temel etyolojik gruba ayrilir. Spontan subaraknoid kanamalarin en énemli
nedeni, serebral arter anevrizmalaridir. En sik goriilen serebral anevrizma tipi
multifaktoriyel nedenlerin neden oldugu sakkiiler anevrizmalardir (23,24). Arteryel
bifurkasyondaki hemodinamik degisiklikler, konjenital damar defektleri, edinilmis
dejeneratif arteryel duvar degisilikleri, hipertansiyon, sigara, ateroskleroz, alkol alim1
gibi sebepler anevrizma gelisiminde ve riiptire olmasinda rol alir. Spontan
subaraknoid kanamalarin diger sebepleri arasinda arteriovendz malformasyonlar
(AVM), kanama diskrazileri, ilaca bagli SAK gibi daha seyrek goriilen sayilabilir.
Olgularin %10 kadarinda ise etyolojik neden tespit edilememektedir. Spontan SAK
olgularmin en sik goriildigii yas grubu 5. ve 6. dekadlar olup, kadinlarda erkeklere
oranla daha siktir (25-28).

SAK sebebiyle tedaviye alinan olgularda; asil kanamadan 15 giin 6ncesine
dek goriilebilen, “sizint1” seklinde kanamaya bagli bas agrisi hikayesi olabilir. Akut
atakta, ani gelisen, ¢cok siddetli bas agrisi, bulanti ve kusma (%77 olguda), biling
kayb1 (%53 olguda), klasik Klinik tabloyu olusturmaktadir. Biling kaybi gegici
olabilecegi gibi, ilerleyici koma seklinde de goriilebilmektedir. Ense sertligi (%35
olguda) ve eslik eden bulgularin yani sira, her olguda degisen fokal norolojik

bulgular da meydana gelebilir (29)
Subaraknoid Kanamanin Major Semptomlarn

1.Basagrisi: SAK’in baslangic semptomu olan bas agris1 yiiksek basingh
kanin dar hacimli subaraknoid boslukta yayilmasina baghh ani gelisir ve ¢ok
siddetlidir. Bas agris1 kanama miktari ile dogru orantili olup, 151k, ses, bas ve boyun
hareketleriyle artar. Klinik prognozun en 6nemli gostergesi kanama miktaridir.

Kanin ventrikiil i¢ine veya serebral parankime yayilmasi kotii prognoz isaretidir (30).



Sadece ani baglangich bas agrist SAK kliniginde goriilen tek bulgu olabilir
(25,26)

2. Bilin¢ Bozuklugu: Kisa siireli biling bozuklugu,bas agrisi sonrasi sik
goriilen bulgulardandir. Gegici veya ayni diizeyde kalici olabilir. Baslangi¢ oykiisii
yada prodromal belirti olmadan goriilebilir. Yeniden kanama, vazospazm veya beyin

O6demi de biling bozuklugu gelisimine neden olabilir.

3. Meninks Irritasyon Bulgulari: BOS’daki kan iiriinlerinin sebep oldugu
irritasyona bagli meningismus (ense sertligi, fotofobi, Brudzinski ve Kernig
bulgular1) goriilebilir. Meninks iritasyonunu azaltmak ic¢in hastalar alt
ekstremitelerini dizden fleksiyona getirmeye ¢alisirlar, 1siktan rahatsiz olduklari
i¢in goz kapaklar1 kapalidir, hiperestezi, irritabilite, hiperakuzi ve fotofopi gibi

sensoryel degisiklikler de izlenebilir (31).

4. Sistemik Bulgular: Hemorajiye sekonder gelisen inflamasyona bagli 24-
36. saatlerde viicut 1s1s1 ylikselmeye baslar. Hipotalamus hasar1 nedeniyle kalp hizi
degisiklikleri, titreme, bulanti-kusma izlenebilir. Ileri diizey etkilenme nedeni ile
gastrointestinal sistem kanamasi ve idrar retansiyonu goriilebilir. Agriya sekonder ve
hipotalamusun diizenleyici etkisinin ortadan kalkmasi sebebiyle tasikardi
izlenebilirken, kafa i¢i basinci ylikselmesi sonucu bradikardi gelisebilir. Serebral
oksijenizasyonun saglanmasi igin refleks hipertansiyon olusabilirken, hiperglisemi
EKG degikliklikleri meydana getirebilir.

5. Norolojik Bulgular: Subaraknoid aralikta olusan kanamanm simirh
oldugu durumlarda norolojik defisitler sik goriilmezken, masif kanama varliginda
(intraserebral, intraventrikiiler kanamalar) motor gii¢ kaybi, konusma bozuklugu gibi

norolojik bulgular gelisebilir.

Akut SAK sonras1 uzamis basagrisi, epileptik nobetler, kafa i¢i basing artisi
ve/veya hidrosefaliye ait belirti ve bulgular da goriilebilir. Komplikasyonlar olarak
adlandirilan serebral vazospazm (SV) ve geg¢ serebral iskemi (GSI), uzamis biling
bozuklugu ve fokal nérolojik bulgularla kendilerini gosterirler. Ozellikle
anevrizmaya bagli gelisen SAK olgularinda, yeniden kanama ciddi bir risktir. Akut
SAK sonrasi ilk 72 saat i¢inde yeniden kanama riski %5-22 arasinda bildirilirken

“cok erken” (ilk 24 saat i¢inde) yeniden kanama insidanst %15 ve bu olgularda
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mortalite oran1 %70 olarak saptanmistir. Myokard disfonksiyonuna ait kalp bulgulari,
norojenik pulmoner 6demde SAK sonrasi ortaya c¢ikabilir. Yogun bakimda izlem
boyunca Sistemik Inflamatuar Yanit Sendromu (SIYS) ve enfeksiyonlar (katetere
bagl iiriner sistem, pulmoner, sistemik) goriilebilir. Olgularin %30 kadari, ¢esitli

norolojik defisitlerle taburcu edilmektedir (29)

SAK’m teshisinde Onerilen ilk tetkik kontrastsiz Bilgisayarli Beyin
Tomografisi (BBT)’ dir. BBT de hastalarin %95’de anevrizma riiptiirii sonrasi ilk 24

saatte subaraknoid sisternlerdeki yiiksek dansiteli kan pihtist goriiliir (32).

Subaraknoid aralikta kanin varligi, yerlesim yeri, eslikgi hematom
(intraserebral / subdural) veya hidrosefali gelisip gelismedigi BBT ile ayirt edilir.
Kuskulu durumlarda lomber ponksiyon (LP) taniy1 kesinlestirmek i¢in yapilmaktadir.
Non-travmatik SAK olgularinda etyolojiyi saptamak i¢in altin standart serebral
anjiyografidir. Manyetik rezonans anjiyografi (MRA) ya da 3 boyutlu Bilgisayarli
Tomografi anjiyografi (BTA) tedavi planlamasi igin gereklidir. Giiniimiizde pek ¢ok
merkezde BTA SAK sonrasi anevrizma tanis1 ve buna yonelik tedavinin se¢iminde
ilk ve yeterli yontem olarak kullanilmaktadir (33,34). Anevrizma cerrahisinin hizli ve
basarili olmasi tekrar kanamanin &nlenmesinde, vazospazm ve apopitoz gelisme

riskini azaltmada ve prognozun daha iyi olmasinda anahtar bir rol oynar (35).

2.2. Klinik Evreleme ve Siniflandirmalar

Subaraknoid  kanama  hastalarinin  prognozlarini  Ongérmek  igin
kullanilabilecek bir ¢ok derecelendirme skalasi olmakla beraber klinikte en yaygin
kullanilanlar Hunt-Hess Skalas1 ve “World Federation of Neurosurgical Societies”
(WFNS) Skalasi’dir. Radyolojik bulgularda ise Fisher Skalasi kullanilabilir (Tablo
1).



Tablo 1. Subaraknoid Kanamalarin Klinik Derecelendirilmesi

Derece | WFNS HH Fisher
Asemptomatik / minimal bag
1 GKS:15 agrist Belirgin kanama
Motor defisit — Normal biling durumu yok
+/- Hafif ense sertligi
Ciddi bas agris1
) Normal biling durumu
0| s | Mo | < mnlersms
Orta-Agir derecede ense
sertligi
3 GKS:14-13 Hafif motor defisit >1 mm kanama
Motor defisit + Somnolans, konfuzyon tabakasi
4 GKS:12-7 Stupor ingallflf::lr?t:iiﬁer
Motor defisit +/ — Orta ciddi motor defisit
kanama
5 GKS: 6-3 Derin koma B
Motor defisit + / — | Reflex postur / flask paralizi

2.3. Subaraknoid Kanamanin Komplikasyonlari

SAK sonrasi goriilebilen koplikasyonlar Tablo-2 de verilmistir.

Tablo 2. Subaraknoid Kanama Sonras1 Gelisen Komplikasyonlar

1. Kardiyak Problemler, EKG degisiklikleri (QT uzamasi, ST depresyon)

2. Nibet (%3-26)

3. Erken ve ge¢ donemde hidrosefali gelismesi

4. Hiponatremi

5. Serebral 6dem

6. Vazospazm

2.3.1. Kardiyovaskiiler Problemler

SAK ‘I1 hastalarin %20-30 kadarinda akut kardiyak enzimler yiikselmektedir.
Ozellikle Troponin-1 artigi, kotii prognozla iliskilidir (36). Kardiyak aritmiler
ventrikiiler tasikardi veya atrial tasiaritmiler %35 olguda goriilebilir. Hastalarin

yaklasik %16'sinda hipertansiyon eslik etmektedir. Yiiksek intrakranial basing (IKB)
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ve diislik serebral perfiizyon basincina cevap olarak sistemik arter basincinin
yiikselmesine bradikardinin eslik etmesi ‘Cushing Yaniti’ olarak adlandirilmaktadir
(37,38).

2.3.2. Intrakranial Basin¢ Artis1

SAK sonrasinda KB artis1 kanamanin artmasina neden olabilmektedir.
Bunun yanisira serebral perflizyon basincinin diismesi ve herniasyona neden

olabilecegi i¢in dikkatli olunmalidir (37).

2.3.3. Intraserebral, Intraventrikiiler ve Subdural Kanama

Anevrizmanmn  lokalizasyonuna bagli SAK ile birlikte subdural,
intraventrikiiler ve intraserebral kanama goriilebilmektedir. En fazla intraserebral
kanamaya yol acan anevrizmalar interhemisferik fissiirde bulunan distal anterior
serebral arter anevrizmalart ve sylvian fissiir yerlesimli orta serebral arter
anevrizmalaridir. Ventrikiil i¢i kanamanin eslik etmesi kotii prognoz gostergesi
olarak kabul edilmektedir. Subdural kanama ise %21-2 oraninda goriilmektedir
(37,38).

2.3.4. Yeniden Kanama

SAK'll hastalarda yeniden kanama riski ilk 24 saat icerisinde en yiiksek olup
(%4) ikinci giiniin sonundan itibaren azalarak giinde %1,5 diizeylerine inmektedir.
[Ik 14 giiniin sonunda toplam yeniden kanama riski %19 olarak saptanmustir.

Kanamadan 6- 12 ay sonrasinda ise risk yillik %3 diizeyine iner (36,37).

2.3.5. Serebral Vazospazm

Ayr baslik altinda incelenecektir.

2.3.6. Hidrosefali

SAK hastalarinin %30-50 kadarinda hidrosefali izlenmektedir. Spontan SAK
sonrasi erken donemde ortaya cikabilecegi gibi; atagi izleyen 2—12 haftalik donemde

de goriilebilir (29,39). Hastalarin ortalama %?20' sinde ge¢ veya kronik hidrosefali



gelistigi bildirilmistir. Kanamanin ventrikiil i¢cine agilmasi ve kanin sekilli elemanlar
ve bunlarin yikim driinlerinin etkisiyle subaraknoid araligin tikanmasi akut
hidrosefali gelismesine neden olurken, hastanin klinik tablosunun agir olmasi,
hipertansiyon, alkolizm, kadin cinsiyet, anevrizma boyutunun biiyiikk olmasi ve
menenjit gibi araya giren bazi enfeksiyonlar kronik hidrosefali gelisiminde etken

faktorler olarak bildirmistir (37, 38, 40).

2.3.7. Nobet

SAK hastalarinin yaklasik %4-22’sinde nébet goriilebilmektedir. Ozellikle
intraserebral hematomu ve yogun subaraknoid kanamasi olan hastalarda ndbet
goriilme sikligi artmaktadir. Nobet gelismesi klinigin kotiilesmesine neden
olabilecegi i¢in hastalara profilaktik antiepileptik tedavi baslanmasi1 gerekliligi 6ne
stiriilmektedir, ancak postoperatif antikonviilsif tedavinin ne kadar devam edecegi

konusunda fikir birligi yoktur (41).

2.3.8. Diger Komplikasyonlar

Sivielektrolit bozukluklar1 (uygunsuz ADH, diabetes insipitus), solunum
bozukluklar1 (aspirasyon pndmonisi, pulmoner o6dem, pulmoner emboli),
tromboembolik  komplikasyonlar, noropsikolojik  bozukluklar, enfeksiyon,
gastrointestinal ~ bozukluklar(motilite  degisiklikleri, kanama) diger olasi

komplikasyonlar olarak sayilabilir.

2.4. Klinik Vazospazm

Willis poligonu dallarinda, sisternalar i¢inde toplanmis olan kan, kan
metabolitleri ve bazi kimyasal maddelerin sebep oldugu patolojik daralma hali
“Serebral Vazospam” olarak adlandirilmaktadir. SAK atagindan yaklasik 4 giin sonra
baslamakta, 6.-8. giinler arasinda pik yapmakta ve 3 hafta kadar siirebilmektedir.
SAK sonrast gelisen fokal serebral iskemiye bagli olarak goriilen morbidite ve
mortalitenin en Onemli sebeplerinden birisidir. Anevrizmal SAK’mn en korkulan
komplikasyonu tekrar kanama olmasina ragmen, serebral vazospazm morbidite ve
mortalite agisindan reversible bir neden oldugu i¢in Onemlidir. Vazospazmin

yarattig1 doku hipoperfiizyonu sonucu oldugu diisiiniilen nérolojik kayiplar da “Geg
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Serebral Iskemi” olarak tanimlanmaktadir. Bu nérolojik kayiplar, yeni ortaya ¢ikan
fokal norolojik bulgu veya baska nedenlerle aciklanamayan, en az 1 hafta siiren

Glasgow Koma Skalasi (GKS) ’nin en az 2 puan diismesi bi¢iminde tanimlanir (29).

Vazospazm gelismesinde risk faktorleri; tomografide izlenen sisternlerdeki
kan (kalinligi Smm. den fazla ise vazospazm gelisme riski %96), kotii norolojik
klinik, hipertansiyon ve sigara kullaniminin olmasidir. Hiponatremi, sepsis, hipoksi,
hidrosefali ve postiktal paralizi ile birlikte olan nébetler degerlendirilerek klinikteki
kotiilesmenin vazospazma bagl olabilecegi sOylenebilir. Hipovolemiden kaginmak,
hipotansiyon ve hiponatremiye karst onlem almak vazospazm gelisme riskini

azaltmak i¢in gereklidir.

Baz1 klinik calismalarda intraoperatif veya postoperatif kataterle verilen
fibrinolitik  ajanlarin  (rTPA,urokinaz)  vazospazmin  gelisimini  azalttif1
gdsterilmistir.Intravendz s1vi tedavisini arttirmak cerrahi sonrasi semptomatik
serebral vazospazm gelisen hastalarda uygulanmaktadir. Bu tedavi ile tansiyon
yiikselmekte, kardiak output ve serebral perflizyon basinci artmaktadir. Ancak,
semptomatik vazospazmin tedavisinde olduk¢a yaygin kullanilan 3H tedavisinin
(hipervolemi, hemodilusyon, hipertansiyon) yarari heniiz tam olarak teyit

edilememistir (42,43).

SAK sonucu olusan hasara neden olan mekanizmalar1 aydinlatmaya yonelik
calismalar devam etse de, klinik durum iyi tarif edilmis ve dokiimante edilmistir.
Serebral anjiografide vazospazm izlenen vakalarin yaklasik yarisinda iskemiye bagl
norolojik hasar gelismektedir. Klinik vazospazmin gelismesi kanama sonrasi ilk 3
ginde sik goriilmemektedir. Vazospazmin tanisinda radyolojik ve klinik olarak
korelasyon gerekmektedir. Vazospazm tanisinda standart yontem anjiografi olmasina
ragmen, transkranial doppler ultrasonografi de tani ve izlemde kullanilabilir. Trans-
kranial Doppler (TKD) ultrasonografi orta serebral arter kan akimi hizin1 6lgebilen
giivenli ve non-invaziv tami yontemidir. Orta serebral arter akim hizinin 20
cm/sn.’den biiyiik oldugu hastalar yiiksek klinik spazm riskine sahiptir. Ayrica
kanama sonrasi vazospazm gelisimi basal sisternlerdeki kan miktarina baghdir. (44-

46).



2.5. Vazospazmin Epidemiyolojisi

Spontan SAK’nin yillik insidans1 6-11/100.000’dir ve bu hastalarda yaklasik
%50 oraninda mortalite bildirilmistir (47,48). SAK sonrasi yasayan hastalarin ise
%69’ unun yasam kalitesi diismektedir. Vazospazm ve buna bagli gecikmis serebral
iskemi, SAK sonrasit morbiditenin ana nedenlerinden birisidir (47). Anevrizmaya
bagli serebral vazospazmin varligi, ilk kez 1951 yilinda Ecker ve Riemenshneider

tarafindan bildirilmistir (49).

Serebral vazospazm SAK sonrasi hastalarin %70’inde goriilmektedir ve
vakalarin %30 kadarinda semptomatik olurken; Kkotii prognoz, kognitif ve
fonksiyonel sekeller, mortalitenin en 6nemli nedenleridir. Weir ve ark. 1978’de
serebral vazospazmin SAK’tan sonraki 4.-12. giinler arasinda gelistigini, 6.-8. giinler

arasinda pik yaptigini ve 2. hafta igerisinde ¢6ziildiigiinii yayinlamislardir (28).

SAK sonrasit 3.-12. giinler arasi yapilan anjiografide radyolojik olarak
vazospazm goriilme oran1 %16-66’dir. Bununla birlikte SAK’tan sonraki 40. giinden
itibaren gecikmis vazospazm goriilebilecegi bildirilmistir. Kan miktarinin artmasi
vazospazm gelisme riskini de arttirmaktadir. BT de tespit edilen sisternlerdeki kan

kalinligr 5 mm.den fazla ise vazospazm gelisme ihtimali %96 olrak bildirilmistir
(28).

2.6. Vazospazm Fizyopatogenezi

Serebral vazospazm patagonezinde dort bolge 6nemli rol oynamaktadir.
Bu bolgelerden diiz kaslarda nitrik oksid sentetaz, kalsiyum ve potasyum kanallari;
subaraknoid boslukta kalsiyum ve magnezyum, oksihemoglobin, trombositler;
damar endotelinde nitrik oksid (NO), Endotelin 1 (ET-1), serbest radikaller,
arasidonik asitler; adventisyal sinirlerde adrenerjik innervasyon, karbonmonoksid ve
kalsitonin gen iliskili peptid (CGRP) bulunmaktadir (50).

Endotelden salinan vazodilatatér maddeler; bradikinin, vazopressin, NO,
asetilkolin (Ach), adenozindifosfat (ADP), adenozintrifosfat (ATP), histamin,
substance P, neurokinin A, neurokinin B olarak sayilabilir. Vazokonstriktor ajanlar

ise; endotelin ,serotonin, noradrenalin, tromboxan A2 ’dir.
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Vazospazm kanamadan 3-4 saat sonra goriilen akut ve 3-5. giinlerde baslayip
14. giine kadar siiren kronik dénem olmak {izere iki déonemde ortaya ¢ikmaktadir
(51).

Akut doénemde trombositlerden salinan gii¢lii vazokonstriktor —etkili
serotonin (5-HT2) ile birlikte stres ve korkuyla artan sempatik aktivitenin de
vazopsazma katkist oldugu bildirilmistir (52). SAK sonrasi gelisen Kan Beyin
Bariyeri (KBB) yikimi ile birlikte serebral dokuya gegen serotonin,5HT-2A
reseptorleri {lizerinden  damar duvarinda  vazokonstriksiyon, trombositlerde
agregasyon yapar. 5 HT2 Gq proteini ile kenetli reseptordiir. Agonist reseptore
baglandigr zaman aktif hale gelen alfa GTP kompleksi hiicre membraninin diger
tarafinda bulunan fosfolipaz C enzimini uyarir. Fosfolipaz C enzimi ikincil
haberciler olan diagilgliserol (DAG) ve inozitoltrifosfat (IP3) sentezini uyarir. IP3
sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum (Ca"™) salmimini arttirarak kalmodulini aktif
hale getirir ve sonugta miyozin vazokonstriktor etkiye neden olur (17,39). Ca™,

kasilmanin baslangi¢ fazi i¢in ¢ok dnemlidir (53).

Sempatik etki ise stres ve korkuyla ortaya cikar. Hastaliga bagli anksiyete
olayr tetikler ve bir kisir dongii meydana gelir. Sinir liflerinin uyarilmasi
vazokonstruksiyon ile ciddi anlamda iliskilidir. Adrenalin, noradrenalin gibi
katekoleminlerin ortama salinmasi sonucunda damar diiz kasindaki ol reseptorler
ile kenetli Gq proteini uyarilir ve benzer sekilde hiicre ici depolardan Ca™" salinimi

artarak vazokonstriktor etki olusur (50).

Adrenerjik innervasyonun fazla oldugu bolgelerde vazospazmin daha sik
goriildiigii saptanmuistir. Vazospazm iizerindeki etki mekanizmalar1 bilinmesine
ragmen adrenerjik antogonistler klinik vazospazm tedavisinde etkili ilaglar degildir.
Benzer sekilde eikozonoidlerin de vaskiiler dengede etkili olduklar1 bilinmesine
ragmen indometazin SAK sonrasi vazospazm gelisimini Onlemede etkili

bulunamamistir (53).

Geg¢ donemde, ortamdaki pihtilasmis kandan kaynaklanan eritrosit ve
hemoglobin yikim iriinlerinden agiga c¢ikan oksihemoglobin, methemoglobin,
trombin, biluribin ve endotelin gibi proteinler vazospazma neden olmaktadir

(50,54-57). SAK sonras1 vazospazm gelisimindeki esas kaynak kanin kendisidir
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(53). Ozellikle oksihemoglobinin methemoglobine oksidasyonu serebral vazospazm
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (56). Eritrositler olmadan kanin sistern
icine enjekte edilmesinin arterlerde anjiografik veya yapisal olarak daralma
yapmadigi, pargalanmis eritrositlerden salinan oksihemoglobinin siirekli bir
vazokonstriksiyona neden  oldugu bilinmektedir  (50). Ac¢iga ¢ikan
oksihemoglobin vazokonstriktor etkili endotelin {iretimini arttirirken vazodilatator
etkili nitrik oksidi inhibe eder (57,58). NO’ in esas inhibitorii oksihemoglobinin
oksidasyonu sonrasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikali olan superoksittir
(50). Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda endotelin antagonisti ilaglarin

radyolojik vazospazmi belirgin olarak azalttigi saptanmistir (58).

Biluribin ise hem yikimimin son iriiniidiir, trombin ve oksihemoglobine
benzer sekilde vazokonstriktor etki gosterir. Bu ii¢ madde vazospazm iizerine
etkilerini saptamak amaciyla deneysel SAK modellerinde siklikla kullanilmaktadir
ve etkileri ile ilgili ¢cok cesitli hipotezler vardir (53). Hemoglobin ve biluribinin
vazospazm tlizerindeki etkileri dakikalar veya saatler i¢inde ortaya ¢ikmaktadir
(59). Subaraknoid mesafedeki perivaskuler pihtt miktar1 ile serebral vazospazm

siddeti arasinda ciddi bir iliski saptanmistir (60).

Pihtinin doku plazminojen aktivatorii (tPA), iirokinaz gibi fibrinolitik ajanlar

kullanilarak eritilmesinin morbidite ve mortaliteyi azalttig1 bilinmektedir (61).

Endotel normal sartlar altinda damar diiz kasi gevseten ve trombosit
agregasyonunu inhibe eden PGI2 (prostosiklin) gibi maddeleri ortama salar. SAK
sonrast bu maddelerin salinimi bozulur, trombosit agregasyonu ve damar diiz kas
kasilmasina neden olan adenozindifosfat (ADP), adenozintrifosfat (ATP), serotonin
ve trombin ortama salinir. Ayrica ortama salinan trombosit kaynakli biiyiime faktori
(PDGF) damar tunika media tabakasindaki hiicrelerin proliferasyonuna neden olur
(50).

2.6.1. Vazospazmda Serebral Arter Degisiklikleri

Hayvanlarda deneysel ve insanlarda anevrizma riiptiirii ardindan gelisen SAK
sonrast yapilan anjiografilerde vazospazmin izlendigi durumlarda yapilan
biyopsilerde damar duvarlarinda patolojik bir takim degisiklikler goriilmiustiir.
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Yapilan caligmalarda elektron mikroskobik inceleme ile endotel hiicre tabakalarinda
bazi degisiklikler izlenmis olup bu degisiklikler; vakuolizasyon, interendoteliyal siki
baglantilarda bozulma, endoteliyal dokiilme ve luminal mikrotrombozis olarak
sayilabili. Damar limeninde ve c¢apinda meydana gelen degisiklikler tunika
intimanin altta kalan internal elastik lamina gibi mediya katmanmin kontraksiyonu

sonucu ortaya ¢ikar.

Bu ¢alismalarda polimorf hiicre infiltrasyonu, graniilasyon dokusu olusumu,
O0dem, diiz kas hiicrelerinin migrasyonu veya proliferasyonuna bagl fibroplazi ve

kollejenizasyona bagl intimal kalinlagsma belirlenmistir (62-64).

SAK ardindan gelisen vazospazm sonrast damarlarda belirgin kalinlagsmis
media tabakasi ve yangisal veya hipertrofik reaksiyonal sekonder degisiklikler
olusur. Damar duvarinin kalinlagmasi primer olarak vaskiiler kontraksiyon , duvar
alaninda artig, adventisyanin enflamatuar infiltrasyonuna baghdir. Vazospazma

tunika media tabakasinda olusan degisik miktarda miyonekroz eslik edebilir (65).

2.6.2. Vaskiiler Diiz Kas

Damar diiz kaslar1 yavas, tonik ve uzun siireli kasilirlar. Diiz kas hiicreleri
stirekli bir kismi kasilma durumunda olup damar tonusunu belirlemektedir. Bu
sekilde membran potansiyelindeki degisiklikler ile kan basincini ve organlarin kan
akimini diizenler (66). Damar diiz kas hiicresinde Ca iyonu depolarizasyonda en
onemli katyon olup diiz kasta kasilmaya sebep olurken, hiperpolarizasyonda en
onemli katyon olan potasyum (K) iyonu ise repolarizasyona sebep olarak gevsemeyi
saglar (67).

Eksitasyon sirasinda hiicre dig1 Ca; hiicre membrandaki Ca iyon kanallarinin
acilmasi sonucu hiicre icine girerek hiicre i¢inde kalmoduline baglanir. Kalmodulin
0zel kalsiyum baglayan bir protein yapidir. Kalsiyum kalmodulin kompleksi MLCK
(myosine light chain kinase) adli enzimi aktive ederek myozin hafif zincirlerini
fosforile eder. Fosforilasyon sonrasi miyozin basi ve aktin filamentlerinin arasinda
gerceklesen ¢apraz bag olusumu vaskiiler diiz kas hiicrelerinin kasilmasina neden

olur (68,69).
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Damar diiz kas relaksasyonu hiicre membran hiperpolarizasyonu sonucu K
gradienti ile tayin edilir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde K™ kanallar1 mevcuttur.
Bunlar Kj;, Katp, Ky ve BK kanallaridir. BK ve K, kanallar1 6zellikle vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde gorev alir. Depolarizasyon sonrasi kalsiyum artis1 oldugu
zaman BK kanallar1 agilir, hiicre icindeki (+) yiikli K* disar1 ¢ikar, hiicre
hiperpolarize olur. L-tipi kalsiyum kanallar1 kapanir ve vazodilatasyon gergeklesir
(68,70-72).

Vazokonstriktor ve vazodilator sistemlerin birlikte calismasi ile serebral
arteryel damar tonusu dengede tutulmaktadir. Endotel NO ve endotelin (ET) gibi
damar iizerinde vazodilatator ve vazokonstriktor etki gosteren maddeler
tiretmektedir. Normal kosullarda endotel hiicrelerinden salinan NO vaskiiler diiz kas
hiicresine difiize olarak solubl guanilat siklazi aktive etmektedir. Guanilat siklaz,
siklik guanozin monofosfat (cGMP) iiretmek suretiyle hiicre i¢i kalsiyum kanallarini
aktive etmekte, bunun sonucunda da diiz kas hiicreleri gevsemektedir (Sekil 2). SAK
sonrasinda ise hemoglobin NO’e baglanarak etkinligini azaltmaktadir. Ayrica
hemoglobinin direk olarak guanilat siklazi inhibe edici etkisi de bulunmaktadir (88).
SAK sonrasi inflamatuar siiregte proinflamatuar sitokinlerin yaninda ET-1 de
sentezlenmektedir. Subaraknoid mesafedeki kan pihtist hemolize olduktan sonra
16kositlerden ET-1 sentezi indiiklenmekte, ET-1 ise hem vazokonstriksiyona yol
acarak hem de endotelyal ve diiz kas hiicreleri tizerindeki proliferatif etkisi ile

vazospazm geligsmesine katkida bulunmaktadir (73).

Hiicre icindeki kalsiyum dengesi ve vaskiiler tonusun olusturulmasinda 3

temel sistem vardir.

Fosfoinozitol yolu: Fosfolipaz C (PLC) aktive olur. Fosfatidil inozitol 4,5’
hidrolize eder ve diagilgliserol (DAG) ve IP3 olusumuna neden olur. DAG protein
kinaz C (PKC)’y1 aktive eder ve vaskiiler kasin devamli (sustained) kasilmasindan

sorumludur. IP3 ise hiicre ici kalsiyum depolarindan kalsiyum salinmasini saglar

(74,75).

G-protein ile iliskili yol: Gs adenilat siklazin aktive, G; enziminin inhibe
olmasina neden olur. cAMP’nin aktive olmast MLCK’nin inhibe olmasina neden

olarak kasilmay1 inhibe eder (76,77).
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NO-cGMP yolu: Bu yolda ise L-Arjininden Nitrik oksid sentetaz (NOS)
tarafindan sentezlenen NO, guanil siklazi (GC) aktive ederek GTP’den cGMP
olusumuna neden olur. Diiz kaslarda NO a;8; GC’a baglanmasiyla GTP’de cGMP
sentezi gergeklesir. cGMP inozitol reseptorlere etki eder, myoglobulin hafif zincir
fosfataz1 defosforile eder ve diiz kaslarda relaksasyona neden olur. cGMP protein
kinaz yoluyla Ky kanallarin1 aktive eder, voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin

kapanmasiyla damar dilatasyonu olur (78).

2.6.3. Inflamasyon

SAK sonrasi goriilen vazospazm patogenezinde hem nérojenik, hem de klasik
inflamatuar yanitin rol aldigi gosterilmistir (79).Yapilan ¢alismalarda, SAK sonrasi
BOS’nda substance P ve kalsitonin gen ile iligkili peptit konsantrasyonlarinda artis
gosterilmistir (80). Norojenik inflamatuar yanittan sorumlu bu maddeler histamin,
bradikinin, 5-18 hidroksitriptamin ve ET-1 ile beraber kan-beyin bariyerinin
bozulmasina yol acarak etkilerini gosterirler. SAK sonrasi ekstravaze olan kan bir
takim mekanizmalarla klasik inflamatuvar yanitin olusmasina neden olur. Bu

mekanizmalar ;
- Eritrositlerin lizisi sonucu hemoglobinin ortaya ¢ikmasi
- Lipooksijenaz, siklooksijenaz, NO sentaz enzim aktivitelerinde artig
- ET-1’in etkileri
- Komplaman ve trombinin protrombotik ve proinflamatuar etkileri
- Trombositlerin aktivasyonu ve trombosit kokenli growth faktor {iretimi

- Perivaskiiler ve intramural makrofaj ve graniilositlerin adhezyon

molekiilleriyle etkilesimleridir.

2.6.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dig yoriingesinde serbest bir elektron bulunduran atom veya
molekdillerdir. Serbest radikal reaksiyonlart normal biyolojik olaylar siirecinde genis
bir spektrum i¢inde yer alir. Birgok hiicresel enzim ve elektron transport sisteminde

katalizor fonksiyonu gorebilirler. Biyolojik korunma reaksiyonlariyla ortamdan
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temizlenen bu radikaller biyolojik olaylarda ara iirlin olarak ortaya cikarlar. Asirt
miktarda serbest radikal {iretilmesi normal dengeyi bozarak istenmeyen etkilere yol
acar. Son derece reaktif olan serbest radikallerin, serebral iskemi, kafa travmasi gibi
serebral hasara neden olan durumlardan sonra gelisen noronal zedelenmede 6nemli

role sahip olduklar1 belirlenmistir.

Subaraknoid  araliktaki eritrositlerin  parcalanmasiyla agiga  ¢ikan
oksihemoglobin methmoglobine gevrilirken giiglii bir serbest radikal olan superoksid
(O2) olusur. Superoksidler superoksid dismutaz (SOD) ile H,O,’e gevrilir (81,82).
H,O, oksijen toksisitesinden esas sorumlu radikal olup en hizli, kolay olusan ve
diger radikallerin Onciisii olan radikaldir. Mitokondrial siiperoksid dismutaz (SOD)
enzimi ile siiperoksit radikal konsantrasyonu minimal diizeyde tutulup olusan
radikalin sitoplazmaya gecisi engellenmeye calisilir. Bu radikal yiiksek
konsantrasyonlara ulastiginda hiicreyi penetre ederek igeri girer. ATP seviyesini
azaltir, hiicre membranini, DNA, Ca’" depolarmi ve mitokondri gibi hedef

organelleri tahrip ederek hiicrenin saniyeler i¢inde par¢alanmasina neden olur.

Olusan H,0;, kanama sonucu ortamda bulunan eritrositlerin pargalanmasiyla
aciga cikan demir ile reaksiyona girer ve hidroksi radikallerinin (OH") olusumuna
neden olur. Boylece Haber Weiss ve Fanton reaksiyonu adi verilen serbest radikal

reaksiyonu baslamis olur (82).

Hidroksil radikali en aktif olan serbest oksijen radikalidir ve olusmasi igin
ortamda katalizor olarak demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi transizyonel metallerin
bulunmasi gerekir. Hidroksil radikali hiicre i¢indeki tiim molekiillerle reaksiyona

gergeklestirebilir.

Reaktif oksijen tiirevleri (ROT) aerobik canlilarin hayatlarini siirdiirebilmesi
icin gerekli biyolojik reaksiyonlarda yer alirlar ve bunlar endojen antioksidan
maddelerle viicuttan uzaklastirilirlar. Oksidatif stres; ROT ile endojen antioksidan
mekanizmalar arasinda olan dengenin ortadan kalkmasidir. Sonugta serebral
vazospazmin gelisiminde en onemli faktorlerden biri olan serbest radikaller etkisiz
hale getirilememis olur. ROT proteinleri hasara ugratirlar, DNA’y1 kirar ve lipid
peroksidasyonunu baslatirlar. Bunun sonucunda dokular oksidatif strese maruz kalir.

Oksidatif stres hiicre metabolizmasinda bir takim bozukluklara neden olur (83-86).
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Bunlar;

DNA yapisinin bozulmasi, intraselliller serbest Ca*? miktarinda yiikselme ,
hiicre membrani iyon transportunun zarar gérmesi, lipid peroksidasyonudur
(86).

Serbest radikallerin biyolojik hiicresel kaynaklari olarak; indirgenmis
flavinler, tiyoller, epinefrin, antibiyotik gibi kii¢lik molekiillerin oto oksidasyon,
ksantin oksidaz, siklooksigenaz, lipooksigenaz, aldehid oksidaz, amin oksidaz, flavin
dehidrogenaz enzimlerin katalitik siklusu, mitakondriyal elektron transport zinciri,
peroksizomal oksidan enzimler, katekolaminler, graniilosit aktivasyonu, vaskiiler
endotel, demir, bakir gibi transizyonel metaller sayilabilir. Hedefleri ve toksik
etkileri proteinler, niikleik asitler, DNA, karbonhidratlar, membran lipidleri ve lipid

peroksidasyonu tizerine olmaktadir (87-90).

2.6.5. Endotelin

Damar diiz kas tonusunu belirleyen 6nemli maddelerden birisi endotelindir.
Vaskiiler endotel tarafindan iiretilen; belirli bir denge i¢inde bulunan vazokonstriiktor
ve vazodilator maddeler bulunmaktadir. Bu maddelerin etkisi sonucunda damar, dis
etkenlere kars1 konstriiksiyon ve dilatasyona ugrayarak cevap verir. Damar
endotelinden bir¢ok maddenin salinmasina neden olan bradikinin ve asetilkolinin
kaynagi damar endotelidir. Asetilkolin ve bradikinin salgilanmasina sebep olan en
onemli mediyatorlerden birisi EDRF (Endotel kokenli relaksasyon faktorii)’dir.
Vaskiiler endotelden salinan en énemli vazokonstriiktor madde Endotelin 1(ET1) ve
ET2 dir. Endotelin vaskiiler endotelden salinan bir peptittir ve son derece kuvvetli bir

vazokonstriiktordiir (90).

Diger endotelyal kaynakli vazorelaksan faktorler (EDRF); NO, Ach,
bradikinin, histamin, subtans P, nérokinin A, norokinin B, PGFa; vazokonstriktor
maddeler ise serotonin, PGE,, Trombaksan A,, norepinefrindir. NO miktarindaki
azalmaya paralel olarak gelisen serebral vazospazmda esas sorumlu madde olarak

bilinen en giiglii vazokonstriktér endotelindir (91-93).

Endotelinin dort izopeptid formu vardir. Bunlar ET-1, ET-2, ET-3 ve ET-4’

dir. Bunlardan ET-1 SAK sonrasi vazospazmda esas rol alan endotelin tipidir. ET-1,
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hiicredis1 mesafedeki kalsiyumun hiicre i¢ine girmesi ve intraselliiler kalsiyum artigi
ile vazokontraksiyona sebep olur.

y

ernrraw\
.

Nitrit

SNO-Hb
ONOO

PK
lyon Kanallan
PDE

Sekil 1. NO Olusum Mekanizmasi

2.6.6. Nitrik Oksid’ in (NO) vazospazm iizerine etKisi

Nitrik Oksid, L-Arjiinden NOS enziminin Kkatalize ettigi reaksiyonla
sentezlenir. Daha sonra NO sGC adli enzimi aktive ederek, GTP’den cGMP
olusumuna neden olur. Iki farkli GC vardir. NO-sensitif GC ve natriiiretik peptid
(NP)-activated GC. Tiim dokularda bu enzimin o1 formu bulunur. Beyinde ise 021

izoformu bulunur (94).

NO serebral dolasimda dengenin saglanmasi i¢in 6nemli bir modiilator olup
glicli vazodilator etkili, endotel bagimli gevsetici faktor olarak kabul edilir
(52,95). NO viicuttaki en potent vazodilatatordiir (96). NO ¢ok kisa yar1 6mre, hizli

ve gliclii vazodilator etkiye sahiptir.

NO lipofilik olmasindan dolayr hiicre duvarindan kolaylikla gecer. Hiicre
iginde solubl guanilat siklaz1 ve hiicre iginde artan CGMP protein kinaz G yi aktive
ederek miyozin hafif zincirinde defosforilasyon olusturur. NO trombosit
agregasyonunu ve adezyonunu engeller, damarlarda ve diiz kaslarda belirgin
dilatasyon yapar (97). Vazospazm gelismesindeki en Onemli sebeplerden birisi
subaraknoid aralikta bulunan kan yikim iiriinlerine kars1 gelisen, inflamatuvar yanit

sonucu nétrofillerin ortamda bulunan NO’i tiikketmesidir (98). Vazospazmda NO’ in
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vazodilatator etkisinin kaybolmasinin yanisira, NO yikimima bagli olarak ortaya
c¢ikan nitrojen iriinlerinin toksisitesi ve damar duvarina verdikleri zarar da etkilidir
(99).

Vazospazmda endotel yapisinin bozulmasi sonucu vaskiiler tonusu
diizenleyen endotelin ile NO arasindaki denge bozulmustur. NO azalmasi trombosit
agregasyonunu ve diiz kas proliferasyonunu uyararak damar gevsemesini engeller
(50).

2.6.7. Subaraknoid kanama sonrasi Serebral Kan Akim

SAK sonrasi erken donemde serebral kan akimi kontrolii bozulur. Bunun
sebebi cogunlukla IKB artisina sekonder gelisen beyin kan akimi azalmasidir.
Serebral metabolizma SAK’tan sonra ‘uyku’ moduna gecer. Ancak bu durum
gecicidir. Vazospazm gelistiginde ise kemoregiilasyon bozulur, serebral kan hacmi
artar, serebral kan akimi azalir. Bunun nedeni proksimal arterlerin konstriikte olmasi,
distal damarlarin ise dilatasyonudur. SAK’in erken déneminde bozulmus olan SKA
otoregiilasyonu bu donemde iyice bozulur. Bunun nedeni ise normal sartlar altinda
kemoregiilasyonun eNOS’lar tarafindan diizenlenmesi ve vazospazmda bu
fonksiyonun bozulmasi damarlarin néronal kontroliiniin kaybolmasidir. NO-bagimli
regiilator sistemlerin hasar gormesi otoregiilasyonun kaybolmasina neden olur (100-

102).

2.6.8. Apopitoz

SAK sonrasi noronlarda ve serebral vaskiiler dokularda iskemi; subaraknoid
alandaki kanin yaptig1 basing, inflamasyon, serebral kan akiminin otoregiilasyonunun
bozulmasi, endotelyal vaskiiler hiicre hasari, endotelin artmast / NO azalmasi,
vazokonstriksiyon gibi daha birgok mekanizma sonucunda gelisir. iskemi sebebiyle
hiicre i¢i ATP azalmasi sonucunda hiicre duvarindaki Na/K, ATPaz, 3Na/Ca ve Na/H
transport pompalar1 islevlerini yerine getiremez. Hiicre i¢i Na miktarindaki artig L
tipi voltaj duyarli kalsiyum pompalarinin a¢ilmasina neden olarak hiicre igi kalsiyum
miktarini yiikseltir. Sonucta glutamat gibi eksitator aminoasitler sinaptik araliga

salinir. Boylece NMDA reseptorleri aktive olarak kalsiyumun hiicre igine girigini
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hizlandirir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin artmasida lipaz, fosfolipaz, proteaz,
endoniikleaz gibi hiicredeki yikici enzimlerin artisina neden olur. Bu durum
apopitoza yol acgan etmenlerin aktivasyonuna yol acar. Sonug¢ olarak;
oksihemoglobin, trombin, sitokinler, proteazlar, endoniikleazlar, metHb, bilirubin,

serbest radikaller apopitoz mekanizmasini harekete gegirirler (103-106).

Apopitozun hiicredeki bulgularina baktigimizda nukleusta bulunan kromatin
yapisinin yogunlastigi ve ayrilmalar gosterdigi, sitoplazmanin yogunlastigi, niikleer

yapinin biitiinliigiiniin bozuldugu gériilmektedir (107, 108).

2.6.9. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidatif diizenin bozulmasimna neden olan serbest oksijen
radikallerinin (' hidroksil radikali, stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit) artisi
(ROS) ile onlar1 viicutta zararsiz hale getirmek i¢in bazi tepkimelere giren maddeler
olan antioksidanlarin yetersizligi sonucu olusur. Oksidatif stresin artmasi ile serbest
oksijen radikallerinin ortamdaki miktarinin artmas: sonucu hiicre igi lipit ve
proteinlerin atomik yapilar1 bozularak zincirleme oksidasyon reaksiyonlar1 baslar.
Sonug olarak hiicre duvari, hiicre i¢i protein, lipit ve DNA gibi makromolekiiller
hasarlanarak hiicre oliimii gergeklesir. Serbest radikallerin hasar1 sonucu ortama
salinan protein karbonil (PCO), malondialdehit (MDA) , 8-hidroksiguanin (8-OHG)
vb. toksik firlinlerin viicut sivilar1 ve dokularda biyokimyasal yontemlerle

degerlerinin 6l¢iilmesi sonucunda oksidatif hasar oldugu tespit edilir.

2.6.9.1. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Serbest radikallere karsi viicudun total antioksidan kapasitesini dlgen bu
yontem Erel tarafindan tanimlanmigtir (109). Fenton tipi reaksiyon kullanilarak Fe 2
- o-dianisidine bilesigi hidrojen peroksid ile OH radikalini ortaya ¢ikartir. Giigli bir
reaktif oksijen tiirevi olan OH radikali o-dianisidine ile reaksiyona girerek dianisidyl
radikallerini olusturur. Ortamda bulunan dianisidyl radikalleri ile serbest oksijen
radikalleri arasinda gerceklesen reaksiyonlar sonucu renk olusumu artmaktadir.

Orneklerdeki antioksidanlar gerceklesen oksidasyon reaksiyonlarmi bozarak renk
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olusumunu oOnler. Bu reaksiyon spektrofotometrik yontemlerle otomatik

analizatorlerde dlciilerek hesaplanir.

2.6.9.2. Total Oksidan Seviye (TOS)

Kolorimetrik olarak Erel tarafindan gelistirilen bu yontemde 6lgiim yapilacak
materyalde bulunan oksidanlar ferr6z iyon-odianisidine bilesigini ferrik iyona
oksitler (110). Ortamdaki gliserol katalizor gorevi gostererek reaksiyonu yaklasik 3
kat1 kadar hizlandirir. Sonugta ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli
bir bilesik olustururlar. Rengin siddetiyle ortamda bulunan oksidanlarin miktari

orantili olarak spektrofotometrik yontemle 6l¢iilmektedir.

2.6.9.3. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) ; Total Oksidan Seviye (TOS) ‘nin, Total
Antioksidan Seviye (TAS)'ye boliinmesiyle hesaplanir.

2.6.10. Pulsed Elektromanyetik alan ve etki mekanizmasi

Iyonize radyasyon etkisiyle hiicrede serbest radikaller olusur. Bunlar
apopitoz sonucu hiicre Oliimiinii baglatirken elektromanyetik alanlarin (EMA)
etkisiyle olusan elektrik potansiyeli, hiicrelerdeki iyonik yiikleri manyetik alan
cizgisi tarafina dogru yer degistirmeye zorlar (111,112). EMA’nin hiicreler {izerine
etkisini belirleyen faktorler dalga boyu, siddeti ve frekansidir. PEMF, ¢ok kisa siireli,
yiiksek yogunluklu elektromanyetik darbe ve coklu frekanslar saglar. Diislik
frekansli uygulamalarda manyetik alan etki ederken, yiiksek frekansli uygulamalarda
elektrik alan ve 1s1 etkisi ile sonug¢ verir. Tedavide kullanilan EMA ise siddeti
mikrotesla (uT) ya da en fazla birkag militeslay1 (mT) ge¢meyen, frekanslari gok
diisiik tutulan alanlardir. Pulsed elektromanyetik alanlar (PEMF) dokular {izerindeki

etkilerini faraday akimu tireterek gosterir (113).

Elektromanyetik alanlarin biyolojik davranist hiicre i¢i ve g¢evresinde
elektriksel degisikliklere yol agmasidir. PEMF uygulmasi sonucu dokular tizerindeki
kan akimi artar, oksijen basinci yiikselir, yeni damar olusumu ile metabolitlerin

birikmesi onlenir (114,115). Patoloji gelisen hiicrelerde, hiicrenin her iki kutbunda
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diizgiin dagilim gosteren pozitif ve negatif yiikler hiicrede gelisigiizel bir dagilim
gostererek yayilir. PEMF etkisi sonucunda bozulan yiik dagilimi diizelerek hiicrenin
iyonlar1 normal pozisyonuna doner. Normal hiicre zarinda istirahat potansiyeli -90
mV iken inflamasyon durumunda -120 mV, dejeneratif durumda ise +30 mV olur.
PEMF etkisiyle elektromanyetik alan hiicre fonksiyonlarinin diizelmesini saglar.
Hasarli hiicrede PEMF etkisi ile kan akiminin artmasi sonucu iyon yerlesimleri
diizelir, dolasim saglanarak, hiicrenin tekrar oksijen ihtiyaci yeniden karsilanacak
duruma gelerek biyolojik reaksiyonlar tekrar baslar. lyilesme donemi baslayarak
hiicre zar istirahat potansiyeline geri doner (116). PEMF etkisinin hedefi hiicre
zaridir. Manyetik alanlar hiicre zarinda bulunan kanallardan Na-K pompasini uyarir,
Ca metabolizmasin1 degistirir, hiicre zarinda iletimin saglanmasini yonlendiren
reseptorlerin  bagh kalma siiresini ve dagihmimi etkiler (117,118). Yapilan
caligmalarda PEMF tedavisi sonucu anti-inflamatuar, neovaskiilarizasyon, rejeneratif
etkilerin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Manyetik alan hiicrelerin genislemesine ve
daralmasina neden olur. Bunun sonucunda lenf sivisini, kan-oksijeni hiicrelerde
hareket ettirir ve hiicrelerin dolasimina izin vererek hiicrelerin detoksifiye olmasina
yardimci olur. Manyetik alan, hiicrelerin kendilerini yeniden sarj etmelerine yardimci

olur.

2.6.11. Elektromanyetik Alan Uygulamalar:

2.6.11.1. Merkezi Sinir Sistemine Etkileri

Sinir yaralanmasi sonrasinda sinir hiicrelerinde hiperpolarizasyon geliserek
hiicrenin uyarilmasi zorlagmaktadir (119). Ratlar iizerinde yapilan g¢alismalarda
anestezi altinda siyatik sinir hasari olugturulmasinin ardindan puls uygulanmasi ile
miyelin kilif rejenerasyonu saglanarak siyatik sinirde iyilesme izlenmistir (120). Bir
baska calismada,PEMF uygulamasimin sinir zedelenmesi sonrasi iyilesmeyi
hizlandirdig: belirtilmistir (121). Yapilan ¢aligmalarda farkli siddetlerle uygulanan
PEMF sonrasinda; purkinje hiicre sayisinda azalma, hipotalamusta néron biiyiimesi
ve norepinefrin / dopamin miktarinda azalma, beyin hiicreleri 1sisinda yiikselme,

EEG frekanslarinda degisim gozlenmistir (122-124). Ayrica KBB gegirgenliginde
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de artma izlenmistir. Beyinde peroksidaz diizeyinde artma, myelin dejenarasyonu ve

glial hiicre proliferasyonunda yiikselme gozlenmistir (125,126).

2.6.11.2. Kardiyak Fonksiyonlar

Kalp hizi degiskenligi (HRV) iizerinde yapilan ¢aligmalarda EMA’nin
kardiyovaskiiler cevaptaki sempatik sinir sistemi aktivitesini etkileyebilecegi
belirtilmistir. Diger bir ¢alismada 17 giinliik EMA maruziyeti sonucunda bradikardi
ve EKG’de degisikliklerizlenmistir. Hem kan basincinda hemde kalp ritminde
diizensizlikler goriilebilmektedir (127,128).

2.6.11.3. Hematolojik Sistem

Hematokrit ve lenfosit diizeyinde artma, 10kosit hiicrelerinde azalma

saptanmistir (129,130).

2.6.11.4. Osteonekroz

Yapilan bir ¢alismada spoontan diz osteonekrozu olan 30 hastaya 1.5 mT, 75
Hz ile PEMF tedavisi uygulanmis dizdeki nekroz alaninin ve diz agrisinin azaldigi
bildirilmistir. PEMF tedavisinin ROS iiretimini azaltarak osteoblast aktiviteyi
arttirdigi, antinflamatuar etkisinin oldugu ve iyilesme hizini arttirdigi gosterilmistir

(131,132).

2.6.11.5. Osteoporoz

PEMF tedavisinin osteoporoz iizerindeki etkisini arastiran 111 ¢alisma
incelenerek hazirlanan bir derlemeye gore primer osteoporozda osteoblastik
aktiviteyi arttirdigr ve agriy1 azalttigi sekonder osteoporozda ise kemik mineral
yogunlugunu arttirdign  bildirilmistir  (133). Kullanmamaya sekonder gelisen
osteoporozda PEMF tedavisinin kemik kitle kaybini diistirdiigii ve ileri yas kadin

hastalarda kemik mineral yogunlugunu arttirdig1 izlenmistir (134,135).
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2.6.11.6. Osteoartrit

Yapilan ¢alismalarda servikal osteoartritli hastalarda PEMF uygulananlarda
eklem fonksiyonlarinda iyilesme, agrida azalma, eklem hareket acikliginda diizelme
izlenmistir. Diz osteoartritinde yapilan bir ¢alismada ise PEMF tedavisinin agriy1
azaltmada, eklem fonksiyonlarinda izlenen diizelme ile giinliikk aktiviteler iizerine

olumlu etkiler gosterdigi bildirilmistir (136,137).

2.6.11.7. Fibromiyalji ve Romatoid Artrit

Fibromyalji kronik bir romatolojik problemdir. Yapilan bir calismada
fibromiyalji tanili hastalara kulaklik benzeri bir cihaz ile PEMF tedavisi
uygulandiktan sonra hastalarin VAS skorlarinda azalma izlendigi bildirilmistir.
Ayrica romatoid artrite sekonder diz agrisinda manyetik alan uygulamasinin agriyi

azalttig1 yoniinde ¢alismalar vardir (138).

2.6.11.8. Antioksidan Sistem Uzerine Etkileri

Antioksidan ve oksidatif stres parametrelerinde degisiklikleri inceleyen bir
calismada inflamatuar kosullarda farmakolojik tedavilere karsin noninvaziv bir
yontem olan PEMF tedavisinin etkileri incelenmistir. Ratlar iizerinde yapilan,
oksidatif stress ve antioksidan diizeylerinin incelendigi bir ¢alismada dokular iizerine
incelendiginde inflamasyon sonrasi hiicrelerde glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz
(CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeylerinin yiikseldigi, malondialdehit
(MDA) seviyelerinin arttigi, PEMF uygulama sonrasinda ise CAT, SOD ve GPx
aktivitelerinin arttigi ve MDA diizeyinin azaldigi goriilmiistiir (139).

2.6.11.9. Diyabet

Diyabet tizerine PEMF’ in etkilerini inceleyen bir ¢alismada streptozotosin
diizeyine etki goriilmezken kan sekerini diiglirdiigii bildirilmistir. Azalan viicut
agirliklarina etki etmemesine ragmen kan sekerinde diisiis goriilmiistir PEMF
tedavisinin diyabet hastalarinda gelisen polindropatinin iizerinde azaltici etkiye sahip

oldugu, sinir iletiminde hizlanmaya neden oldugu gézlenmistir (140).
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2.6.11.10. Kink

Yapilan ¢alismalarda PEMF tedavisinin kaynama zamanini kisalttigi, bag
dokusunda ekstraseliiler matriks proteinlerini kodlayan gen ekspresyonunu
diizenleyerek kikirdak ve kemik doku olusumunu ve osteoblastlar1 uyararak

osteoblastlar {izerinden kemik olusumunu arttirdigi izlenmistir (141).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Etik Kurulu tarafindan deneysel
arastirmalar icin belirlenen kurallar ve prosediirler dogrultusunda, gerekli onay
(08/07/2020 tarih DAO04/01 say1) alindiktan sonra yiiriitilmiistir. Calismada
agirliklart 250 ile 350 gram arasinda Wistar —Albino tiirti disi toplam 24 adet rat
kullanilmistir. Ratlarin genel sagligi calisma oncesi kontrol edilmis ve her rat yer
aldig1 gruba goére uygun yontemle isaretlenmistir. Deney siiresince ratlar oda
sicakliginda (21°C -22 °C) ve nem (60% + 5%) olacak kosullarda, 12 saat karanlik -
12 saat aydinlik dongiide olacak sekilde kafesler igerisinde tutulmustur. Biitiin
denekler ticari yem (Korkuteli Yem, Antalya, TURKEY) ile beslenmistir.

3.1. PEMF Calisma Tasarimi Uygulamasi

Bilindigi iizere 27.12 MHz ISM Bandinin Tibbi Uygulama i¢in ayrilmig
kisminda yer alir (IEEE C95, 2019). Bu calismada 27.12 MHz merkez frekansinda
calisan kuartz kristal osilator devresi ve osilator ¢ikisini yiikselten bir gii¢ transistorlii
(2SC 2020) yiikseltec tasarlanmistir. Tasarim i¢in CST Studio Suite 3D simulation
(Oxfordshire, UK) bilgisayar programi kullanilmistir. Devre karti lizerinde ayrica
spiral formda pcb anten tasarimi da yapilmistir. Boylece anten kablo baglantisi
olmadigindan baglant1 kayiplarindan da kurtulunmugstur. PCB antenden RF yayinim
ve 1sima Oriintiisiiniin beklenildigi gibi oldugunun dogrulamasi i¢in simiilasyon
sonuglar1 kullanilmistir. Devre semasi ve simiilasyon goriintileri Sekil 2.” de

gorilmektedir.

8 o
ST NV S| AN
u

Sekil 2. Osilator ve Yiikselteg Devresi Simiilasyon Ciktilari
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Anten ve osilatdr devresinin tasarlandig1 sekliyle montajindan sonra her bir
kart 12 Vyc gerilim ile beslendi ve alan 6lger ile 1s1ma degeri ve PEMF alan
homojenligi dl¢iildii (MUSTOOL MT-525 (CHINA), ELF meter PF-4 (CHINA),
(EXTECH 480836 (USA). Bu cihazlar yayilan enerjiyi X, y, z boyutlarindan gelen
degerleri ile gostermenin yaninda tiim yonlerden alinan degerlerin ortalamasini da
vermektedir. Boylece PEMF alanin maruziyetinin her noktada ayni oldugundan emin
olunmaktadir. Her Eurotype-2 pleksiglas kafeste 2 hayvanin maruziyeti planlandigi
icin hayvanlarin kafeste hareket etmelerinde de viicutlarinin yaklasik miikemmel
homojen maruziyet almasi i¢in pcb anten devrelerinden ikisinin ¢apraz montajinin
yeterli olacagi siimiilasyon sonuglarindan anlagilmigtir. Ayrica yayilim frekansinda
dalga boyu diisiiniildiigiinde (11 m) kafes maruziyet diizeneginin her noktasi
kaynagin yakin alan bolgesi i¢inde olmaktadir. Dolayisi ile deneylerin her
asamasinda ve Olglimlerde frekansa uygun bir yakin alan probu anten olarak
kullanilmistir. Olgiim diizenegi Sekil 3 de goriilmektedir. Ayrica Sekil 4 te PEMF

maruziyet sisteminin anteninden yayilan enerjinin simiilasyonu verilmektedir.

A0y 5 smaber than le 4,

Sekil 4. Maruziyet Sisteminin Isima Oriintiisii
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Boylece her kafesin iizerinde hedef olan 10 V/m elektrik alan yogunlugu
verecek sekilde devrelerin beslemeleri ve ayarlar1 yapilarak deneylere baglanmistir.
Deney adimlarinin her asamasinda Siileyman Demirel Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi Elektrik-Elektronik Miihendisligi bolim laboratuvarlarinda bulunan
spektrum analizorler (ROHDE- SCHWARZ FSH6 spektrum analizor USA,
PROMAX AE-566 spektrum analizér, USA) kullanilmigtir. Bilimsel literatiirde bu
tiir maruziyet diizeneklerinin dis ortamdan izole edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir.
Bu nedenle deneylerin gergeklestirildigi Siileyman Demirel Universitesi, Hayvan
Deneyleri Laboratuvarinin elektromanyetik izole odasiin ekranlama verimliligi bu
calisma frekansi (27.12 MHz) igin (80 dB) olarak Ol¢iilmiistiir. Ayrica ortamdaki
olas1 tekrarlayan yansimalarin bozucu etkilerinin minimize oldugu da yukarida

ozellikleri verilen spektrum analizor cihazlari ile dogrulanmistir.

3.2. PEMF Prosediirlerinin Ozellikleri, Ozel Kafesler ve Uygulama
Cihazx

PEMF uygulamasi: Tiim ratlar 6zel donanimli kafeslere konularak Sekil 5'te
gosterildigi gibi PEMF uygulama cihazina yerlestirildi. 27.12 MHz frekansh
PEMF'yi hazirlamak igin 10 V / m elektrik alan siddeti degeri kullanildi. Bu devrenin
cikis transistorliniin gilivenlik sinir degeri olmasi nedeniyle amaglanmistir. Her
hayvan, ayr1 ayr euro tip 2 kafeslere yerlestirildi. PEMF {initesindeki kafesler arasi
paraziti 6nlemek i¢in her bolmenin duvarlari aliiminyum ile kaplanmistir (Sekil 5).
Litaratiirden bilindigi iizere PEMF’e 30 dakika maruz kalmak NO sentezini
artttrmaktadir (1).

PEMF cihaz1 30 dakika calistirilip 1,5 saat durdurularak uygulandi ve boylece
24 saatte 12 kez vardiyali olarak ¢alistirilmis oldu.
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Sekil 5. PEMF Uygulama Sistemi ve Kurulumu

A) PEMF cihaz1 27.12 MHz frekans igerir
B) Fareyi PEMF'den korumak i¢in mika'dan yapilmis Euro tip 2 kafes kapagi

C) PEMF den etkilenmeyecek metal yerine yapilan suluk bagligt

3.3. Anestezi

Ratlarda genel anestezi 12 Saat aglik sonrasi Ketamin 80-100 mg/kg
(Alfamin, Alfasan IBV) /Xylazin 8-10 mg/kg (Alfamin, Alfasan IBV) anestezisi
karistminin intraperitoneal enjeksiyonu ile saglanmistir (96). Spontan solunumu
inhibe etmeyecek sekilde ratlarin agr1 hissi duymayacagi sekilde ek doz uygulanarak
anestezi verilmistir. Deney esnasinda ratlarin viicut 1sis1 rektal 1s1 probu ile kontrol
edilerek 37 C° sabit tutulmustur. Islem sirasinda nasal maske ile 1.5 1t/dk. dan 0,

verilmistir. Cerrahi sonrasi ratlar normal oda 1s1sinda (20-22 C°) tutulmuslardar.

GRUPLAR 1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin
Grup 1 SF PEMF (-) PEMF (-)
Grup 2 SAK PEMF (-) PEMF (-)
Dekapitasyon
Grup 3 SAK + PEMF PEMF (+) PEMF (+)
Grup 4 PEMF + SAK PEMF (+) PEMF (+)

Sekil 6. Deneysel Protokol Semasi
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3.4. Gruplar

Ratlar, her biri alt1 rat iceren asagidaki dort gruba ayrildi: kontrol, SAK,
SAK+PEMF ve PEMF+SAK gruplari.

Tablo 3. Calisma Gruplarinin Ozeti

GRUPLAR RAT SAYISI TEDAVI PROTOKOLU
Grup 1 ( Kontrol ) 6 SAK ve tedavi yok
Grup 2 (SAK) 6 SAK sonrasi tedavi yok
Grup 3 (SAK +PEMF) 6 SAK+ PEMF tedavisi
Grup 4 ( PEMF + SAK ) 5 Proflaktik PtEeIL/IaE/i;iSAKJrPEMF

3.4.1.1. Grup 1 (Kontrol) (n:6)

Genel anestezi saglandiktan sonra, ratlarin inion ile atlas arasi tras edildi.
Batticon” ile steril saha temizligi yapildiktan sonra anterior servikale spang
konularak ratin bas1 45 derece fleksiyona getirildi. Occipitoservikal aralik agildi. 2
cm uzunlugunda inion- atlas arasi mesafeye cilt insizyonu yapildi. Cilt alti doku
gecildi, oksipital adale her iki tarafta bilateral olarak kiint diseksiyonla oksipital
kemikten disseke edildi. Sonrasinda posterior servikal adaleler disseke edilerek
atlantooksipital membrana ulasildi (Sekil 8).Bu gruptaki hayvanlarin sisterna magna
bolgesine 0.3 ml salin (SF) uygulandi. SAK olusturulmadan PEMF uygulamak igin
hazirlanmis 6zel donanimh kafeslere PEMF e maruz birakilmadan koyuldu. SAK
olusturulmayan bu gruptaki ratlara deneyin 4. Giiniinde pentobarbital sodyum (120
mg/kg) verilerek dekapitasyon yapilmistir. Abdominal insizyon yapilarak V.Cava
Inferiordan kan alinarak cerrahi eksanguinasyon yontemi uygulanip kan 6rnekleri
alindi. Dekapitasyonu takiben kafa kaidesi acilip beyin dokular1 kortex, hipokampiis
ve serebellum olmak {izere ayrilarak biyokimyasal, genetik ve histopatolojik

degerlendirmeler igin diseke edildi. Ornekler alind1 ve -80 derecede saklandi.
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Sekil 7. Kan Alimi1 i¢in Kullanilan Restrainer

3.4.1.2. Grup 2 (SAK) (n:6)

Ozel olarak hazirlanan restrainerlara ratlar konularak kuyruk bolgesi steril
edildi. Tras edilerek kuyruk arteri kizilotesi 1sitici lamba ile 1sitilarak vazodilatasyon
saglandi. Kuyruk arteri kateterize edildikten sonra 0.4 ml/kg’a nonheparinize arteryal
kan alindi ve sonrasinda genel anestezi saglandi, ratlarin inion ile atlas arasi tras
edildi. Batticon® ile steril saha temizligi yapildiktan sonra anterior servikale spang
konularak ratin bas1 45 derece fleksiyona getirildi, Oksipitoservikal aralik agildi. 2
cm uzunlugunda inion- atlas arasi mesafeye cilt insizyonu yapildi. Cilt altt doku
gecildi, oksipital adale bilateral olarak kiint diseksiyonla oksipital kemikten disseke
edildi. Posterior servikal adaleler disseke edilerek atlantooksipital membrana ortaya
konuldu (Sekil 8). Ucu 90 derece ag1 verilmis 32G igne ucu kullanilarak sisterna
magnaya girildikten sonra 0.5 cc BOS bosaltilmasini takiben kuyruk arterinden
alman kan sisterna magnaya 30 saniye slirede enjekte edildi. Enjektor giris
noktasinda sizinttyr Onlemek ic¢in igne ucu 3 dakika boyunca cikartilmadan
bekletildikten sonra ratlara 10 dakika boyunca trendelenburg pozisyonu verildi
(Sekil 7). Ratlar 1sitic1 altinda uyandirildiktan sonra PEMF islemi yapilacak
kafeslerine alindi ancak PEMF islemi uygulanmadi. Deneyin 4. giiniinde ratlara
pentobarbital sodyum (120 mg/kg) verilerek dekapitasyon yapildi. Abdominal
insizyon yapilarak V.Cava Inferiordan kan alinarak cerrahi eksanguinasyon yontemi
uygulanip kan ornekleri alindi. Dekapitasyonu takiben kafa kaidesi acilip beyin

dokular1 kortex, hipokampiis ve serebellum olmak {izere ayrilarak biyokimyasal,
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genetik ve histopatolojik degerlendirmeler i¢in diseke edildi. Alinan 6rnekler -80

derecede saklandi.

3.4.1.3. Grup 3 (SAK+Terapétik PEMF 27.12 MHz ) (n:6)

Ayni yontemle ratlara SAK olusturulduktan 30 dakika sonra hazirlanmis 6zel
donanimli kafeslerde PEMF uygulandi. PEMF cihazi1 30 dakika calistirilip 1,5 saat
durdurularak uygulandi ve bdylece 24 saatte 12 kez vardiyali olarak caligtirilmisg
oldu. Deneyin 4. giiniinde ratlara kontrol grubundaki islemler uygulandi.

3.4.1.4. Grup 4 PEMF+SAK (Profilaktik PEMF 27,12 MHz+SAK) (n = 6)

Bu gruptaki hayvanlara SAK olusturmadan 6nce 30 dakika 6zel donanimli
kafeslerde proflaktik PEMF ve SAK olusturulmasindan 30 dakika sonra PEMF
uygulandi. PEMF cihazi 30 dakika calistirthip 1,5 saat durdurularak uygulandi ve
boylece 24 saatte 12 kez vardiyali olarak calistirilmis oldu. Deneyin 4. giiniinde

ratlara kontrol grubundaki islemler uygulandi.

Sekil 8. Atlantooksipital Membran
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Sekil 10. Prepontin Sisternlerdeki ve Baziller Arter Etrafindaki Subaraknoidal
Kanama
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Sekil 11. Prepontin Sisternlerdeki ve Baziller Arter Etrafindaki Subaraknoidal
Kanama

3.5. Verilerin Toplanmasi

3.5.1. Biyokimyasal ve Genetik Analizler

3.5.1.1. Beyin Dokusunda Oksidatif Stres Parametrelerinin Ol¢iimii

Beyin dokusu ornekleri oksidan-antioksidan analiz i¢in bir vorteks karistirict
(Thermo, ABD) kullanilarak ayristirildi. Serum TAS, TOS ve OSI degerleri,
modifiye Erel yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Serumdaki
TAS ve TOS sonuglart sirastyla pmol Trolox Eq / L ve pmol H202 Eq / L olarak
ifade edildi. Dokular i¢cin TAS ve TOS sonuglari protein degerine gore boliinerek
ifade edildi. OSI, OSI = TOS / TAS formiilii kullanilarak hesaplandi (160). Serum
TAS, Erel tarafindan gelistirilen yeni bir otomatik kolorimetrik Ol¢lim ydntemi
kullanilarak o6l¢iildii. Bu yontemde, numunedeki antioksidanlar, koyu mavi-yesil
renkli 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikalini renksiz
indirgenmis ABTS formuna indirgemektedir. 660 nm'de absorbans degisikligi,
numunenin toplam antioksidan seviyesi ile ilgilidir. Bu yontem, numunenin tretilen

hidroksil radikalleri tarafindan baslatilan giiclii serbest radikal reaksiyonlarina karsi
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antioksidatif etkisini belirler. Sonuglar, litre bagina milimolar Trolox esdegeri olarak
ifade edilir (142). Plazma TOS'u, agiklanan yeni bir otomatik kolorimetrik yontem
kullanilarak Ol¢iildii. (143). Bu yontemde, numunede bulunan oksidanlar, demirli
iyon-dianisidin kompleksini demir iyonuna oksitler. Oksidasyon reaksiyonlari
ortamda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleri tarafindan gelistirilir. Ferrik iyon,
asidik bir ortamda ksilenol turuncuyla renkli bir kompleks olusturur.
Spektrofotometrik olarak ol¢iilebilen renk yogunlugu, numunede hali hazirda mevcut
olan oksidan molekiillerin toplam miktar1 ile iliskili bulunmustur. Tahlil, hidrojen
peroksit ile kalibre edildi ve sonuglar, litre basina mikromolar hidrojen peroksit
esdegeri (umol H202 Eqv./L) cinsinden ifade edildi (142).

3.5.1.2. Kantitatif RT-PCR Analizi ile Total RNA izolasyonu ve
Ekspresyonu

Toplam RNA ekstraksiyonu ve saflastirma

Toplam RNA, iireticinin talimatlarina gére Monarch Total RNA izolasyon
kiti (New England BioLabs) kullanilarak ratlarin beyin dokusundan izole edildi.
RNA konsantrasyonu ve safligi, MySPEC mikrohacim spektrofotometresi (VWR) ile
belirlendi.

cDNA sentezi

cDNA'lar, iScriptTM c¢cDNA Sentez kiti kullanilarak sentezlendi(Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California). Ters transkripsiyon, iireticinin protokoliine gore
numune basmma 1 pg mRNA ve oligo dT primerleri kullanilarak gerceklestirildi.
Reaksiyon karisimi 5 dakika 25 ° C'de, 20 dakika 46 ° C'de ve 1 dakika 95 ° C'de
inkiibe edildi.

3.5.1.3. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
gPCR)

Gergek zamanli PCR amplifikasyonu, iTaq Universal SYBR Green Supermix
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, California) ve CFX96 Real-time PCR System (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, California) kullanilarak gergeklestirildi ve izlendi.

AKT1, Hif-1a, eNOS ve GAPDH'ye kars1 6zel primerler tasarlanmistir. Tiim primer
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dizileri Tablo 1'de listelenmistir. CDNA oOrnekleri, her PCR i¢in ii¢ kopya halinde
analiz edilmistir. Transkriptler igin kat degisikligi, temizlik geni GAPDH'ye
(Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz) normalize edildi. Asagidaki PCR kosullari
kullanildi: 95 ° C'de 10 dakika denatiirasyon, ardindan 45 dongii: 95 ° C'de 10
saniye, 60 ° C'de 30 saniye. Gen ifadesinin goreli nicelendirmesi, karsilastirmali
AACt yontemi kullanilarak gergeklestirildi. RT-qPCR sonuglari, bir kat degisimi

olarak grafiklerde sunuldu.

Tablo 4. Calismada Beyin I¢in Kullanilan Primer Dizileri

Gen Ad1 Astar Dizisi

eNOS (RAT)  Forward GTGAAGGCGACTATCCTGTATG
Reverse CATGCTCTAGGGATACCACATC

Hifla (RAT)  Forward GGAAATGCTGGCTCCCTATATC
Reverse GTAACTGGGTCTGCTGGAATC

AKT1 (RAT) Forward GCTCAAGAAGGACCCTACA
Reverse GGGCTCAGCTTCTTCTCATAC

GAPDH (RAT) Forward CAAGGTCATC CCA GAG CTG AA

Reverse CATG TAG GCC ATG AGG TCC AC

3.5.2. Histopatolojik Analizler
-Fiksasyon ve Yikama

Hayvanlardan elde edilen dokular fiksasyon icin %10 luk nétral formaldehit
sollisyonu igerisinde en az 48 saat bekletildi. Fiksasyonun tamamlanmasinin

ardindan dokular bir gece akarsu altinda yikanarak doku takip islemlerine baslandi.
-Doku Takibi

Yikama isleminin ardindan dokulardaki suyun uzaklastirilmasi amaciyla

dokular dereceli olarak artan alkollerde belirlenen siirelerde bekletildi (Tablo 5).
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Tablo 5. Dechidratasyon Asamasinda Kullanilan Alkol Dereceleri ve Uygulama

Stireleri

ALKOL DERECESI SURE
%50 45 dakika
%60 45 dakika
%70 45 dakika
%80 45 dakika
%90 45 dakika
%96 45 dakika
%100 1 saat
%100 1 saat

Dehidratasyon asamasinin ardindan dokularin durumlar1 kontrol edilerek
5-15 dk ksilolde seffaflandirildi. Ardindan dokular parafin emdirme islemi i¢in 60 °C
deki sivi parafin icerisinde 1 saat etiivde, kati parafin, icerisinde 1 gece oda
sicakliginda bekletildi. Tekrar etiivde 60 °C de sivilastirilan parafin igerisindeki
dokular bloklar halinde gomiildii.

-Kesit Alma

Elde edilen parafin bloklardan mikrotom yardimi ile 4-5 pum kalinliginda

kesitler elde edildi ve sicak su banyosu yardimiyla lamlara aktarildi.
-H-E Boyama

Histokimyasal degerlendirmelerin yapilabilmesi amaciyla elde edilen kesitler
belirtilen protokol uyarinca Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyandi (Tablo 6).
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Tablo 6. H-E Boyama Protokolii

Islem Siire-Tekrar
1 Deparafinizasyon (60 °C) 1 gece
2 Deparafinizasyon (ksilol) 30 dk
3 Deparafinizasyon (ksilol) 30 dk
A Alkol serisi (%100, %90, 10 dk

%80, %70, %60, %50)
5 Distile su 10 dk — 2 kez
6 Hematoksilen 4,5 dk
7 Yikama 5dk -2 kez
8 Asit Alkol (%1 lik) Batir-¢ikar
9 Yikama 5 dk
10 Eozin 3,5dk
11 Yikama 5dk -2 kez
1 Alkol serisi (%50, %60, %70, Batic- cikar
%80, %90, %100)
13 Ksilol 30 dk — 2 kez
14 Entellan ile Kapatma -
-Degerlendirme

H-E ile boyanan dokular histopatolojik degerlendirme amaciyla goriintiilleme
destekli binokiiler 151k mikroskopunda degerlendirildi ve fotograflar elde edildi.
Tespit edilen bulgunun derecesine gore (-): herhangi bir bulgu yok, (+): disiik
diizeyde bulgu, (++): orta diizeyde bulgu, (+++): ciddi diizeyde bulgu seklinde
histopatolojik skorlama yapildi.

3.5.3. Istatiksel Analizlerin Yapilmasi

Degiskenler ortalama + standart sapmalar olarak sunuldu. Gruplar arasindaki
biyokimyasal ve genetik skorlar1 karsilastirmak i¢in ANOVA (post hoc LSD) testleri
kullanild:. Istatistiksel hesaplamalar SPSS 18.0 program paketi kullanilarak yapildi
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Anlamlilik degeri olarak p <0.05 alinmistr.
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4. SONUCLAR

Deney siiresince yapilan islemler ratlar tarafindan genel olarak iyi tolere
edildi. Grup 2’den 2, grup 3’ten ve Grup 4’ten 1’er rat kanamadan sonraki 1. giinde
kaybedildi. Calismaya toplam 28 adet rat dahil edildi.

4.1. Biyokimyasal Sonuclar

4.1.1. Oksidatif Stress Parametreleri

Tablo 7. Oksidatif stres parametreleri sonuglari a - Kontrol, b - SAK, ¢ - SAK +

PEMF.
TAS (mmol Trolox TOS (umol H202 )
) ) OSI index
Gruplar Equivalents/L) Equivalents/L)

Mean+SD | Pvalue | MeantSD | Pvalue | MeantSD | P value

Kontrol 0,81+0,69 12,93+2,09 1,60+0,27
SAK 0,77+0,12 16,27+2,07 | a:0,045 | 2,20+0,45 | a:0,013

a: 0,012 b:0.002

SAK+PEMF | 0,6340,06 W o 10,71+£3,17 1,59+0,43 | b:0,016

PEMF+SAK = 0,79+0,16 | ¢:0,022 | 12,19+2,42 | b:0.010 1,57+0,32 | b:0,014

Gruplar arasinda oksidatif stres belirteg puanlarini karsilagtirmak icin
ANOVA (post hoc LSD) testleri kullanildi.SAK grubunda TAS diizeyleri kontrol
grubuna gore azaldi (p> 0.05) . SAK + PEMF grubunda da azalma gozlendi (sirasiyla
p = 0.012 ve p = 0.040). Ote yandan profilaktik PEMF uygulanan PEMF + SAK
grubunda bu diizeyler SAK + PEMF grubuna gére artmistir. SAK grubunda TOS ve
OSI indeks diizeyleri kontrol grubuna gore artt1 (sirasiyla p = 0,045 ve 0,013), SAK
+ PEMF'de azaldi (sirasiyla p = 0,002 ve p = 0,016). ve PEMF + SAK gruplari
(sirastyla p = 0,010 ve p =0,014) (Tablo 7).
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4.1.2. RT-qPCR Sonugclar:

?nHHH

3
B

B
BB

8

AKT1 relative mRNA expression
Jfold change
[

Hif-1a relative mRNA expression
fold change

EEE BB

eNOS refative mANA expression
foid change

EEsEREREER

B B

Control SAH SAH4PEMF  PEMFSAH Control SAH SAHAPEMF  PEMF4SAH SAH  SAHPEMF  PEMFeSaH
KControl-SAH 0.00047 #Control-SAH 10,0234 HControl-SAH 0.00054
* p<0.05 HControl-SAH/PEMF  :0.00072 *Control-SAH/PEMF : 0,0465 *Control-SAH/PEMF  : 0.0342
#p<0.001 HControl-PEMF/SAH  £0.00093 * pe0.0s HControl-PEME/SAH  : 000089 ' p<0.05 HControl-PEMF/SAH  : 0.00097
HSAH-SAH/PEMF 0.00084 # p<0.001 #SAH-SAH/PEMF £ 0,00076 #p<0.001 HSAH-SAH/PEMF :0.00058
*SAH-PEMF/SAH 00213 HSAHPEMF/SAH  :0.00069 HSAH-PEME/SAH 0.00084

Grafik 1. PEMF Tedavisinin Beyin Dokularinda AKT1, Hif-la ve eNOS
Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

Degerler ortalama + SD olarak sunulmustur. (SAH: Spontan subaraknoid

kanama; PEMF: Pulsed elektromanyetik alan)

Tablo 8. AKT1, Hif-1a ve eNOS Ifadelerinin Goreceli Ifade Seviyeleri

AKT1 eNOS Hif-1la

SAK 2,012 0,158 0,328
SAK+PEMF 1,708 0,912 0,650
PEMF+SAK 1,400 1,242 1,023

AKT]1 diizeyleri kontrol grubuna gore artarken (p <0.001), SAK grubuna gore
SAK + PEMF grubunda (p <0.001) ve PEMF + SAK grubunda (p <0.02) azaldi. Hif-
1o ve eNOS ekspresyon seviyeleri SAK grubunda kontrol grubuna gére anlamli
olarak azaldi (sirasiyla p = 0.02 ve p <0.001). Tersine, Hif-1a ve eNOS seviyeleri
SAK+PEMF grubunda (sirasiyla p <0.001 ve p <0.001) ve PEMF + SAK grubunda
(sirastyla p <0.001 ve p <0.001) artmustir (Tablo 8).

4.2. Histopatolojik Sonuglar

Histokimyasal degerlendirmede kontrol grubuna ait hayvanlarin beyin
dokularinda kortikal ve hipokampal alanda herhangi bir patolojik bulgu gozlenmedi
(Tablo 9).
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Tablo 9. Beyin Dokularinin Histopatolojik Bulgulari

SAK+ | PEMF
PARAMETRE/GRUP K | SAK
PEMF | +SAK
Subaraknoid hemoraji - +++ ++ +
(")dem - +++ ++ +
Kortikal alan -
Vakualizasyon - +++ ++ ++
bulgular
Apoptotik cisimler | - +++ +++ +
Vakualizasyon - ++ ++ ++
Hipokampal alan
Apoptotik cisimler | - ++ ++ +

SAK grubu hayvanlarin beyin Kkortikal alanda onemli histopatolojik
degisimler gozlendi; subaraknoid alanda yogun hemoraji, kortikal alanda odem,
noron ¢evresi vakualizasyon ve apoptotik cisimler izlendi. Hipokamopal alanda da

benzer sekilde apoptotik cisimler ve noron ¢evresi vakualizasyonlar gézlendi. (Tablo
9).

Resim 1. Kontrol Grubu Beyin Korteks Normal Histolojik Yapi. HE, x40, Olgiim
Cubugu= 50 pm.

41



Resim 2. SAK Grubu Beyin Kortikal Alan Histopatolojik Degisiklikler; Subaraknoid
Hemoraji (Beyaz Ok), Apoptotik Cisimler (Siyah Ok), Vakualizasyon (Ok
Basi1). HE, x40, Ol¢iim Cubugu= 50 um.

Resim 3. SAK+PEMF Grubu Beyin Kortikal Alan Histopatolojik Degisiklikler;
Subaraknoid Hemoraji (Beyaz Ok), Apoptotik Cisimler (Siyah OKk),
Vakualizasyon (Ok Bas1). HE, x40, Ol¢iim Cubugu= 50 pum.
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Resim 4. PEMF+SAK Grubu Beyin Kortikal Alan Histopatolojik Degisiklikler;
Subaraknoid Hemoraji (Beyaz Ok), Apoptotik Cisimler (Siyah OK),
Vakualizasyon (Ok Bas1). HE, x40, Ol¢iim Cubugu= 50 pum.

SAK+PEMF grubu hayvanlarin beyin kortikal alanda SAK grubuna kiyasla
bulgularda anlamli bir degisiklik gézlenmedi. Subaraknoid alanda hemoraji, kortikal
alanda 6dem, apoptotik cisimler ve ndéron c¢evresi vakualizasyonlar izlendi.

Hipokampal alanda da apoptotik cisimler ve vakualizasyonlar g6zlendi (Resim 4).

PEMF+SAK grubu hayvanlarin beyin beyin Kkortikal alanda SAK grubuna
kiyasla subaraknoid hemorajik alanlarda, kortikal 6dem, vakualizasyon ve apoptotik
cisimlerde azalma izlendi. Benzer sekilde hipokampal alandaki vakualizasyon ve

apoptotik cisim bulgularinda da azalma gozlendi (Resim 4).
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Resim 5. Kontrol Grubu Beyin Hipokampal Alan Normal Histolojik Yapi. HE, x40,
Olgiim Cubugu= 50 pm.

. 5 N

- , 4 ;
: . -
L it cpinilhttniiftopiiistiontl] Sonibitintimatstiibions ‘---.‘.........__i-/

Resim 6. SAK Grubu Beyin Hipokampal Alan Histopatolojik Degisiklikler;
Apoptotik Cisimler (Siyah Ok), Vakualizasyon (Ok Basi). HE, x40,
Ol¢iim Cubugu= 50 pm.
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Resim 7. SAK+PEMF Grubu Beyin Hipokampal Alan Histopatolojik Degisiklikler;
Apoptotik Cisimler (Siyah Ok), Vakualizasyon (Ok Bas1). HE, x40, Ol¢iim
Cubugu= 50 pm.

Resim 8. PEMF+SAK grubu beyin hipokampal alan histopatolojik degisiklikler;
apoptotik cisimler (siyah ok), vakualizasyon (ok basi). HE, x40, 6l¢iim
cubugu= 50 pm.
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5. TARTISMA

Non-travmatik subaraknoid kanamanin en sik nedeni arteryel duvarin media
tabakasinin konjenital anomalisine ve kan basincindaki artisa bagli intrakranyal
sakkiiler anevrizma riiptiiridiir (99,100). Norolojik bulgular kanamanin yeri, miktari
ve uzanimu ile iligkilidir. Subaraknoid alana kanin yiiksek basingla yayilimi ani bas

agrist olugmasina ve kisa siireli biling kaybina neden olabilir (146).

SAK sonras1 mortalite ve morbiditenin temel nedeni erken donemde goriilen
tekrar kanama ve kanama sonras1 3-14 giin siiresince gelisen serebral vazospazmdir.
Vazospazmin patogenezinde, subaraknoid mesafedeki kan, kan yikim {iriinleri,
uzamig arteryel kasilma, inflamatuar ve endokrin yanitlar ve arteryel duvardaki

yapisal degisiklikler 6nemli rol oynamaktadir (147).

Subaraknoid mesafeye salinan eritositlerin pargalanmasimin ardindan
hemoglobin oksidasyonu meydana gelir. Serebral vazospazmin ana nedeni olan
oksihemoglobin (oxyHb) metHb’e okside olurken serbest oksijen radikallerinin
(SOR) aciga cikmasina neden olur. SOR’ler; superoksid anyon, hidroksil radikal,
hidrojen peroksid, nitrik oksid (NO) ve peroksinitrat’i igerir. Tiim bu yol ve hasarli
mitokondriden superoksid anyonlarinin ¢ikisi, oksidatif stres, apopitozis ve
inflamasyonu tetikler. Hiicre diizeyinde olusan bu hasar mekanizmalarini engellemek
icin bircok tedavi edici ajan denenmistir. Sun ve ark. yaptiklari bir calismada,
Salvinorin A’nin eNOS ve NO salinimindaki artis ile SAK sonrasi olusan beyin

hasarinin azaldigini1 gostermiglerdir (148).

Oksidatif stres doku oksijenasyonu bozuldugu zaman, iskemi ve reperfiizyon
durumlarinda ortaya ¢ikan ve diger hasar mekanizmalarini tetikleyen patolojik bir
stirectir. Bu ¢alismada, biz oksidatif stres gostergesi olan TOS ve OSI diizeylerindeki
degisikliklerin dokuda bu mekanizmayi tetikledigini ve PEMF tedavisinin bunu
engelledigini gordiik. Diger taraftan, PEMF dokuda antioksidan enzim diizeylerini
arttrmadan  oksidan parametreleri azaltmaktadir. PEMF’in neden oldugu
vazodilatasyon sonucunda kan miktarinin artmasina bagli hipoksi ve inflamasyonun
gerilemesinin bu durumda bir rolii olabilir. PEMF’in 6nce uygulandig: grupta, TAS
diizeylerinin sonra uygulananlardan yiiksek oldugu gorilmistir ki bu durum

dokulari besleyen damarlarda SAK oOncesi var olan nitrik oksid diizeylerinin
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dokudaki stres etkenlerine olan direnci arttirip, inflamasyonun ilerlemesini énledigini

gOstermistir.

Bilindigi gibi, oksidatif stres bazi hiicre ici yollar1 etkileyerek hiicrede diger
hasar mekanizmalarin1 tetikleyebilmektedir. Infamasyon ve apopitozu iceren bu

mekanizmalarin aktive olmasi hiicrede ilerleyici hasarlara neden olabilmektedir.

Literatiirde, Hifla / eNOS yolu bir¢ok hasar mekanizmasinda arastirilmistir
ve hipoksiyi engelleyerek iskemiye olan toleransi arttirdigni gozlenmistir (149).
Oksijen hemostazinin korunmasinda etkili olan bu yolun aktive olmasi, eNOS-
iligkili NO iretiminin artmasini saglayarak katkida bulunacak ve NO-iliskili
vazodilatasyona bagli kan akimi artacaktir (150). Bu calismada, SAK gruplarinda
hasar ve kanamaya bagli dokuda meydana gelen hipoksik ¢evrede, HIFla
diizeylerinde azalma oldugu goriilmiistiir. Bilindigi gibi, damar endotelinin saglam
olmast eNOS-iligkili NO iiretimine ve salinnmmma neden olmaktadir. Damar
endotelindeki hasar ise NO iiretiminin azalmasina neden olur. PEMF tedavisi ile
dokularda NO diizeylerinin artmasit ve inflamasyonun, apopitozisin azaltilmasi
Oonemli bir tedavi alternatifi olabilir. Cichon ve ark. post-akut inme hastalarinda
PEMF uygulamasmit koruyucu etkisinde bu mekanizmanin rol aldigm
gostermislerdir (151). Bu c¢alismada, goriilmektedir ki in vitro uygulanabilen bu
metod var olan ve kullanilmakta olan ilag tedavilerine ek katki saglayacaktir.
Ozellikle dokulardaki yara tedavilerini igeren calismalarda gosterildigi gibi, SAK
tedavisinda hasarli alanlardaki kan akimindaki artisa ek olarak proliferatif etkisinin

de olumlu sonuglar1 olacaktir.

Sinir dokular1 hipoksiye bagli gelisen hasar mekanizmalarina daha duyarlidir.
Hasara miidahalede ge¢ kalinmasi, ani hiicre Oliimlerine neden olmaktadir. Bu
durum, beyin dokusunun iligkili bdlimlerinde meydana gelen dejeneratif
degisikliklere bagl ¢esitli semptomlara neden olmaktadir (152). Bu nedenle, tedavi
miimkiin oldugunca hizli olmali ve hasarli alanin distal boliimiiniin beslenmesi en

kisa siirede saglanmalidir.

Calismanin histopatolojik degerlendirmesinde, SAK gruplarinda 6demin
gozlenmesi, serebral kortekste ve hipokampiiste apopitotik cisimlerin ve

vakuolizasyonun bulunmasi hasarin ne kadar ciddi olabilecegini gostermektedir.
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Diger yerlere gore daha izole olan ve entellektiiel kapasitede 6nemli bir rolii olan

hipokampus alan: da etkilenebilmektedir.

Vazospazmin rutin tedavisinde ve sercbral vazospazmin negatif etkilerini
azaltabilmek igin kullanilan sinirli sayida ila¢ (nimodipin, nikardipin gibi..)
mevcuttur. Tedavide bir¢ok ajan denenmesine ragmen etkinligi ortaya konmus ve

rutin tedaviye girmis yeni bir ilag veya modalite bulunmamaktadir.

PEMF uygulamasinin SAK sonrasi kullanimi 6zellikle gelisen vazospazmin
onlenmesinde ve hastalardaki tekrar kanama olmasi durumunda gelisecek

komplikasyanlarin 6nlenmesinde etkili olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

SAK sonrasi vazospazm olusmasinda oksidasyon, inflamasyon, lipid
peroksidasyonu, vaskiiler dokuda ve noronal hiicrelerdeki apopitoz, vaskiiler
diiz kas hiicre proliferasyonu ve nekroz gibi birbiriyle baglantili bir ¢ok
patolojik olay yer almaktadir. Apopitozun vazospazm siirecinin bir pargasi
olmasi, ayrica inflamatuar reaksiyonlar, kalsiyum metabolizmasi, serbest
radikal olusumu ve lipid peroksidasyon mekanizmalarinin da bu siirecte etkili
olmalar1 nedeni ile bu reaksiyonlarin olusumunun engellenmesi vazospazm
tedavisindeki basartyi arttiracaktir.

Calismamizda, kompleks ve multifaktdriyel bir patolojik siireg
sonucunda gelisen vazospazmin tedavisinde in vitro ve medikal tedavilere ek
olarak kullanilabilecek PEMF tedavisi arastirilmis ve SAK’a bagli gelisen
beyin doku hasarini azaltabilecegi gosterilmistir. Beyin dokusuna PEMF
uygulanmasi ile ilgili daha detayli molekiiler caligsmalara ihtiya¢ vardir. Ayrca
rutin ilag tedavisine alternatif veya ek olabilecek bu yontemin Klinik

calismalarda kullanilabilirligi de planlanabilir.
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OZET

Deneysel Subaraknoid Kanama Sonrasi Serebral Iskemi Modelinde Pulsed

Elektromanyetik Alan Uygulamasiin Iskemik Doku Hasarina Etkileri

Serebral iskemiye sebep olan serebral vazospazm, subaraknoid kanamaya
bagl gelisen morbidite ve mortalitenin en 6nemli Sebeplerinden biridir. Serebral
vazospazmin patofizyolojisi ve tedavisine yonelik aragtirmalar yapilmakta, cerrahi
tedavilerin yan1 sira bir¢ok tibbi ajan lizerinde c¢alisilmaktadir. Medikal ve cerrahi
tedavi segeneklerinin yan etkileri ve komplikasyonlar1 dikkate alindiginda,
vazospazmin tedavisinde PEMF non-invaziv ve uygulanabilir bir tedavi yontemi
olarak etkili bir tercih olabilir.

Bu ¢alismada toplam 24 Wistar Albino rat kullanildi. Ratlar her biri 6'sar rat
olmak iizere 4 gruba ayrildi; kontrol (grup 1), SAK (grup 2), Terapdtik SAK +
PEMF (grup 3), Profilaktik PEMF + SAK (grup 4). Grup 2, 3 ve 4'te sisterna
magna'ya otolog kan (0.3ml) enjekte edilerek SAK olusturuldu. Grup 3'te SAK'tan
30 dakika sonra PEMF uygulandi. Grup 4’te SAK'dan hemen o6nce 27.12 MHz
PEMF uygulamas: yapildi. Oksidatif stres parametreleri, PCR ve histopatolojik
analizler yapildu.

Kontrol grubuna gore SAK grubunda TOS ve OSI indeks diizeyleri artmis,
TAS diizeyleri azalmistir. SAH grubunda AKT1 ekspresyonlar1 artmig, eNOS ve
Hifla ekspresyonlar1 anlamli olarak azalmistir. PEMF tedavisi ile tiim bu
parametrelerin tersine dondiigii goriilmistir. SAK grubundaki hayvanlarin beyin
dokularinda 6nemli histopatolojik degisiklikler, subaraknoid bdlgede yogun kanama,
serebral korteksde Odem, nodronal doku ¢evresinde vakuolizasyon ve apoptotik
cisimler, hipokampal alanda noéron etrafinda apoptotik cisimler ve bosluklar
gozlenirken, PEMF tedavisinin bu alanlarda olumlu etkilerinin oldugu goriilmiistiir.

SAK’ta PEMF tedavisi, Ozellikle damarlarin distal kisimlarinda
vaskiilarizasyonu arttirdigi gibi oksidatif stresi, inflamasyonu ve apopitozu
azaltmaktadir. PEMF’in rutin tedavi modalitesi olarak kullanilabilmesi i¢in, beyin
dokusu iizerindeki etkilerine iligkin daha detayli ¢alismalar planlanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Subaraknoid kanama, oksidatif stress, pulsed elektromanyatik
alan tedavisi , nikrik oksid sentaz , vazospazm
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SUMMARY

Effects of Pulsed Electromagnetic Field Application on Ischemic Tissue Injury
in Cerebral Ischemia Following Experimental Subarachnoid Hemorrhage
Model

Cerebral vasospasm leading to cerebral ischemia is still a major complication
and source of morbidity and mortality in subarachnoid hemorrhage. A great deal of
interest and research has been focused on its pathophysiology and treatment. Besides
surgical treatments many medical agents are being working on. As side effects and
complications of the other treatment options are considered, Pulsed electromagnetic
field (PEMF) is a non-invasive and feasible treatment modality that can be an
effective option.

A total of 24 Wistar Albino rats were used in this study. The rats were
divided into 4 groups of 6 rats each; control (group 1), sham (group 2), Therapeutic
SAH + PEMF (group 3), Prophylactic PEMF + SAH (group 4). Autologous blood
(0.3ml) was injected into the cisterna magna in group 2,3, and 4. 27.12 MHz PEMF
was applied 30 minutes after SAH in group 3, and just before SAH in group 4.
Oxidative stress parameters, PCR and histopathological analyses were done.

TOS and OSI index levels increased, TAS levels decreased in SAH group
compared with the control group. AKT1 expressions increased, and eNOS and Hifla
expressions decreased in SAH group significantly. PEMF treatment reversed all
these parameters.

Significant histopathological changes, dense hemorrhage in the subarachnoid
area, edema in the cortical area, vacuolization around the neuron and apoptotic
bodies, and vacuolations around the neuron in the hippocampal area were observed
in the brain tissues of animals in the SAH group. PEMF treatment restored all these
changes.

PEMF decrease the oxidative stress, inflammation, and apoptosis on SAH as
increasing the vascularization of especially the distal part of the vessels. More
detailed studies should be planned for the effect of PEMF on brain tissue to use as a
routine treatment modality.

Key Words: subarachnoid hemorrhage, Pulsed electromagnetic field, nitric oxide
synthase, oxidative stress, vasospasm
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