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OZET

Amag: Serebral vazospazm, subaraknoid kanamayi takiben mortalite ve
morbiditeyi belirleyen en 6énemli komplikasyondur. Vazospazm tedavilerinin etkinligi
heniiz istenilen diizeyde degildir. Pulmoner hipertansiyon (PHT) tedavisinde kullanilan
Riociguat bir guanilat siklaz aktivatoridir. Guanilat Siklaza (GC) direkt etki ederek
CGMP'a déniisiimiinii saglar ve GC*nin nitrik oksit (NO) duyarliligini artirarak etki
eder. NO, hiicre i¢i kalsiyum miktarin1 azaltarak diiz kasin gevsemesini saglar.
Ulkemizde kudret nar1 olarak tanian diinyada yaygin olarak ac1 kiispe veya ac1 kavun
olarak bilinen Momordica Charantia’nin yapilan ¢alismalarda ekstratlarinin, gii¢li
antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Calismamizda deneysel SAK modeli ile olusturulan vazospazm Uzerinde uygulanacak
ilaglarin; baziler arter ¢capinda ki degisikliklerin belirlenmesi ve olast néroprotektif
etkilerinin morfolojik, histopatolojik ve immunhistokimyasal ag¢idan degerlendirmesi

ve arastirilmasi amag¢lanmaktadir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismada 2,5-4 kg agirliginda, erkek, Yeni Zelenda
beyaz tavsanlar1 kullanildi. Kontrol (n:7), SAK (n:7), Riociguat (n:7), M.Charantia
(n:7) gruplari olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. Kontrol grubu disinda SAK olusturulan
diger gruplardan; riociguat grubuna SAK’1 takiben 10 mg/kg Riociguat, 3 gln
boyunca, (1x1/24 saatte bir doz) peroral yolla uygulandi, SAK+M.Charantia grubuna
SAK sonrast 500 mg/kg 3 glin boyunca, (1x1/24 saatte bir doz) per oral verildi. 72
saatin sonunda perfiizyon ve fiksasyon islemini yapilarak beyin, beyincik ve beyinsapi
cikarild1 ve histopatolojik incelemeye alindi. Baziler arterin liimen alani ve duvar
kalinligi, damar duvar yapist ve serebral doku morfolojik, histopatolojik ve

immunubhistolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Histolojik ve morfometrik incelemede SAK modeli uygulanan
hayvanlarin vaskiiler yapilarinda gozle goriiliir kontraksiyon, baziler Arter gevresinde
yogun eritrosit birikimi, daralmis arter limeni ve perivaskiler alanda 6dem tespit
edildi. Riociguat grubunda baziller arter gaplarinin kontrol grubuna benzer, etkili
vazodilatasyon saglanmis, eritrosit birikimi ortadan kalkmis ve lUmenleri agik

izlenmistir. Momordica Charantia grubunda ise baziller arterde etkin bir dilatasyon ve



doku etrafinda hemorajik birikim ve yer yer eritrosit agregasyonlar1 saptanmistir.
Histopatolojik incelemede beyin sap1 ve serebral doku kesitlerinde SAK grubunda
noroglial hiicreler, noron ¢ekirdeklerinde piknotik degisiklikler ve kan beyin
bariyerinde bozulma goriilmiistiir. Riociguat deney grubunda genel hiicre ve c¢ekirdek
yapisinin kontrol grubuyla uyumlu oldugu saptanmistir. Momordica Charantia deney
grubunda, SAK grubundaki degisikliklerin bir kismi izlenmis ve néral dokunun genel
yapist kontrol grubuna benzerdir. Hiicre yapilar diizensiz olmasma ve gekirdek
yapilarindaki degisikliklere ragmen morfolojik yapi korunmustur. Riociguat grubunun

aksine noral dokuda kismi hemorajik infiltrasyon bulunmustur.

Sonug: Tavsanlarda SAK sonrasi gelisen vazospazmda uygulanan Riociguat
ve M.Charantia, vazodilator ve antiinflamatuvar etkileriyle SAK’ in neden oldugu
vazospazmin dnlenmesi veya etkilerinin geri ¢evrilmesinde etkinligi ve buna bagl gelisen
iskemide ndéroproteksiyon sagladigi goriilmiis olup vazospazm tedavi yaklasimlarinda

kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Subaraknoid kanama, Vazospazm, Riociguat,
Momordica Charantia



ABSTRACT

Effects of Riociguat and Momordica Charantia on Cerebral Vasospasm
Following Experimental Subarachnoid Hemorrhage in the Rabbit

Background: Cerebral vasospasm is the most important complication that
determines mortality and morbidity following subarachnoid hemorrhage. The
effectiveness of vasospasm treatments is not yet at the desired level. Riociguat used in
the treatment of pulmonary HT is a guanylate cyclase activator. By acting directly on
guanylate cyclase (GC), it provides cGMP a conversion and acts by increasing the NO
sensitivity of GC. NO provides relaxation of smooth muscle by reducing the amount
of intracellular calcium. It has been shown in studies that the extracts of Momordica
Charantia, commonly known as bitter pulp or bitter melon in the world, known as
potency pomegranate in our country, have strong antioxidant and free radical
scavenging activity. In our study, the drugs to be applied on vasospasm created by the
experimental SAH model; It is aimed to determine the changes in the basilar artery
diameter and to evaluate and investigate their possible neuroprotective effects in terms

of morphological, histopathological and immunohistochemical.

Materials and Methods: Male New Zealand white rabbits weighing 2.5-4 kg
were used in this study. They were divided into 4 groups as control (n:7), SAH (n:7),
Riociguat (n:7), M.Charantia (n:7) groups. Apart from the control group, other groups
with SAH; In the riociguat group, 10 mg/kg Riociguat was administered perorally for
3 days (1x1/24 hour dose) following SAH. At the end of 72 hours, perfusion and
fixation were performed and the cerebrum, cerebellum and brainstem were removed
and taken for histopathological examination. Lumen area and wall thickness of the
basilar artery, vessel wall structure and cerebral tissue were evaluated

morphologically, histopathologically and immunohistochemically.

Results: In histological and morphometric examination, visible contraction in
the vascular structures of the animals in which SAH model was applied, intense
erythrocyte accumulation around the basilar artery, narrowed arterial lumen and edema

in the perivascular area were detected. In the riociguat group, basilar artery diameters



were similar to the control group, effective vasodilation was achieved, erythrocyte
accumulation was eliminated and their lumens were enlarged. In the Momordica
Charantia group, effective dilatation of the basilar artery and hemorrhagic
accumulation around the tissue and local erythrocyte aggregation were detected. In the
histopathological examination, neuroglial cells, pycnotic changes in neuron nuclei and
disruption of the blood-brain barrier were observed in the brain stem and cerebral
tissue sections in the SAH group. It was determined that the general cell structures and
nuclear structure of the riociguat experimental group was compatible with the control
group. In the Momordica Charantia experimental group, some of the changes in the
SAH group were observed and the general structure of the neural tissue was similar to
the control group. Despite the irregularity of the cell structures and changes in the
nuclear structures, the morphological structure was preserved. In contrast to the

riociguat group, partial hemorrhagic infiltration was found in the neural tissue.

Conclusion: Riociguat and M.Charantia, applied in vasospasm after SAH in
rabbits, have been shown to be effective in preventing or reversing vasospasm caused
by SAH with their vasodilator and anti-inflammatory effects, and provide
neuroprotection in ischemia that develops after vasospasm and can be used in

vasospasm treatment strategies.

Keywords: Subarachnoid Hemorrhage, Vasospasm, Riociguat, Momordica

Charantia
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1. GIRIS VE AMAC

Subaraknoid kanama (SAK) bir¢ok nedene bagli, her yasta goriilebilen ve
hayat1 tehdit eden akut serebrovaskiiler olaydir. Ani Oliimler igerisinde kalp
hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir (1,3). Etyolojisinde ilk sirada
anevrizma ve hipertansiyon bulunur, arterio-vendz malformasyon, kanama diyatezleri
ve sistemik hastaliklar ise diger nedenler arasinda yer alir (1, 5). Siddetli basagrisi,
ense sertligi ve bulanti-kusma SAK’in karakteristik klinik triadini olusturmasina
karsin, klinik tablo kanamanin lokalizasyonuna, miktarina, genisligine ve gelisen
komplikasyonlara bagli bas agrisindan komaya kadar degisir (1, 24). SAK’mn klinik

seyrinde en sik gozlenen komplikasyon vazospazmdir (1, 2, 4, 7).

Vazospazm, arter riiptiiriinii takiben gelisen ve cesitli derecelerde damar
liimeninin daralmasi ile karakterize mortalitesi ve morbiditesi yiiksek fizyopatolojik
bir olaydir. Adrenerjik sinir sistemin norojenik ve arter duvarinin primer miyojenik
cevabr ile kandan serbest kalan maddelere karst damar duvarinin farmakolojik
reaksiyonu olarak belirtilmistir (4). Vazospazmin ilk dénem yanitlar1 trombositler
tarafindan dolasima verilen serotonin ile saglanmaktadir (6). Ayrica stres ve korku ile
artan sempatik aktivitenin de vazospazma katkist oldugu bildirilmistir (2,4).
Serotoninin etkisi yaklagik 24-36 saat sonra azalmakta, eritrosit ve hemoglobin yikim
irtinlerinden agiga ¢ikan spazmojenik proteinler yoluyla vazospazma ve serebral
perflizyon azligina neden olmaktadir. Son yillarda 6zellikle hipotalamusta bulunan
endotelin-I ad1 verilen bir maddenin kan elemanlari, trombin, oksi-hemoglobin ve
trombositler ile salimimimin uyarilmasiyla, serebral damarlarda ¢ok glcli

vazokonstriksiyon yaptig bildirilmistir (3, 4, 6).

Hayvan deneylerinde intratekal endotelin-I uygulanmasiyla da baziler arterde
cok giiclii vazokonstriksiyon goriilmiis ve ilk kez BQ 123 adi verilen endotelin
antagonisti bulunmustur. Parenteral yoldan verildiginde serebral arter yapilarinda
etkisiz oldugu saptanmis iken , intra-sisternal uygulama ile vazospazmin tedavisinde

olumlu sonuglar alinmistir (4,6).



Vazospazm sonrasit gelisen klinik tablo spazmin derecesine, siddetine,
lokalizasyonuna ve yayginligina gore degisir. En ¢ok kanama alan1 ve ¢evresindeki
damarlarda gelisir. SAK’da vazospazmin gelismesine en sik 4-14. giinler arasinda
rastlanilir (1-15). Vazospazma bagli erken donemde akut iskemik degisikliklere %30
oraninda saptanmustir (1,4). iskemik degisikliklere bagli olarak hastalar asemptomatik
olabilecegi gibi yaygin serebral nekroz bulgularida gosterebilirler. Bir¢ok merkezde
yapilan ¢aligmalarin ortalama sonuglarina gore vazospazma bagl 6lim ve kalici

sakatlik oranlar1 %7 olarak belirtilmistir (4).

SAK’ta klinik 6zelliklerin ve ndrolojik bulgularin komplikasyonlar nedeniyle
¢ok sik degismesi ve vazospazmin yiiksek oranda goriilmesi sebebiyle birgok
merkezde proflaktik tedavi protokolleri uygulanmakta, her gegen gunde yeni tedavi
modaliteleri ortaya konmaktadir. Giiniimiizde; klasik tedavide yillardir kullanilan
intravaskiiler voliim yiikleme tedavisi yan etkilerinin fazlalig1 nedeniyle artik tercih
edilmemekte onun yerine iki temel yenilik olarak kalsiyum (Ca*™) kanal blokerleri ve
perkutan transluminal angioplastik (PTA) girisimler 6nerilmektedir (15, 24). Ca*™"
kanal blokerleri yillar 6nce kesfedilmesine karsin serebral selektivitesi olmamasi
sebebiyle uzun siire kullanilmamig, ancak son 10 yil iginde sayist giderek artan
serebral selektif ilaglarin kesfiyle klinik kullanimda ciddi yararlar elde edilmistir. Ca™
kanal blokerlerinin etki yeri vaskiler duvar (zerinde olup, Ca*™" refliksini
engelleyerek vaskiiler kontraksiyon ve damar liimeninin daralmasi onlenir (3, 6, 11,
19, 22). Ik klinik kullanima giren Ca** kanal blokeri nimodipine ve tirevleri olup her
gecen giin yeni ilaglar kesfedilmekte, AT827, AT394 gibi yeni ilaglarla ve en son
ortaya ¢ikan kalsitonin gene peptid igeren yavag salinimli tabletlerin (1200 mg/ giin)

kullanimi ile anlamli yararlar bildirilmektedir (19, 20, 22).

Riociguat, NO-Guanilat Siklaz-cGMP yolagina 2 yolla etki eden bir guanilat
siklaz aktivatorudir. Guanilat Siklaza (GC) direkt etki ederek cGMP a doniistimiinii
saglar ve GC ‘n NO duyarliligini artirarak etki eder. NO, diiz kas huclererinde
GC’yep baglanarak ikincil haberci olan cGMP doniislimiinii uyarir. cGMP hiicre ici
kalsiyum miktarini azaltarak diiz kasin gevsemesini saglar (25). Yapilan deneysel bir
caligmada riociguatin kardiak enfarkt alanin1 ve post-enfarkt kalp yetmezligini

azalttig1 gosterilmistir (26).



Ulkemizde kudret nar1 olarak taninan diinyada yaygin olarak ac1 kiispe veya
act kavun olarak bilinen Momordica Charantia, yiiz yillardir kullanilan 6nemli bir tibbi
bitkidir (27). Meyveleri; tanenler, C vitamini ve flavonoidlerin varligi nedeniyle giiglii
antioksidan aktiviteye sahiptir (28). Yapilan ¢aligmalarda Momordica ekstratlarinin,
gliclii antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(29). Farelerde yapilan bir calismada, Momordica charantia'nin etanolik ekstraktinin,
lipid peroksidasyonunu inhibe ederek, endojen antioksidan enzimleri artirarak ve
beyindeki asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesini azaltarak noroprotektif oldugu
antiamnezik aktiviteyi iyilestirmede potansiyel terapotik etkiye sahip oldugunu

gosterilmistir (30).

Calismamizda olusturulan vazospazm iizerinde uygulanacak ilaglarin; baziller
arter capi lizerindeki degisikliklerin belirlenmesi ve olasit noroprotektif etkilerinin
morfolojik degerlendirmesi, apoptotik hiicrelenrin ayristilmasinda kullanilan TUNEL
yontemiyle apoptoz iizerine olasi etkileri, SAK sonrasi perivaskiiler ve subarknoid
alanlarda l6kosit infiltrasyonu gorilmesinin serebral vazospazm ile baglantili
bulunmus olmasi nedeniyle 6zellikle proenflamatuar sitokinler olan IL-IB, IL-6 ve
TNF-a tlizerine etkileri ve olusacak oksidadif stres iizerine etkilerinin NO, MDA, SOD,
GSH gibi oksidatif stres markerlariyla degerlendirilmesi hedeflenmektedir. Bu
calisma ile solubl guanilat siklaz stimiilatorii riociguatin ve antioksidan Momordica
Charantia (Kudret nari)’nin  deneysel SAK modeli ile olusturulan vazospazm

tizerindeki noroprotektif etkisinin arastirilmast amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SUBARAKNOID KANAMA

2.1.1. Tanim

Subaraknoid mesafe i¢inde ¢esitli nedenlere bagl olarak olusan kanamalar
subaraknoid kanama (SAK) olarak adlandirilmaktadir (31). Travmatik olmayan
SAK’m en sik sebebi riiptiire intrakraniyal anevrizmalar olup ciddi mortalite ve

morbidite sebebidir (32).
2.1.2. Epidemiyoloji

SAK’m insidanst ¢ogu toplumda 6zellikle gelismekte olan iilkelerde yillik 6-
7/100000 oldugu bildirilmektedir ve son yillarda vaka sayilarinda azalma oldugu
dikkat ¢ekmistir (33). SAK’1n insidansi ve prevelansi farkli populasyonlarda gesitli
risk faktorleri, genetik yapi ve yasam tarzina gore degiskenlik gostermektedir (34).
Anevrizmal SAK'larin ¢ogu 40-60 yaslar1 arasinda ortaya ¢ikmaktadir.Kadinlarda
erkeklere gore 1,2 kat daha fazla goriilmektedir. Afrikali Amerikalilar ve Hispanik
toplumlarin daha yiiksek SAK insidansina sahip oldugu goriinmektedir. Ek risk
faktorleri arasinda sigara, hipertansiyon, asir1 alkol tiiketimi ve kokain gibi

sempatomimetik ilaglarin kullanimi yer alir (35).

2.1.3. Etiyoloji

SAK’m sebepleri travmatik ve nontravmatik nedenler olmak iizere ikiye
ayrilir. Travmaya bagli beyin hasar1 gegiren hastalarin %60’mnda SAK gelismistir.
Nontravmatik SAK, spontan subaraknoid kanama olarak nitelendirilir ve %70-80
oraninda ruptire anevrizmaya baglidir (36). Spontan SAK’larin ikinci en sik nedenini
serebral arteriyovendz malformasyonlar olusturmaktadir ve yaklasik %14-20’sinde

altta yatan sebep bulunamamuistir (37).



2.1.4. Risk Faktorleri

Subaraknoid kanamalar ginimuizde hala ciddi bir morbidite ve mortalite
nedenidir. Risk faktorleri arasinda ge¢irilmis SAK hikayesi, aile 6yksu, etnik koken,
yas ve cinsiyet yer alir. {leri yas ve kadin cinsiyet olmak anevrizma riiptiirii agisindan

artmis degistirilemez risk faktorleridir (38, 39).
2.1.5. Klinik Belirti ve Bulgular

Spontan SAK geciren olgularin en belirgin klinik bulgusu ani baslayan ¢ok
siddetli yaygin bas agrisidir. Hastalarin biiytik bir kisminda fokal norolojik belirtecler
ve biling kaybi goriiliir (40, 41).

Bas agrisi nedeniyle bagvuran hastalarin SAK siiphesiyle ileri tetkik
edilmesinde standartizasyon yapilabilmesi igin Ottawa SAK algoritmasi
kullanilmaktadir. Bu algoritmada ani baslangicli siddetli bas agrisina ek olarak ; 40
yas lizeri, ense sertligi bulgulari, biling durumunda gerileme, hizl1 sekilde siddeti artan
bas agrisi, kisitli boyun fleksiyonu gibi bulgulardan en az birinin varligi durumunda

lomber ponksiyon veya kontrastsiz beyin tomografisi yapilmasi onerilir (42).
2.1.6. Evrelemeler

Subaraknoid kanama agir bir klinik tablo ile kendini gosterir. Hastanin yasi,
bagvuru anindaki bilin¢g durumu ve o esnada yapilan BT goriintiilemedeki kanama
hacmi SAK’1n klinik seyri ile iliskili en degerli prognostik belirteglerdir. Buna ek
olarak bu gostergeler tedavi planinin sekillendirilmesinde klavuzluk yapmasi ve ¢ok
merkezi kapsayan bilimsel klinik arastirmalarda uluslararasi standarti olusturmasi

acisindan 6nemlidir (43).

Giiniimiizde SAK’1n klinik siniflamasinda siklikla Fisher Skalasi, Hunt-Hess

Siniflamasi, World Federation of Neurosurgeons (WFNS) ve Glaskow Koma

Skorlamasi (GKS) kullanilmaktadir (Tablo 1, Tablo 2, Tablo 3).

Tablo 1: Hunt-Hess SAK siniflamasi



Evre Norolojik Durum
Evre-1 Semptom yok veya hafif bas agris1 mevcut
Evre-2 Orta ve siddetli bas agrisi, ense sertligi, kranial sinir paralizisi
disinda norolojik defisit yok
Evre-3 Sersemlik, konfuzyon veya minimal fokal norolojik defisit
Evre-4 Stupor, orta- siddetli hemiparezi
Evre-5 Derin koma, deserebre katilik

Hunt-Hess SAK skalasinin temel amaci cerrahi riskini degerlendirme ve

cerrahin operasyon zamanina karar kilabilmesine destek olmaktir. Skalada genel

olarak, SAK’la gelen hastalarin en Onemli klinik bulgular1 olan; meningeal

inflamatuvar cevabin derecesi, norolojik bozuklugun siddeti ve uyaniklik durumunun

derecelendirilmesi tizerinde durulmustur (43).

Tablo 2: WFNS SAK simiflamasi

Evre Norolojik Durum
Evre-1 GKS:15, motor defisit yok
Evre-2 GKS:13-14, motor defisit yok
Evre-3 GKS:13-14, motor defisit var
Evre-4 GKS:7-12, motor defisit var veya yok
Evre-5 GKS:3-6, motor defisit var veya yok

1988’de hazirlanan WFNS SAK skalasi GKS iizerine temellendirilen ve
norolojik defisit durumu esas alinarak olusturulmus bes kademeli bir siniflamadir. Bu
siniflanmanin GKS ve Hunt-Hess Skalasina gore tistiinliigii biling durumu ve nérolojik

defisiti bilrlikte ele almasiyla hem mortaliteyi hem de morbiditeyi bir arada

degerlendirmesidir (43).

Tablo 3: Fisher SAK Siniflamasi




Evre Norolojik Durum
Evre-1 Tespit edilebilen kanama yok
Evre-2 Kanama 1 mm’ den daha ince
Evre-3 Kanama 1 mm’ den daha kalin
Evre-4 Diffiz SAK veya kanama olmamasi ama; ventrikiil igi,
intraserebral kanama olmasi

Fisher SAK siniflamasi, SAK sonrasi gelisebilecek olas1i vazospazmi
Ongorebilmek amaciyla ortaya konulmustur (44). Siiflama, hastaneye bagvuru aninda
yapilan BT goriintiilemedeki kan hacmine bagli olarak derecelenir. Bu skalanin
hazirlandigit  donemdeki BT goruntilemenin  ¢ozinlrlik kalitesi  gunimuz
goriintiilemelerinin onda biri kadar1 olmasi nedeniyle yapilan 6lgiimler goriintiileme
tizerinden gergeklestirilmis olup gercek kanama kalinligini yansitmamaktadir.
Subaraknoid kanamanin 1 mm’ den ince olmasi ¢ok az rastlanan bir durumdur; bu
nedenle evre 1 ve evre 2 kanamayla nadir kariglagilmaktadir (43). Ayrica kanamanin
goriintiilemedeki dansitesi ve emilim orani en az voliimii kadar degerli olmakla birlikte

Fisher skalasiyla degerlendirilememektedir (45).
2.1.7. Tam ve Prognoz

BT, SAK i¢in milkemmel bir test olsa da; duyarliligi hem bas agrisinin
baslangicindan itibaren olan zamanlamaya hem de kanamanin siddetine baglhdir.
BT nin duyarliligi erken donemde ¢ok yiiksektir ancak zamanla hizla azalir (46).
Klinisyenler siklikla simsek cakmasi seklinde tariflenen bas agrisi ve negatif BT
taramasi olan ndrolojik olarak normal hastalarla karsilasirlar. Ugiincii nesil tarayicilar
kullanilsa bile, BT tek basina SAK’1 dislamak i¢in yetersizdir (47). Bu nedenle
kilavuzlar, BT taramalar1 negatif olan veya tanisal olmayan bu hastalarda lomber
ponksiyon (LP) yapilmasini1 6nermektedir. LP semptomlar baslangicindan 2.-3. hafta

sonrasina kadar tan1 koymada degerlidir (48).

LP, benign bir tani testi olmasina ragmen numune toplamasi zamani

gerektirebilir; hastada huzursuzluga sebep olabilir ve bazen girisim esnasinda



travmaya bagli eritrositler iceren numune olusmasi (travmatik tap) nedeniyle tanisal
belirsizlege yol agabilir (49). LP’yi gergeklestiren kisi tecriibeli olmasa bile Ug¢ tlp
metodunun kullanilmas1 SAK’m travmatik kanamadan ayrilmasinda 6nemli katki
saglayacaktir. Ilk tiipe numune alindiktan sonra giderek oransal olarak azalsa da
Uclincu tiipe kadar tim tiiplerdeki BOS’ta eritrositin saptanmasi givenilir bir bi¢cimde
gercek subaraknaoid kanamay1 travmatik kanamadan ayirt etmeye yarayacaktir (50).
Fakat en duyarli tan1 yontemi ksantokromik BOS’un spektrofotometrik inclemesidir.
Ksantokromiyi gergeklestiren SAK olusumundan yaklagik 12 saat sonra kendini
gosteren ve kan yikim {iriinii olan bilirubindir. Numune alimi1 esnasinda inspeksiyonla
ksantokrominin tespitinde duyarlilik % 50’den daha azdir. Hemoglobin ve bilirubinin
spektrofotometrik incelemesi negatif gelmis ve BBT’de hemoraji bulgusu
saptanmamigsa anjiografi (katater) girisimine ihtiya¢ olmadig: tavsiye edilmektedir
(51).

SAK tanisinda manyetik rezonans goriintileme (MRG) yapilmasi ge¢mise
kiyasla artmistir. Proton agirlikli sekans goriintiiler ve FLAIR sekans gorintulerin akut
SAK tanisindaki yeri ve basarisi artmaktadir (52). Bununla birlikte MRG’nin SAK’ta
kullanimi, acil serviste goruntilemenin giigliikle yapilmasi, SAK hastalarinda izlenen
ajitasyon ve meningeal irritasyona sekonder zayif hasta uyumu, MRG’nin g¢ekim
esnasindaki hareketin sebep oldugu artefakta cok duyarli olup ¢ekim goruntisiinin
bozulmasi ve ucuz olmayan bir gériintiileme olmasi gibi nedenlerle sinirli kalmaktadir.
Daha ¢ok beyin parankimal dokusuyla ilgili bilgi edinmek ve SAK’in olas1 diger

sebeplerini aragtirmak amaciyla kullanilmaktadir.

Anevrizmanin anatomik yerlesim yerini gostermede MR anjiografi kullanini
onceki onyillara kiyasla artmig olsada heniiz katater anjiografiyi yakalayamamistir.
Anevrizmanin boyutuyla iligklili olarak 3D-MRA’nin duyarliligi % 55-93 arasinda
degismektedir (53). Bu rakam Ozellikle anevrizmanin boyutlarina bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Boyut olarak 5 mm’den daha biyik anevrizma varliginda
duyarlilk % 85-100 olarak izlenirken, 5 mm’den kiiciik anevrizmalarin
gosterilmesinde sensitivite % 56’ya kadar azalmaktadir. Buna ek olarak cerrahi 6nem
arz eden anevrizmanin boynunun Ozellikli olarak ve devam: seklinde uzanan

damarlarla iligkisini gostermede sinirlidir (54).



SAK’I1 hastalarda BT anjiyografi; 6zellikle anevrizma cerrahisi yapilacak
olanlarda anevrizmanin kemik yapilar ve beyin parankimi ile baglantisin1 daha detayli
ortaya koymasi nedeniyle yarar saglamaktadir. Bunun diginda liimen i¢i trombiisii ve
anevrizma duvar Kkalsifikasyonunu gostermede DSA’dan daha distiindiir. Lakin
anevrizmanin tespitindeki basaris1 boyut ile korelasyon géstermektedir. Literattrdeki
bazi ¢alismalarda duyarliligi anevrizma boyutu <5 mm i¢in % 83, 5-12 mm i¢in % 90

ve >12 mm igin % 100 olarak verilmektedir (55).

Dijital substraksiyon anjiografi (DSA) kraniyal vaskuler patolojilerin tanisinda
hala altin standarttir. Ayrica taniyla birlikte es zamanli tedavi sansi sunmasi degerini
daha da artirmaktadir (56). Buna karsin goriintiilemede kullanilan kontrast madde
iligkili komplikasyonlar, psOddoanevrizma, inguinal defektler gibi lokal
komplikasyonlara yol agmasi ve kontrast maddenin dolum yapip goriintii

saglayamadigi tromboze anevrizmalar1 saptayamamasi gibi negatif yanlari mevcuttur

(57).

Literatiirde bulunan ¢alismalarda sonuclar farkli dagilim gosterse de
anevrizmatik SAK hastalarinda 6liim oran1 %8-67 olarak gorilmektedir (58). SAK’1
takiben gelisen bilissel islevlerde bozulma en sik ilk {i¢ ayda izlenmekte ve bu durum
75 ay ve daha uzun slre boyunca devam edebilmektedir (59). Bellek, yonetme
kabiliyeti ve konusma becerisi biligsel fonksiyonlarda bozulmayla etkilenmektedir.
Gorsel ve sozel bellek kusurlar1 anevrizmatik SAK’l1 hastalarda goriilmektedir. Daha

fazla siklikla g6zlenen biligsel bozukluk sozel bellek etkilenmesidir (60).

Gergek hayatta, bilissel alanlar tek basina ¢alismaz, aksine davranisi etkilemek
icin birbirleriyle etkilesime girer. Fonksiyonel sonucun bilesenleri giinliik yasam
aktivitelerini, giinliilk yasamda ara¢ kullanimini ve kisinin onceki isine geri donme
yetenegini igerir (61). Giinliik yagam aktiviteleri (ADLS), kisinin kendi kendine bakim
i¢in yaptig1 aktivitelerdir (62). Ornekleri arasinda beslenme, giyinme ve hazirlanma,
kisisel hijyen, banyo yapma ve tuvalet ihtiyacini karslama sayilabilir. (61). Caligmalar,
giinliik yasam aktivitesindeki eksikliklerin anevrizmatik SAK yasayan hastalarin %4
ila %12'sinde mevcut oldugunu ve baz1 bilissel bozukluklarla karsilastirildiginda o

kadar yaygin olmadigini belirtmektedir (63). Hastaneden taburcu olurken siklikla



rastlanan durum inkontinansin olmasi ve kisisel hijyenin saglanamamasidir (64).
Insan hayatinda fonksiyonlarin geri kazaniminin en 6nemli bilesenlerinden biri kisinin
onceki meslegine geri donebilmesidir. Cogu calismada, anevrizmatik SAK’tan dnce
calismakta olan hastalarin %40'a varan oranda bir kisminin 6nceki mesleklerine geri

donemediklerini 6ngérmektedir (65).
2.1.8. Komplikasyonlar

Non travmatik SAK’m mortalite ve ciddi morbiditeye neden olmasi
beraberinde 6nemli komplikasyonlar1 getirmektedir. Bu komplikasyonlari iyi bilmek

ve siireci dogru yonetebilmek oldukg¢a 6nemlidir (66).

Tekrar kanama anevrizmatik SAK’in en Onemli mortalite sebebi olan
komplikasyonudur. Siklikla tedavi olmamis anevrizlarda kanamayi takiben ilk 24
saatte %4 oraninda goriilmekte iken, devamindaki 14 giinde bu oran her giin %1-2 artis
gosterir (66, 67).Yeniden kanama riskini arttiran durumlar; biiyiik anevrizmatik odak,
ileri yas, kot klinik durum, kadin cinsiyet, yiiksek kan basinci olmasi sayilabilir. Bu
nedenle oldukga hizli bir sekilde cerrahi ya da endovaskiiler tedavisi yapilmalidir (66,

67).

Hidrosefali anevrizmatik SAK geciren hastalarda %15-53 oraninda goriilen iyi
bilinen bir komplikasyondur (68). Bu hastalara kalic1 sant takilma orani1 %2-36 olarak
bildirilmistir (68). SAK’ a bagl gelisen hidrosefali komunikan ya da obstruktif tip
olabilir. Parankimal hematom veya subaraknoid araliktaki kanin ventrikiillere gegmesi
obstriktif hidrosefaliye yol acabilmektedir (69). Araknoid alandaki granilasyon
dokusuna bagli olarak BOS emilimindeki azalmaya bagli komunikan hidrosefali
gortlebilir (69). Gegici BOS drenajinin saglanmasi i¢in eksternal ventrikiiler drenaj
kateteri (EVD) takilmasi, tekrarlayan LP yapilmasi veya lomber kateter uygulamalari

secenekler arasinda yer alir (70).

Anterior serebral arterin distalinden kaynaklanmis olan anevizmalarin
riptlriinde intraserebral hematom gelisme olasiligr artmaktadir (71). Fakat bu

lokasyondaki anevrizmalarin daha az goriilmesi nedeniyle anterior komunikan arter ve



orta serebral arter anevrizmalari1 kaynakli riiptiirlerin intraserebral hematom gelistirme

riski daha yuksektir (71).

Anevrizmal SAK sonrasi ventrikiil i¢i kanamalar Kklinik serilerde %13-28
oraninda goriilmiistiir. Konumlari itibariyle baziler tepe ve anterior kommunikan artet
anevrizmalar1 daha fazla siklikla ventrikul i¢i kanamaya sebep olur. Ventrikil igi
kanama mortalite, klinikte progresif kotiilesme ve sekel ile akut/kronik hidrosefali

acisindan bagimsiz bir risk faktorii olmaktadir (72).

Subarakanoid kanamayi takiben goriilen ventrikiil i¢i kanama, ventrikiillerin
dilatasyonu, mevcut intraserebral hematom , iskemiye sekonder parankimal 6dem kafa
ici basing artig1 yapmaktadir. Altta yatan sebepe bagli olarak hematomun bosaltilmast,
gereklilik halinde dekompresif kraniektomiye bagvurulmasi, ekstraventrikiiler katater
yerlestirilmesi, antiddem tedavi verilmesi, entiibe takip edilen hastalarda ventilator
mod ve ayarlarmin kafa i¢i basing artigsina yol agmayacak sekilde yapilmasi, derin ve
hafif sedatizasyon kullanilabilir. Anevrizma kliplendikten sonra, takili olan ventrikiler
drenajdan trombolitik uygulanarak ventrikildeki blylk pihtilarin temizlenmesi
saglanabilir. EVD katateri vasitasiyla veya LP yapilarak BOS bosaltilarak kafa ici
basinci azaltilabilir (73).

Subaraknoid kanama gegciren hastalarda siklikla medikal komplikasyonlar da
izlenmektedir. Anemi, aritmiler, hipertansiyon, sivi-elektrolit diizensizlikleri, akciger
0demi, pnémoni, atelektazi, karaciger enzimlerinde artis bunlarin arasinda sayilabilir.
Medikal komplikasyonlarin izlenme sikligi yaklasik %40 olarak verilmistir.
Komplikasyon goriilme sikligi koti klinik durum ile birlikte —artmaktadir. Bu
komplikasyonlarin mortaliteye etkisi ndrolojik komplikasyonlarin etkisiyle benzerdir
ve bu nedenle komplikasyona 6zel medikal tedavilerin ivedilikle yapilmasi 6nemlidir
(73).
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2.2. SEREBRAL VAZOSPAZM

2.2.1. Tamim ve Tarihce

Serebral vazospazm, subaraknoid kanamadan sonra giinler i¢cinde yavas yavas
gelisen serebral arterlerde belirgin daralma yaparak beyinde iskemi ya da enfarkt
gelismesine neden olarak norolojik fonksiyon kaybi ile sonuglanabilen geri doniisii
olabilen patolojik olaylar zinciridir (74, 77). SAK sonrasi vazospazm oOlim ve
norolojik sekellerin en potansiyel nedenidir. Serebral vazospazm genel olarak
anevrizmal subaraknoid kanama komplikasyonu olmasina ragmen %6-10 oraninda
agir kafa travmasi, menenjit ve diger serebrovaskiiler hastaliklarda goriilebilir (75, 77).
1800’lii yillardan itibaren bazi semptomlarin gelismesinden vazospazm sorumlu
tutulmugsa da ilk kez 1944 yilinda Zucker tarafindan kan yikim tirlinlerinin vazospazm
gelismesine yol agtigin1 gosterilmistir. Serebral vazospazm anjiografik olarak ise ilk
kez 1944 yilinda Ecker ve Reimenschenecider tarafindan gosterilmistir (78).
Vazospazm sonucu gelisen norolojik fonksiyon kayiplarinin bazilarinin reversible
olabilecegi 1970’li yillarda yapilan ¢alismalarda sistemik kan basinci ve santral venoz
basincin ylikseltilmesi ile gosterilmistir (79). Sasaki ve arkadaslarinin 1981 yilinda
yaptiklar ¢alismada subaraknoid kanama sonrasi oksihemoglobinin methemoglobine
doniismesi esnasinda ortaya c¢ikan serbest oksijen radikallerinin  membran
fosfolipidlerinde peroksidasyona yola acarak serebral vazospazm patofizyolojisinde

onemli bir role sahip oldugunu iddia etmislerdir (80).
2.2.2. Epidemiyoloji

Subaraknoid kanama insidasinda cografi bolge, iklim, irk gibi faktorler etkili
olmakla beraber bu hastalarin bir kismi hastaneye ulasamadan hayatim
kaybetmektedir. Bu durum subaraknoid kanamanin gergek insidansini belirlemeyi
zorlastirmaktadir. Bazi {ilkelerin anevrizmal subaraknoid kanama insidansi su
sekildedir; ABD’de yillik 6-16/100.000, Finlandiya’da 15-16/100.000 ve Japonya’da
ise 25/100.000°dir (81). Vazospazm anjiografik ve klinik olarak ikiye ayrilir.
Anjiografik vazospazm radyolojik olarak goriilen damar ¢apindaki daralma iken klinik
vazospazm ise serebral damarlarin daralmasi sonucu gelisen iskemidir ve gec iskemik

defisit olarak adlandirilir (82). SAK sonrasi anjiografik vazospazm %30-70 arasinda
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goriiliir, bunlarin %30-40’1 semptomatiktir. Sag kalanlarin %25-50’sinde norolojik
defisit goriiliir. Bu hastalarin sadece %30-45’1 eski islerine donebilir. Tim SAK
hastalarmin %10-23 kadarinin mortalite nedeni serebral vazospazmdir (83-85).
Vazospazm SAK’tan ortalama 3 giin sonra baglar 5-8. glinde maksimum seviyeye

ulasir ve 14. giinden sonra azalma egilimindedir (86).

2.2.3. Bulgular

Semptomatik vazospazm ge¢ iskemik defisit olarak adlanirilir ve buna bagl
bulgular ilerleyen giinlerde gelisebilir. Klinik vazospazm bulgulari; daralan arterin
siddetine ve lokalizasyonuna, hastanin yasina, kanamasin siddetine, kafa i¢i basing
yiiksekligine, hiponatremiye, hipovolemiye ve hipotansiyona bagi olarak degiskenlik
gosterebilir (81). Hastalarda artan bas agrisi, ajitasyon veya uykuya meyil
vazospazmin habercisi olabilir. Vazospazm suuru agik hastalarda dikkatin azalmasina,
verbal yanitin bozulmasina yol agabilir. Serebral arterlerde meydana gelen daralmanin
lokalizasyonuna bagli olarak klinik bulgularda degiskenlik gosterir. Orta serebral arter
vazospazmlarinda monoparezi, hemiparezi, monopleji ve hemipleji gelisebilir.
Dominant hemisferde meydana gelen vazospazmda afazi geligebilir. Anterior serebral
arter vazospazminda alt ekstremitede gii¢siizliilk, konflizyon gelisebilir. Vertebro-
baziller sistem vazospazmlarinda erken donemde biling bozuklugu ve nérolojik

tabloda gerileme meydana gelebilir (87).
2.2.4. Etiyoloji ve Patogenez

Vazospazmin  etiyolojisinde  subaraknoid  mesafedeki kan  pihtist
bulunmaktadir. Bununla birlikte, spazmojenik bir mekanizmaya siginilmamais ; bu
durum siiregelen arteriyel kontraksiyona neden olan, vazodilatasyonda inhibisyona
yapan maddelere, imminoreaktif veya inflamatuar olaylara, mekanik faktorlere ve
arteriyel metabolizmanin azalmasina baglanmistir. Bu nedenle vazospazm oldukca
karmagsik ve multi-faktoriyel bir durumdur. Patogenezde rol alan mekanizmalar Ug

baslik altinda toplanabilir (88).

Damar Diiz kaslarinin kasilmasi
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Vazospazm, vaskiiler diiz kas kasilmasinin neden oldugu uzun streli serebral
arter daralmasidir. Subaraknoid kan pihtilarindan salinan hemoglobin, kalsiyumun
girigini ve salinmasini ve ardindan kalsiyum/kalmodulin bagimli miyozin hafif zincir
kinazin aktivasyonunu tetikler, bu da sirasiyla miyozin hafif zincirinin
fosforilasyonuna yol agar; aktin ve miyozin ¢apraz bagini ve mekanik kisalmay1 (diiz
kas kasilmasi) indiikler. Bu tiir bir kasilma, ATP ve kalsiyum gerektirir ve vaskiiler
diiz kas, voltaj kapili ve reseptorle calisan kalsiyum kanallarindan giren hiicre disi
kalsiyum depolarin1 hiicre i¢i kalsiyum kanallarrina oranla daha fazla kullanir.
Miyofilament aktivasyonu kalsiyum ve yiiksek enerjili fosfatlara bagli olmasina
ragmen, giinler sonra ortaya ¢ikan ve birkac haftaya kadar siiren kronik vazospazm
bunlara bagl degildir. Kasilabilir proteinler olan protein kinaz C, Rho kinaz ve protein
tirozin kinaz ve bunlara karsilik gelen sinyal iletim yollarmin yiiksek hiicre ici
kalsiyum seviyelerinin yoklugunda kasilma mekanizmasini artan kisalmaya dogru
kaydirarak aktive olmasiyla vazospazm modellerinde yer almistir (89, 90). Bu
stiregelen ikinci faz “kronik” vazospazm, hem hayvan modellerinde hem de intra-
arteriyel, farmakolojik vazodilatasyon tedavisi goéren insanlarda farmakolojik
vazodilatorlerle daha az geri dontisiimlidiir (92). Strekli vazokonstriksiyon, sadece
damarm fonksiyonel bozuklugu ile degil, aym1 zamanda endotel hiicrelerinin
vakuolizasyonu ve hiicreler aras1 siki baglantilarin kaybi, internal elastik laminanin
bozulmasi ve tunika mediada yama tarzinda miyonekroz dahil olmak tzere vaskuler

duvar katmanlarinda iist yapisal hasar ile iligkilidir (93).
Endotel Hasari, Nitrik Oksit ve Endotelin-1

Serebral arterleri saran kan pihtilarinda bulunan oksihemoglobinin oto-
oksidasyonu methemoglobin ve superoksit anyon radikali Gretir ve bu da lipid
peroksidasyonuna yol agar. Zararli hidroksil radikalleri ve lipid peroksitler damar
duvarma niifuz ederek endotelyal ve diiz kas hiicrelerine zarar verir (94, 95). Ozellikle
endotel hasarinin, 6nemli bir vazodilator ve vaskiiler tonus diizenleyicisi olan
endotelyal nitrik oksit (NO) sentezinin kaybi yoluyla ya da giiclii bir vazokonstriktor
peptit olan endotelin asir1 {iretimi yoluyla vazospazmin olusmasinda énemli bir rol
oynadig1 diistiniilmektedir (96). Bu iki endotel kaynakli madde ve SAK sonrasi

tiretimlerindeki olas1 dengesizlik, su anda deneysel vazospazm arastirmalarinin
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merkezinde yer almaktadir. Basit molekiil olan NO'nun kullanilabilirliginin asagida
belirtilen sirayla azalmasi vazospazm gelisimine katkida bulunabilir: (1) vazospastik
damarlarda endotelyal NO sentazin (eNOS) disfonksiyonu, (2) oksihemoglobin
tarafindan NO’nun siipiiriilmesi; (3) NO donorleri tarafindan vazospazmin tersine
cevrilmesi, (4) vazospastik damarlarin adventisyasinda néronal NO sentaz (nNOS)
aktivitesinin kaybolmasi ve (5) NO sentazin endojen inhibitorii olan asimetrik dimetil-
l-arginin seviyelerinin artigi ile birlikte azalmis beyin omurilik sivist (BOS) nitrit
seviyesidir (94, 98). Endotelin-1 (ET-1), endotelinin baskin izoformudur ve
vazokonstriksiyonda en bulyik role sahiptir. ET-1, endotelin doniistiiriicii enzimin
aracilik ettigi son adim olan bir 212 amino asit peptit dnciisiiniin 21 amino asitli bir
pargalanma iriiniidiir. Tunika medyanin abluminal tarafinda salinir, komsu vaskiiler
diiz kas ETA reseptorlerine etki eder ve derin ve surekli vazokonstriksiyona neden olur
(99). Vazospazm gelisen ve serebral iskemisi olan hastalarin BOS'unda ET-1
diizeylerinin yiikseldigi bulunmustur ve ET-1 retiminin inhibisyonu veya etkisinin
antagonizmi hayvan modellerinde vazospazmi Onlemistir (100, 101). Serebral
vaskdiler endotelden NO veya ET-1 retiminin birinde veya her ikisinde de izlenen
diizensizliklerin vazospazmin patogenezinde kritik rol oynamasi olas1 gériinmektedir

ve bu mekanizmalar yeni vazospazm tedavilerinde tartisilmak tlizere arastirilmaktadir

(102).
Enflamasyon, Vaskuler Remodeling ve Vazospazm

Vazospazmin bir vaskiilit tiirli olmadig1 agikliga kavusmus olsa da, inflamatuar
mekanizmalarin SAK'dan sonra aktive olduguna ve bu nedenle muhtemelen
vazokontraksiyona katkida bulunarak veya damar duvari hiicre dig1 matriksini ve diiz
kas1 modifiye ederek vazospazm gelisiminde rol oynayabilecegine dair kanitlar
vardir.Bu hiicre fenotipi vaskiiler "yeniden sekillenme" olarak bilinen bir siirectir (89).
Inflamatuar sitokinler, interseliiler adezyon molekiilleri (ICAMs) ve inflamatuar,
proliferatif ve ekstraseluler matriks dizenleyici genlerin genetik up regilasyonu
incelenmistir (102, 103). Insanlarda, plazma kompleman C3a ve solubl ICAM-1'deki
yukselmeler, sirasiyla kotii prognoz ve vazospazm gelisimi ile iliskilendirilmistir
(104).
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Eritrositlerin lizisi, Oksi-Hb salimi ile sonug¢lanir. Subaraknoid araliktaki Oksi-
Hb’nin ve onun pargalanma iirlinlerinin inflamatuar sinyali baslattig1 ve bagisiklik
hiicrelerini uyardigr gosterilmistir. Araknoid hiicrelerinin, kanli BOS iginde
kaldiginda, antijen sunan hiicreler olarak gorev yaptigi ve T-lenfosit aktivasyonunu
arttirdig1 gozlenmistir (105, 106). Bu dogrultuda baska ¢alismalarda, Oksi-Hb ile
karsilagsmanin; inflamatuar mediatorlerin, enzimlerin, timaor nekroz faktorl alfa (TNF-
a), interlokin-1 (IL-1p), interlokin-6 (IL-6), indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS),
lipooksijenaz (LOX) ve siklooksijenaz (COX), gibi sinyal yolaklarinin artmis
ekspresyonuyla neticelendigini belirtmistir (105).

Vazospazmin kesin patogenezi hala arastirma konusudur. Ancak, ikinci olarak
gorulen, kronik faz; deneysel ¢alismalarda ve insanlarda goriilenlerle en uyumlu
oldugu diisiiniilen birinci fazdan mekanik olarak; uzamus, bifazik bir vazokonstriktif
siirec olmastyla farklidir. inflamasyon da dahil olmak iizere ek siireclerin bu durumun

patogenezine katkida bulunmasi olasidir (Tablo 4).

Tablo 4: Vazospazm Patogenezine iliskin Teoriler

Uzamis, mekanik olarak farkli bifazik vazokonstriksiyon:

- Endotelin-1 agir1 tiretimi (vazokonstriktor)

- Nitrik oksitin az tretimi (vazodilator)

Enflamasyon aracili “remodeling” ve arter duvarinin daralmasi

Kombine sirecler

2.2.5. Tam ve Tedavi

Vazospazm tanist konulmadan oOnce hastanin  klinik  durumunu
kotiilestirebilecek diger nedenleri klinik ve radyolojik tetkikler ile ekarte etmek gerekir

(107). Klinik vazospazm diisiiniilen hastalarda daralan damar iginde kan akim hizinin
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artmasina bagh olarak doppler sinyallerinin yayilim ve geri doniim frekansinda artma
lizerine ¢alisan transkranial doppler 6nemli bir tetkiktir (107). Beyin bilgisayar
tomografi ve beyin anjio tomografi korele edilip kullanilarak hidrosefali, intraserebral
hematom varligi, iskemi alanlar1 hizli ve pratik bir sekilde gorintulenebilir beyin
vaskiiler yapilar1 incelenebilir. Beyin BT ve beyin anjio BT ayrica kolay ulasilabilirdir
. MRG, MRA, Xenon BT, PET (Positron Emission Tomography) ve SPECT (Single
Photon Emission Compute rized Tomography) perfiizyon defektini ve iskemik alanlari
gostermede ayrica etkili tetkiklerdir (108). DSA, serebral vazospazmi gostermede
altin standarttir. DSA ile kanamanin yeri ve nedeni tespit edilebilir, vazospazmin tanis1
konulabilir gereginde daralan artere balon anjioplasti yapilabilir ve intraarterial ilag

verilmesi gergeklestirilebilir (107, 109).

Vazospazm tedavisinde {izerinde kesin anlasma saglanan bir tedavi protokolii

olmamakla beraber 3 baslik altinda toplanabilir.
2.2.6. Cerrahi Tedavi

Anevrizmal subaraknoid kanama geciren hastalarda son yillarda giderek
yayginlagan goriis erken cerrahi tedavi ve anevrizmanin klipslenmesidir.
Anevrizmanin erken donemde klipslenmesi yeniden kanama riskini azaltmakla
beraber ameliyat esnasindan temizlenen kan ile vazospazmin en biiyiik etkeni ortadan
kaldirilir ve 3H tedavisinin, trombolitik ve anjioplastik tedavi gibi agresif medikal

tedavinin uygulanabilmesine de olanak saglar (110, 112).
2.2.7. Medikal Tedavi

Vazospazmin en kabul edilen ve en yaygin uygulanan tedavisi 3H olarak
bilinen hipervolemi, hemodilisyon ve hipertansiyon tedavisidir. Yapilan pek ¢ok
calismada da gosterilmistir ki s1v1 yiiklenmesi ve hemodiliisyon ile kan viskozitesi
azaltilip tansiyonun da yiikseltilmesi serebral kan akimini, serebral perfiizyonu ve
mikrosirkiilasyonu artirarak hastalarda norolojik diizelme saglanmistir (113, 115). 3H
tedavisine baglarken kardiyopulmoner yetmezlik, beyin 6deminde artma, bobrek
yetmezligi, hiponatremi, sepsis ve tedavi edilmemis anevrizmanin tekrar

kanayabilecegine dikkat etmek gerekir (116).
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Vaskuler diiz kaslar yavas, tonik ve uzun siireli kasilirlar. Kasildiklar1 zaman
damar liimenini daraltacak sekilde organize olmuslardir. Vazospazmi azaltmak damar
diiz kaslarinin kasilmasin1 engellemek amaciyla kullanilan pek ¢ok deneysel ajanin
yapilan klinik ¢alismalarda benzer etkisi gosterilememistir. Ancak nicardipin ve
intraarteriyel yiiksek doz papaverin uygulamasinin erken vazospazm tedavisinde etkili
oldugu gosterilmistir (117, 118). SAK sonrasi olusan kan yikim iriinleri hiicresel
bazda membran depolarizasyonuna yol acar , depolarizasyon sonucu voltaj kontroll
kalsiyum kanallar1 agilir, hiicre icine kalsiyum girer. Kalsiyum kanal blokorii olan
nimodipinin vazospazm sikligin1 %10’un altina indirdigi gosterilmis olup bu etkisini
vazodilatasyondan ¢ok iskemik néronal hicrelere kalsiyum girisini engelleyerek
yapmaktadir (119, 120).

SAK sonras1 BOS’a karisan kan {riinlerine kars1 inflamatuar cevap gelisir.
Antiinflamatuar etkisi olan ibuprofen ve metilprednizolonun deneysel olarak etkisi
gosterilsede klinik ¢aligmalarda benzer etki gosterilememistir. Yine antioksidan ajan
olan 21-aminosteroid ve desferroksaminin de deneysel ¢alismalardaki vazospazm
etkinligi klinik diizeyde gosterilememistir (117, 118). BOS drenaji, klinik
vazospazmin baslangic bulgular1 bagladiginda seri lomber ponksiyon yaparak hem
damarlarda vazokonstrilkksiyona neden olan BOS’taki kan yikim {rtinlerinin
uzaklastirilmas1 hem de serebral perflizyonun diizeltilmesi acisindan yararlidir. Bu
sekilde vazospazma bagl gelisebilecek iskemik reaksiyonlar zincirinin dniine gecilmis
olur. Her bir lomber ponksiyonda 20-30cc BOS bosaltmak gerekir. Eksternal lomber
drenaj sistemi bu amagla kullanilabilir. Fakat drenajin siirekli olmas1 sisternleri kollebe
edebilir ve bunun sonucunda BOS sirkiilasyonunda bozulmaya neden olabilir.
Enfeksiyon riskinin artmasma ve hastada immobilizasyona neden olacagi i¢in 6n

planda diisiiniilmemelidir (82).
2.2.8. Endovaskdler Tedavi

Endovaskiiler girisimler bir diger vazospazm tedavi seg¢enegidir. En bilinen
endovaskiiler tedavi segenekleri balon anjioplasti ve intraarterial papaverin
uygulamasidir. Balon anjioplasti ile olumlu sonuglar alinmistir ancak girisime baglh

komplikasyon oran1 %2-5tir ve bu oran bu yontemin yayginlagmasini engellemistir
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(121, 123). Intraarterial papaverin uygulamasi spastik damari1 agmakta basarilidir
ancak bu etkisi kisa siirelidir ve tekrarlayan enjeksiyonlar gerektirmektedir ve bu
uygulamanin klinik diizelmeye etkisi zayif olarak gosterilmistir. Papaverin
enjeksiyonu esnasinda kafa i¢i basing artar bu da serebral perfiizyon basincini diisiiriir
ve iskemiye neden olur. Bu nedenle papaverin enjeksiyonun intrakranial basing

monitorizasyon kullanilarak yapilmasi bildirilmistir (124, 126).

2.3. FARMAKOLOJIK AJANLAR

2.3.1. Riociguat

Guanilat siklaz stimiilatorii olan riociguat, diiz kaslarin gevsemesinde rol alir.
422.,4 g / mol agirliginda olan riociguatin yarilanma omrii hastalarda 12 saat saglikli
kisilerde 7 saattir. molekiiler formiili C20 Hi9 F Ng Oz olup emilimi gidalardan

etkilenmez.

NO , reseptorii olan ¢ozunilr guanilat siklazi (SGC) aktive eder. Aktive olan
guanilat siklaz enflamasyonu, vaskdler tonusu, proliferasyonu dizenleyen cGMP’yi
aktive eder. Riociguat, SGC’yi direkt uyarmasinin yanisira sGC’yi NO’e duyarli hale
getirerek de etkinlik gosterir. Sonug olarak riociguat NO-sGC-cGMP yolagini uyarir
ve vazodilatayonla birlikte cGMP’yi artirir (127) (sekil 1).
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Riociguat has a dual mode of action within the NO-sGC pathway

IN THE PRESENCE OF NO ’) INDEPENDENTLY OF NO

Riociguat sensitizes sGC
to endogenous NO by

Riociguat directly stimulates
sGC independently of NO

stabilizing sGC-NO binding ‘ A - via a different binding site
A

Increased generation
of cGMP

Increased generation
of cGMP

with subsequent
vasodilation

cGMP, cyciic guanosine monophosphate, NO, nitric oxide,
sGC, soluble guanylate cyclase.

Sekil 1. Riociguat etki mekanizmasi(128)

Subaraknoid hemorajide ekstravaze kan mikroglia aktivasyonu, periferik immn
hicreerin toplanmasina, giiglii bir antiinflamatuvar yanitin olusmasina, kan beyin
bariyerinin bozulmasina, endojen vazokonstriktiir ve vazodilatasyon yapan ajanlar
arasindaki dengesizlige neden olmaktaadir. Bu siireglerin sonunda dogrudan ya da
dolayl bir sekilde néron 6limii ve sonug olarak beyin 6liimiine neden olmaktadir

(129).

Pulmoner hipertansiyon tedavisinde kullanilan riociguat kardiyak MI’da da

deneysel olarak ¢alisilmig ve kardiyak iskemi alanini azalttig1 gosterilmistir (130).
2.3.2. Momordica Charantia

Malezya, Cin, Tayland, Japonya, Singapur, Vietnam, Amazon, Dogu Afrika,
Brezilya, Kolombiya, Kiiba, Gana, Haiti, Hindistan, Meksika gibi diinyanin tropikal
ve subtropikal bolgelerinde yaygin olarak yetistirilen momordica charantina antik
caglardan beri kullanilmakta olup antihiperglisemik, antibakteriyel, antiviral,
antitimaor, immadnomodulasyon, antioksidan, antimutajenik, antitlser, antilipolitik,
antifertilite, hepatoprotektif, ve antienflamatuar aktiviteleri rapor edilmistir (131, 132,
133, 134) (Sekil 2).
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(a)

Sekil 2. A) Yaprak ve gicekler, B) Olgunlasmamis meyve

Serebral iskemi reperfiizyon hasar1 modelinde yapilan ¢alismada
m.carantia’nin oksijen radikallerini temizleyerek noroprotektif etkinlik gosterdigi
rapor edilmistir (135). In vivo ¢aligmalarda NO ve fagositik aktiviteyi de artirdig
gosterilmistir (136).

2.4. DENEY HAYVANLARINDA VAZOSPAZM MODELI

Bagley'nin 1928'de SAK"1 modellemek i¢in kopekleri kullandigini ilk kez
bildirdigi yaymin ardindan ¢ok sayida hayvan modeli gelistirilmistir (137). Tum
modeller serebral vazospaszm patofizyolojisini anlamamiza katkida bulunsa da,

bunlardan sadece bazilar1 halen kullanilmaktadir.

Wilkins ve Levitt birka¢ farkli SAK indiiksiyon teknigini test etmis ve bu
denemler esnasinda ya arteriyel vazospazmi gézlemleyememis ya da sisterna magnaya
kan enjeksiyonu ile iiretilen ¢ok sinirli fokal spazm bulmustur. Ek olarak, otopside en
fazla subaraknoid kanin bulundugu bolge ile karotis anjiyogramda en siddetli spazmin
yeri uyumlu goriilememistir. Spazm, enjeksiyondan 10 dakika sonra baslamis ve

birka¢ saatten birka¢ giine kadar slirmiis ve kopegin biling seviyesindeki bir
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degisiklikle iliskili olmadig1 goriilmiistiir. Son olarak, bu modellerde bifazik arteriyel
daralma olmadigi sonucuna vartlmistir (138). 1972'de Kuwayama kanin sisterna
magnaya enjekte edildigi SAK modelini sunmustur.. Yazarlar, 30 dakika sonra
maksimum ve 120 dakika sonra vazospazmda kismi iyilesme ile hayvanlarin
%90’ninda vazospazmin akut fazin1 gozlemlemistir. Bu sirada, arterdeki daralmanin
orijinal ¢apin %29 ila %59 'u arasinda degistigini; ertesi giin ve sonrasinda %25-59
araliginda oldugu kaydedilmistir (139, 140).

Femoral-cisternal sant modeli tekrarlayan subaraknoid kanamayi simiile
etmektedir (141,142). Bu teknik veya farkl tiirlerdeki modifikasyonlari daha sonra
baskalar1 tarafindan kullanilmistir. Intratekal kanama, femoral arterden serebral
parankim, sisterna kiazmatika, lateral ventrikll, sisterna magna veya lomber
subaraknoid bosluk bolgelerinden birine yapilan bir sant tarafindan olusturulur.
Kanamalar, terminal duruma kadar 5 ila 60 dakika araliklarla tekrarlanir. Tekrarlanan
kan enjeksiyonlar1 sirasinda ani Oliim ortaya ¢ikabilir; kural olarak, her ardisik
enjeksiyonun gerceklestirilmesi daha zordur. Caligsmalar, ii¢lincii kan enjeksiyonunu

Ozellikle zorlastirdigini gostermektedir (143, 145).

1983 yilinda Varsos ve ark. 48 saat arayla iki otolog kan enjeksiyonu
kullanarak gecikmis anjiyografik vazospazmi gostermistir (146). Anjiyografik olarak
gosterilen vazospazmin siddetinin arttigini ve 1. giinden 5. gune kadar vazodilatorlere
artan tepki eksikligini gozlemlemis ve bu raporda mortalite ve norolojik defisit
belirlenmemis olsa da, bu modelde son zamanlarda yapilan bir dizi deneyde mortalite
meydana gelmemistir. Yiksek tekrarlanabilirlik, diisik mortalite ve 6nemli
vazospazm siddeti nedeniyle insan vakalarina benzeyen bu "¢ift kanama" modeli, su

anda vazospazm ¢aligmalarinda en popiiler olanidir (147, 149).

SAK'1n tavsan modelleri agirlikli olarak serebral vazospazmi incelemek igin
kullanilmistir. Bu modeller, deney maliyetlerinin diisiiriilmesi ile anjiyografik olarak
giivenilir vazospazm modelinin siirdiiriilmesi arasindaki bir fikir birliginin bir 6rnegi
olabilir. SAK'in deneysel modelleri, parasagital kraniotomi yoluyla Orta Serebral
Arter (OSA) dalinin ve sagital siniisiin ponksiyonuyla veya transklival yaklagimla

baziler arterin ponksiyonuyla yapilmaktadir (150, 151). Ponksiyon modelleri,
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kafatasin1 acarak intrakraniyal basing degisikliginin vazospazm iizerindeki etkisini
azaltir (150). Cerrahi prosedlr travmatik olmadik¢a, arterin ana govdesi de bir
temporal lobun arkasina saklanmis olmasi nedeniyle kraniyotomi yoluyla OSA'nin
yalnizca bir dali delinebilir (150). Bununla birlikte, ponksiyon bazal sisternada kan
birikmesine neden olmaktadir ve hayvanlarin kiigiik bir yiizdesinde vazospazm ile

iliskili serebral enfarkt izlenmistir (150).

Tek (‘tek kanama': SAK tavsan modellerinin ¢ogu) veya sisterna magnaya ¢ift
enjeksiyonlar, karsilastirilabilir serebrovaskiiler morfolojik 06zellikler ve insan
vakalarinda oldugu gibi vazospazmin benzer zaman siireci nedeniyle vazospazm
calismak i¢in etkili bir model oldugunu kanitlamistir (152-155). Tek kanamali tavsan
SAK modeliyle karsilastirildiginda, ¢ift kanamali model, insan vazospazmiyla daha
fazla ortiisen vazospazm Uretmektedir (156). Vazospazmi semptomatik hale getirmek
icin, bazi yazarlar iki tarafli ortak karotik arter ligasyonu kullanmis; boylece kollateral
akim azaltmistir (152). Bununla birlikte, karotis ligasyonu, deneyler igin gerekli olan
hayvan sayisini artiran ve vazospazm ile tikayici iskeminin etkileri arasinda tam olarak
ayrim yapilmasina izin vermeyen bir yontemdir ve onemli sayida tavsanda ciddi

defisite neden olmustur (152).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizin etik kurul onayi, Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 27.10.202127.10.2021 tarihli oturumunda incelenmis ve 2021/33-5
numarastyla onaylanmistir. Deneysel kismi1 Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin
Payzin Saglik Bilimleri Arastirma Ve Uygulama Merkezi Laboratuvarinda
gercekletirdik. Baziler arter cap Olgiimleri, histolojik preparatlarin hazirlanmasi ve
histopatolojik ve immunhistokimya incelemeleri tarafimizca histoloji laboratuarinda
yapilmustir.

Bu calismada 2,5-4 kg agirliginda, 28 adet, erkek, Yeni Zelenda beyaz
tavsanlar1 kullanildi. Tavsanlar tim calisma siiresi ig¢erisinde her kafeste bir denek
bulunacak sekilde standart kafeslerde barindirildi. Tavsanlar 20+2 °C derece sabit oda
sicakliginda tutularak ad-libitum besleme yapildi. Hergiin kafes temizligi saglanarak
bakimlart diizenli olarak yapildi. Deney siiresince tavsanlarin uygun sekilde 11k

almalar1 saglanarak 12'ser saatlik giindiiz-gece siklusu sagland (sekil 3).

Sekil 3: Deneyde yer alan hayvanlarin mevcut bakim kosullar
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3.1. Deney Gruplari

1- Kontrol (n=7): Bu gruptaki deneklere SAK yapilmadi ve saf kontrol grubu olarak
kabul edildi.

2- SAK grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere sisterna magna ponksiyonunu alinan 1
ml/kg BOS yerine takiben 2 dk igerisinde kulak arterinden ayni miktarda alinan kan
oldukca yavas enjeksiyonla verilerek SAK protokolii uygulandi ancak herhangi bir ilag

verilmedi.

3- Riociguat (n=7): Bu gruptaki deneklere SAK protokolii uygulanmig, SAK’1 takiben
10 mg/kg Riociguat (Bionet-Key Organics), 3 glin boyunca, (1x1/ 24 saatte bir doz)
peroral uygulandi (Sekil4).

4- Momordica Charantia (n=7): Bu gruptaki deneklere SAK protokiilii uygulanmis,
SAK’1 takiben 500 mg/kg Momordica Charantia(kudret nar1) 'nin etanolik ekstrakti , 3
giin boyunca, (1x1/ 24 saatte bir doz) peroral uygulandi (Sekil 5).

Hayvanlar 72 saat sonunda sakrifiye edildi. Deneyde canli hayvanda kullanilan

kimyasal/biyolojik maddeler ve farmakolojik ajanlar tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5 : Deneylerde kullanilan kimyasal/organik maddeler ve farmakolojik ajanlar

AJAN Doz Hacim | Verilis yolu | Verilis siklig1 Etki Sdresi
Riociguat 10 mg/kg | 1-3cc Per oral 1 defa/giin 24 saat
M. Charantia 500mg/kg lcc Per oral 1 defa/gln

Momordica Charantia(Kudret Nar)
Kimyasal ve biyolojik etki ¢aligmalarinda kullanilacak olan bitki materyalleri
lokal marketten temin edildi ve etiivde (60°C) kurutuldu.

Ekstrelerin Hazirlanmasi
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Kimyasal ve biyolojik etki ¢aligmalarinda kullanilacak olan bitki ekstresini
hazirlamak i¢in kurutulan bitki materyalleri toz edildi 60 °C’de etanol ilave edilerek
8 saat sure ile rotavaporda hareketli maserasyona tabi tutuldu. Daha sonra stizildi ve
vakum altinda, 40 °C’de kuruluga kadar uguruldu. Islem ii¢ kez tekrar edildi (Hiirkul
et al., 2021; Giiveng et al., 2012). Etanollii ekstre hazirlanirken kullanilan kuru bitki

miktar1 ve ¢oziicli hacmi ile yiizde (%) verim Tablo 6°da belirtilmistir.

Tablo 6: Etanollii ekstre hazirlanirken kullanilan bitki, ¢6ziicii ve elde edilen {iriinlerin
miktarlar

- : Yas bitki Solvan Ekstre ‘o
Bitkinggteryali miktari (g) hacmi (mL) | miktari(g) Verim (%)

M.Charantia 0

(Kudret nar) 3000.00 1000 mL 104.85 %3.5

Sekil 4: Calismamizda kullanilan Riociguat
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Sekil 5: Calismamizda kullanilan Momordica Charantia’nin taze meyve ve etanolik ekstrakt
hali

3.2.Anestezi ve Cerrahi Hazirhk

Tavsanlara 8 saatlik bir aclik saglandiktan sonra, deney giinii Ketamin
Hidroklorir (70 mg/kg) (Keta-Control, Doga ilag) ve Ksilazin Hidrokloriir (10mg/kg)
(Rompun-%2, Bayer) karigtirilarak intramuskiiler enjeksiyon ile anestezi saglandi
(sekil 6). Anestezi, tavsanlarda spontan solunum devam edecek ve agrisiz olacak
sekilde ayarlandi. Gerektiginde Ketamin ve Ksilazin ile ek doz anestezi yapildi. Islem
oncesi deneklere sefazolin (50mg/kg) (Cefazolin, Pfizer) Calisma sonrasi ratlar 20+2

°C derece oda sicakliginda tutuldu.
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Sekil 6: Calismamizda kullanilan veteriner anestezik ilaglar

3.3. SAK Modeli Olusturulmasi

Tavsanlarin bas1 hafif fleksiyonda olacak sekilde prone pozisyon verildi.
Oksiput-C1 aras1 palpasyonla hissedilerek bulundu ve bu bolge tras edildi. Cilt
antisepsisini ve steril cerrahi drtiinmeyi takiben yaklasik 3-4 cm uzunlugunda, orta hat,

nukal insizyon takiben, katlar anatomik planda disseke edildi (sekil 7).

Sekil 7: Deneklerin oksipitoservikal gegis bolgesinin traglanmasi, prone pozisyona alinmasi
ve steril ortmeyi takiben cilt antisepsisi yapilmasi

Paravertebral kaslarin disseksiyonunu takiben, atlonto-oksipital membran
ortaya kondu (Sekil8).
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Sekil 8: Paravertebral diseksiyonla atlanto-oksipital membranin ortaya konulmasi

26 gauge anjiyoket igne ucu ile atlantooksipital membrane, duramater ve
araknoidmater gegilerek sisterna magnaya ponksiyon yapildi. 1ml/’kg BOS aspire
edilerek, yerine kulak arterinden alinan esit hacimde, taze, heparinize olmayan,
arteryel kan, 2 dakika icerisinde enjekte edildi (Sekil 9).
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Sekil 9: A) Csiterna magnanin ponksiyonu ve BOS bosaltilmasi B) Kulak arterinden alinan
kanin cisterna magnaya enjeksiyonu

Tabakalar ustiliine uygun olarak steril sekilde kapatildi(Sekil 10).

Y VAT RO R
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Sekil 10: Islem sonrasi tabakalarin kapatilmasi ve tekrar antisepsi uygulanmasi

Denekler 30 dakika boyunca, 30 ° trendelenburg (bas asagi) pozisyonda

tutularak otolog enjekte edilen kanin bazal sisternlerde yayilmasi saglandi (sekil 11).

] gy,

Sekil 11: Tavsanlarin islem sonrasi Trendelenburg pozisyonunda bekletilmesi

Anestezi etkisi tamamen gectikten sonra, vital bulgulari stabil olan tavsanlar,

kafeslerine alinarak mevcut bakim kosullari tekrar saglandi.

3.2. Norolojik Takip
Denekler giinliik olarak goriilerek takip edildi ve kafeslerinden cikarilarak

norolojik muayene agisindan degerlendirildi. Tavsanlar, davranig farkliliklar,
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konviilziyon durumu, ekstremitelere motor kuvvet muayenesi ve agr1 hassasiyeti,
duyu fonskiyonlarinin test edilmesi (6rn; isitme ve gérme), denge durumu, kafada
hareketleri ve durusu, goz hareketleri, koordinasyon biitlinliigliniin degerlendirilmesi

amaciyla rutin olarak gézlemlendi.

3.3. ilaclarin Uygulanmasi

Deney de kullanilan Riociguat, Bionet-Key Organics firmasi tarafindan
tiretilmistir. Uretici firma tarafindan liyofilize halde -20°C’de saklanarak teslim edilen
% 98 safliktaki 250 mg Riociguat, hassas terazi yardimiyla deneklere verilecek total
gunlik dozlara béltnerek -20 derecede saklandi. Doz uygulanacagi zaman sadece daha
onceden boliinmiis olan giinlik doz miktar1 oda sicakhiginda Dicle Universitesi
Eczacilik Laboratuvari’nda dimetil siilfoksit (DMSO) yardimi ile diliie edildi.
Tolerasyonu kolaylastirmak ve diliisyon saglamak amaciyla kullanilan DMSO miktar1
kadar tamponlanmis fosfat soliisyonu (PBS) ile seyreltildi. Uciincii grupta bulunan
deneklere SAK olusturulduktan 2. , 24. ve 48. saatlerde her bir doz 10mg/kg olarak

oral yolla uygulandi.

105gr Momordica Charantia (Kudret Nari) etalonik ekstrakti oral ve
gastrointestinal tolerasyonu artirmak i¢in musluk suyuyla 105 cc’ye tamamland: (M.
Charantia 1gr/cc). Dordiincii grupta bulunan tavsanlara SAK olusturulduktan sonra 2.,
24. ve 48. saatlerde her bir doz 500 mg/kg olacak sekilde per oral uygulandi. Denekler
son ilag dozu verildikten sonra 24 saat daha takip edildi.

3.4. Perflizyon-fiksasyon

Tiim hayvanlara 72 saat sonra deney esnasinda kullanilan medikasyon
(Ketamin-70mg/kg + Ksilazin-10mg/kg) ile anestezi verildi. Takiben perfiizyon
islemine baslamadan tavsanlara genel anestezi altinda supin pozisyonda torakotomi

yapildi kan &rnekleri biyokimyasal ¢aligmalar i¢in alind1 (Sekil12).
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Sekil 12: Perfiizyon fiksasyon Oncesi tavsanlara torakotomi yapilmasi

Sol ventrikiil kaniile edildi, sag atrium genisce acildi, desendan aorta ve vena

kava klemplendi (Sekil 13) (Sekil(14).

Sekil 13: inen Aorta ve Vena Kavanin bulunarak klemplenmesi
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Sekil 14: Sol ventrikiiliin kaniile edilmesi ve sag atriumun agilmasi

Sol ventrikiile yerlestirilen 14 F nelaton sonda kullanilarak 300 ml fizyolojik
salin ile perflizyon islemini yapildiktan sonra, 200 ml %10 formalin kullanilarak

fiksasyon sagland1 (Sekil 15).
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Sekil 15: Perfiizyon ve Fiksasyon islemlerinin yapilmasi

Perfiizyon ve fiksasyon islemleri 100 cm yiikseklikten, pompa olmaksizin
saglandi. Tavsanlar prone pozisyona getirilerek ve eski cilt insizyonlar1 kullanilarak
foramen magnumdan frontal bolgeye kadar uzanan kraniektomi yapildi. Baziler arter

beyin dokusu ile birlikte nazikce ¢ikarildi (Sekil 16).

34



A B
Sekil 16: Kraniektomi sonrasi ¢ikarilan beyin ve beyin sapt dokularinin A) rostral gériinimi,
B) Ventral gortinim

Cikarilan dokular %10 formalin solusyonunda, 4 “C’de saklandi.
3.5. Rutin Histolojik Takip

Sakirifye edilen tavsanlarin total beyin dokular1 ¢ikartildi ve %10’luk formolde
24 saat siireyle 6n fiksasyon gerceklestirildi. On fiksasyon sonrasi doku &rnekleri
kiictik pargalara ayrildi. SAK modeli olusturulan beyin sap1 bolgesi ve beyin sap1
bolgesinden alinan doku pargalar tekrar fiksasyona tabi tutuldu ve %10’luk formolde
12 saat siireyle fiksasyon tekrarlandi. Fiksasyon tamamlanan 6rnekler 12 saat siireyle
akar gesme suyu altinda yikandi ve artan alkol serilerinde (%70, 80, 90, 96 ve 100)
dehidre edildi. Dehidre edilen drnekler iki seri ksilen igerisinde 5’er dakika siireyle
seffaflandirildi. Ksilen ile seffaflandirilan 6rnekler daha sonra ksilen ve sivi parafin
karisimi igerisinde inkiibatdrde 1 saat siireyle bekletildi ve parafin infiltrasyonu
baslatildi. Bir saatlik siire sonunda ksilen parafin karisimi uzaklastirildi ve iki seri

temiz parafinde 1’er saat silireyle parafin niifuzu tamamlandi. Hazirlanan 6rnekler
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temiz parafinlere gomiilerek bloklaj islemi tamamlandi. Elde edilen parafin blok

kesitleri daha sonra kesitlerin alinmas1 amaciyla uygun ortamda muhafaza edildi.
3.6. Kesitlerin alinmasi ve H&E boyama protokolii

Hazirlanan parafin bloklardan 5 pm kalinhiginda kesitler bir mikrotom
yardimiyla alind1 ve benmari’ye birakildi. Kesitler pozitif sarjli lamlara alindi ve 37
°C’lik inkiibatorde kurumaya birakildi. Elde edilen kesitler hem H&E hem de
immunohistokimyasal boyama protokollerinde kullanildi. H&E boyama ig¢in elde
edilen kesitler 56 °C’ye ayarli inkiibatorde 30 dakika bekletildi ve parafin
depolimerizasyonu ger¢eklestirildi. Daha sonra kesitler iki seri ksilen igerisinde 15’er
dakika siireyle parafinden arindirildi. Parafinden arinan doku kesitleri rehidratasyon
icin azalan alkol serilerinde (%100, 96, 90, 80, 70) 5’er dakika siireyle bekletildi ve
son asamada distile suya getirildi. Iki seri distile suda 5’er dakika yikanan 6rnekler
daha sonra hematoksilen igerisine alind1 ve 5 dakika siireyle boyama gergeklestirildi.
Hematoksilen boyanan ornekler akar ¢esme suyu altinda 5 dakika siireyle yikandi.
Kesitler daha sonraki asamada alkolik eozin soliisyonuna alind1 ve 1 dakika siireyle
boyaya tabi tutuldu. Siire sonunda kesitler alkol serilerinde (%70, 80, 90, 96) daldir
cikar yapilmak suretiyle fazla boyadan arindirildi ve son asama olarak absolu etanol
icerisinde 3 dakika siireyle ekletildi. Alkolde durulanan 6rnekler iki seri ksilen de 15’er
dakika siireyle bekletildi ve entellan ile kapatildi. Ornekler kurumaya birakild: ve

incelenmek (izere uygun ortamda muhafaza edildi.
3.7. Immunohistokimya protokolii

Parafin bloklardan alinan kesitlerde IL-1B ve TNF-a degerlendirmesinin
yapilmast amaciyla immunohistokimya protokolii uygulandi. Bu amagla alinan
kesitler H&E boyama protokoliindeki distile suya getirme asamalarina tabi tutuldu ve
distile suya alindiktan sonra immunohistokimya asamalaria gecildi. S6z konusu
protokol cercevesinde Ornekler {i¢ seri tamponlanmis fosfat soliisyonu (PBS)
icerisinde 5’er dakika siireyle yikandi. Ornekler daha sonra antijen retrieval igin sitrat
tamponu (ph: 6.0) igerisine alind1 ve 1sitma tablasi iizerinde antijen retrieval kaynama

noktasina gelecek derecede 1sitilana kadar bekletmek suretiyle gerceklestirildi. Istnan
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ornekler 1sitma tablasindan alinarak tezgaha birakildi ve oda 1s1sina donmesi beklendi.
Soguyan ornekler {i¢ seri PBS igerisinde 5’er dakika siireyle yikandi. Daha sonraki
asamada Ornekler endojen peroksidaz blokaji i¢in metanol igerisinde hazirlanan
%3’liikk H202 solusyonuna alindi ve 15 dakika siire ile endojenik peroksidaz
aktivitesinin inhibisyonu gergeklestirildi. Bu asamadan sonra kesitler tekrar ii¢ seri
PBS igerisinde 5’er dakika siireyle yikamaya tabi tutuldu. Yikanan 6rneklerin etrafi
siirlayict hidrofobik kalem ile ¢izildi ve kurumamalaria 6zen gosterildi. Kesitlerin
lizerine non spesifik baglanmanin azaltilmasi i¢in Ultra V Block (Katalog no: TA-125-
UB, Thermo, ABD) damlatild1 ve oda 1sisinda 7 dakika siireyle inkiibasyon yapildu.
Inkiibasyon siiresi sonunda orneklerin iizerine antibody diliient icerisinde 1:200
oraninda diliie edilmis olan IL-1f (Katalog no: sc-52012, Santa Cruz, ABD) ve TNF-
a (Katalog no: sc-1348, Santa Cruz, ABD) antikorlari damlatildi. Antikor uygulanan
kesitler +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona alindi. Inkiibasyonu tamamlandiktan
sonra drnekler ii¢ seri PBS igerisinde 5’er dakika siireyle yikandi. Orneklerin iizerine
sekonder antikor (Katalog no: TP-125-BN, Thermo, ABD) eklendi drneklerin oda
1s1sinda 15 dakika inkiibasyonu sagladin. Daha sonra ornekler ti¢ seri PBS’te yikandi
ve kesitlerin Uzerinde streptavidin peroksidaz (Katalog no: TS-125-HR, Thermo,
ABD) damlatild1 ve oda 1sisinda 15 dakika inkiibasyon gerceklestirildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda ornekler takrar {i¢ seri PBS te 5’er dakika siireyle yikandi. Kromojenik
reaksiyonun gergeklesmesi i¢in Orneklerin tizerinde DAB kromojen (Katalog no:
34002, Thermo, ABD) damlatildi ve orneklerde reaksiyon 151tk mikroskobu altinda
takip edildi. Reaksiyonu durdurmak icin 6rnekler tekrara PBS’e alindi. Artan alkol
serilerinde(%70, 80, 90, 96 ve 100) 5 er dk bekletildikten sonra iki seri ksilende 15 er
dakika bekletildi ve 6rnekler entellan ile kapatildi.

3.8. Immunohistokimyasal analiz

Immunohistokimya yapilan kesitlerde IL-1B ve TNF-a pozitiflik diizeyleri elde
edilen kesit goriintiilerinde yogunluk diizeyleri hesaplanarak incelendi. Bu amagla
damar kesitlerinde ve beyin sap1 drneklerinde néron ve glial hiicrelerde IL-1 ve TNF-
a immunopozitivite diizeyleri incelendi. Yapilan analizlerde DAB kromojen pozitif
kahverengi boyanin total kesit alaninda kapladig1 alan oranlanarak immunopozitivite

duzeyleri Image J (NIH, NY, USA) yaziliminda incelendi. Elde edilen yogunluk
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duzeyi ve total doku kesit alanlar1 yiizdelere doniistiiriilerek immunopozitivite
yogunluk oranlar1 elde edildi. Veriler istatistiksel yOnden gruplar arasinda

karsilastirildi.
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4. BULGULAR

H&E Bulgulan

Kontrol grubu kesitlerinde beyin sapindan gegen biiyiik arterlerde normal
histolojik goriintli izlendi. Damar liimeninin endotel ile doseli oldugu, diiz kas
hiicrelerinden olusan bir intima tabakasinin varligit ve c¢evre doku ile iliskili

adventisyanin mevcudiyeti kolaylik tespit edildi (Sekil 17 ve Sekil 18).

Sekil 17: Kontrol grubunda beyin sap1 bolgesinde yer alan baziler arter kesitinin kiiglik
biiylitmedeki goriintiisii. Baziler arter ve vaskiiler dallarin dilate goriintiisii izlenmektedir.
Boyama: H&E, Bar: 200 um.
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Sekil 18: Kontrol grubunda beyin sap1 bolgesinde yer alan baziler arter kesitinin biiyiik
biiyiitmedeki gorlintiisii. Arterlere ait endotel, media ve adventisya tabakalari ile cevre
dokularm normal morfolojide oldugu izlenmektedir. Boyama: H&E, Bar: 20 pum.

SAK modeli uygulanan hayvanlarin vaskiiler yapilarinda goézle goriiliir bir
kontraksiyon oldugu tespit edildi. Kontraktil durumdaki damarlarda endotellerin
damar liimenine siskin goriintli olusturdugu goriildii. Tunika media tabakasini
olusturan diiz kas hiicrelerinin arasinda dagilan liflerin dalgal1 bir goriintii olusturdugu
goraldi. Arter kesitlerinin etrafinda yogun hemorajik birikim goze ¢arpiyordu. Tunika
adventisyada yer yer plazma hiicrelerinin varhigi ve dar alanlarda perivaskiler 6dem
varhigi tespit edildi (Sekil 19 ve Sekil 20).
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Sekil 19: SAK grubunda beyin sap1 bolgesinde yer alan baziler arter kesitinin kiigiik
biiytlitmedeki goriintiisii. Arter ¢evresinde yogun eritrosit akiimiilasyonunun yani sira damarin
limeninde daralma ve liimen ¢apinda gozle gorulur azalma izlendi. Boyama: H&E, Bar: 200
pm.

Sekil 20: SAK grubunda beyin sapt bolgesinde yer alan baziler arter kesitinin biiyiik
biiyiitmedeki goriintiisii. Damar media tabakasinda dalgali goriintii (ok), perivaskiiler 6dem
(ok bas1) ve ¢evre dokuda akiimiile olmus yogun eritrosit varligi izlendi. Boyama: H&E, Bar:
20 pum.
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Riociguat grubu kesitlerinde baziler arter ¢ap goriintisunin kontrol grubuna
benzer sekilde oldugu, liimenlerin agik ve eritrosit akiimiilasyonunun ortadan kalktig1
goriildii. Vaskiiler endotellerin genel goriintiisii kontrol grubuna benzer sekildeydi.
Tunika medianin diiz kas hiicreleri ve aralarindaki lifler dizenli ve tertipli dizilim
gosteriyordu (Sekil 21 ve Sekil 22).

Sekil 21: Riociguat grubunda beyin sap1 bolgesinde yer alan baziler arter kesitinin kiiglik
biiylitmedeki gdriintiisii. Damarin genel yapisinin kontrol grubuna benzer oldugu ve eritrosit
akiimiilasyonunun ortadan kalktig1 tespit edildi. Boyama: H&E, Bar: 200 pm.
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Sekil 22: Riociguat grubunda beyin sap1 bolgesinde yer alan baziler arter kesitinin biiylik
biiyiitmedeki goriintiisii. Damarin endotel, media ve adventisya tabakalarinin kontrol grubuna
benzer oldugu goriildii. Boyama: H&E, Bar: 20 pm.

Momordica charantia uygulanan grupta vaskiiler yapida iyilesme goriildii. Her
ne kadar doku etrafinda hemorajik goriintii izlense de baziler arter dilatasyonu agik bir
sekilde gozleniyordu. Damar endotelinin ve media tabakasini olusturan elemanlarin
yine kontrol grubuna benzer goriintiide oldugu tespit edildi. Kas hiicre ¢ekirdekleri
mekik seklinde ve diizenliydi. Adventisya tabakasinda eritrosit agregasyonlar1 yer yer

izleniyordu (Sekil 23 ve Sekil 24)
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Sekil 23: Momordica charantia grubunda beyin sap1 bolgesinde yer alan baziler arter ve
vaskiiler dallarin kiigiik biiyiitmedeki goriintiisii. Damar tabakalarinin kontrol grubuna kismen
benzer oldugu buna karsin perivaskiiler eritrosit akiimiilasyonunun yogunlugu tespit edildi.

Boyama: H&E, Bar: 200 um.

Sekil 24: Momordica charantia grubunda beyin sap1 bolgesinde yer alan baziler arter kesitinin
biiyiik biiyiitmedeki goriintiisii. Endotel ve media tabakalarinin (ok) normal goriintiisiine
ragmen, adventisyada yer yer lokal perivaskiiler 6dem (ok bag1) varligr izlendi. Boyama:

H&E, Bar: 20 um
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Kontrol grubunun beyin sap1 histolojik kesitleri incelendiginde dokuda néron
ve glia hiicrelerinin yogun dagilim gosterdigi goriildii. Bu grubun kesitlerindeki
ndronlarin farkl tiplerde oldugu ve motor néronlara ait tipik morfolojik yapinin varligi

tespit edildi (Sekil 25).
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Sekil 25: Kontrol grubu beyin sap1 kesitinin 151k mikroskobik goriintiisii. Boyama: H&E,
Bar: 20 pm

SAK grubu beyin sap1 kesitlerinde ise motor noéronlarin tipik multipolar
goriintiisiiniin bozuldugu, sinir liflerinin arasinda inflamasyona bagli yer yer 6demli
bir gdriintliniin olustugu goriildi. Glia hiicreleri ve noronlarin ¢ekirdeklerinde piknotik
goriintli yaygin bir sekilde izlenmekteydi. Sinir dokusunun igerisinde kan dokusunun

infiltre oldugu ve kan sinir bariyerinin tahrip oldugu goriildii (Sekil 26).
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ve noroglialarda (kivrimli ok) diizensizlik ve piknotik ¢ekirdek, sinir dokusunda hemorajik
goruntd (*). Boyama: H&E, Bar: 20 um

Riociguat grubu beyin sap kesitlerinde noron ve glialarin kontrol grubuna
benzer bir goriintii olusturdugu tespit edildi. Boyamalarda kontrol grubunda gortildiigii
gibi biiytlik biiylitmelerde nissl graniillerinin dahi segilebilir oldugu, niikleer yapinin
ve genel hiicre goriintlisliniin kontrol grubuyla uyumlu oldugu goriildii. Bu grupta
noroglia hiicrelerinin sinir lifleri ve néronlar arasinda kontrol grubunda oldugu gibi
diizenli dagildigi ve SAK grubunda izlenen piknotik ¢ekirdekli sinir doku hiicrelerinin
neredeyse tamamen ortadan kalktig1 tespit edildi (Sekil 27).
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Sekil 27: Riociguat grubu beyin sap1 kesitinin 151k mikroskobik goriintiisii. Yer yer izlenen
dejenere olmus noronlarin (kalin ok) ve glia hiicrelerinin (kivrimli ok). Boyama: H&E, Bar:
20 pm

Momordica charantia grubunun beyin sap1 kesitlerinde de sinir dokusunun
genel goriintiisii kontrol grubuna yakin seyrediyordu. Noronlarda ve glia hiicrelerinde
yer yer diizensizlik ve piknotik ¢ekirdekli goriintii izleniyor olsa da morfolojik yapinin
SAK grubuna oranla korunmus bir yapida oldugu goriildii. Ayrica SAK grubunda
izlenen sinir dokusuna kan infiltrasyonunun bu grupta da mevcudiyeti kismen izlendi
(Sekil 28).
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Sekil 28: Momordica charantia grubu beyin sap1 kesitinin 11k mikroskobik goériintiisii.
Noronlarda diizensiz hiicre goriintiisii ile perinéral 6dem (kalin ok), glia hiicrelerinde diizensiz
ve piknotik ¢ekirdek goriintiisii (kivrimli ok), sinir dokusunda hemaroji (*). Boyama: H&E,
Bar: 20 pum.

Immunohistokimya Bulgulari

Sekil 29: Kontrol grubu kesitinde IL-6 immunohistokimya. Baziler arter diiz kas
hiicrelerinde diisiik diizeyde immunpozitivite (ok). Boyama: IL-6 immunohistokimya &
Hematoksilen zit boyama. Bar: 20 pm.
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Sekil 30: SAK grubu Kkesitinde IL-6 immunohistokimya. Tunika medianin diiz kas
hiicrelerinde immunopozitivitede (ok) yogunlagsma. Boyama: IL-6 immunohistokimya &
Hematoksilen zit boyama. Bar: 20 pm.

Sekil 31: Riociguat grubu kesitinde IL-6 immunohistokimya. Baziler arter tunika mediasinin
diiz kas hiicrelerinde immunopozitivite (ok) diizeyi kontrol grubuna benzer sekilde izlendi.
Boyama: IL-6 immunohistokimya & Hematoksilen zit boyama. Bar: 20 um.
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Sekil 32: Momordica charantia grubu kesitinde IL-6 immunohistokimya. Baziler arter tunika
mediasinin diiz kas hiicrelerinde immunopozitivitenin (ok) orta diizey yogunlukta oldugu
sekilde izlendi. Boyama: IL-6 immunohistokimya & Hematoksilen zit boyama. Bar: 20 pm.

Izogml

Sekil 33: Kontrol grubu kesitinde TNF-o. immunohistokimya. Baziler arter tunika medisinin
diiz kas hiicrelerinde diisiik diizeyde immunopozitivite (ok). Boyama: TNF-a
immunohistokimya & Hematoksilen zit boyama. Bar: 20 um.
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Sekil 34: SAK grubu kesitinde TNF-o immunohistokimya. Tunika medianin diiz kas
hiicrelerinde ¢ok yogun immunopozitiflik (ok). Boyama: TNF-o immunohistokimya &
Hematoksilen zit boyama. Bar: 20 pm.

Sekil 35: Riociguat grubu Kkesitinde TNF-o immunohistokimya. Baziler arter tunika
mediasinin diiz kas hiicrelerinde orta yogunlukta immunopozitiflik (ok). Boyama: TNF-a
immunohistokimya & Hematoksilen zit boyama. Bar: 20 um.
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Sekil 36: Momordica charantia grubu kesitinde TNF-o. immunohistokimya. Baziler arter
tunika mediasinin diiz kas hiicrelerinde orta yogunlukta immunopozitiflik (ok). Boyama:
TNF-a immunohistokimya & Hematoksilen zit boyama. Bar: 20 pm.

52



5. TARTISMA

Subaraknoid kanama (SAK) bircok nedene bagli, her yasta goriilebilen ve
hayat1 tehdit eden akut serebrovaskiiler olaydir. Ani Oliimler igerisinde kalp
hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir (1, 3). SAK’1n klinik seyrinde en

stk gbzlenen komplikasyon vazospazmdir (1, 2, 4, 7).

Serebral vazospazm, subaraknoid kanamadan sonra giinler i¢inde yavas yavas
gelisen serebral arterlerde belirgin daralma yaparak beyinde iskemi ya da enfarkt
gelismesine neden olarak ndrolojik fonksiyon kaybi ile sonuglanabilen geri doniisii
olabilen patolojik olaylar zinciridir (74, 77). Vazospazm SAK’tan ortalama 3 giin
sonra baglar 5-8. giinde maksimum seviyeye ulasir v 14. glinden sonra azalma
egilimindedir (86). Tavsanlarda deneysel olarak olusturulan SAK modelinde
vazospazm 3. giinde en (st seviyededir (157). Bu sebeple galismamizda deneysel SAK
sonrast vazospazmin en ¢ok gorildigi ginii 3. gin kabul ederek, SAK
olusturulduktan sonra 72. saatte tavsanlar1 sakrifiye edip baziler arter, beyin sap1 ve

serebral dokudan 6rnekleme yapilda.

Arastirmalarda kullanilabilecek tam anlamiyla insan benzeri bir denek
bulunamamistir. Bircok deney hayvami SAK modellemesinde kullanilmistir.
Giintimiizde bu amagla bilinen ve tavsan modellerinde en ¢ok uygulanilani, sisterna
magnaya, kulak arterinden alman taze kanin enjekte edilmesi yontemidir. Hem
uygulama kolayligi hemde sik kullanilmasi nedeniyle biz de ¢alismamizda sisterna
magnaya otolog kan enjeksiyonu SAK modelini uyguladik. Bir diger hususda bu
modellemelerde insandakine benzer SAK ve vazospazm olusturabilmektir. Kullanilan
metodlardaki hayvanlarda subaraknoid boslukta bulunan arterlerde (intrakraniyal)
periferik sistem arterlerinden farkli olarak adventisya tabakalarinin iyi gelismemis
olmasi; vazo vazorumlarinin bulunmamasi ve bu hayvanlarda kollateral dolagimin iyi
gelistigi igin vazospazma bagli norolojik defisitin  nadiren ortaya ¢ikmasi
insanlardakine yakin bir durum saglayabilmektedir. Baziler arteri caligmanin bagka bir
faydasi da posterior sirkiilasyonun iyi gelismis olmasidir (158). Bu nedenlerden yola
cikarak Riociguat ve M. Charantia’nin  vazospazma etkisini arastirmak i¢in

tavsanlarda deneysel SAK modelini sectik.
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Gegmisten gliniimiize vazospazm iizerine bir cok deneysel ve klinik arastirma
yapilmis olup kesin bir tedavisi ve korunma yontemi bulunamamistir. Vazospazmin
en kabul edilen ve en yaygin uygulanan tedavisi 3H olarak bilinen hipervolemi,
hemodiliisyon ve hipertansiyon tedavisidir. Yapilan pek c¢ok c¢alismada da
gosterilmistir ki sivi yliklenmesi ve hemodiliisyon ile kan viskozitesi azaltilip
tansiyonun da yiikseltilmesi serebral kan akimini, serebral perflizyonu ve

mikrosirkiilasyonu artirarak hastalarda norolojik diizelme saglanmistir (113, 115).

Giincel vazospazm tedavisinde nimodipin kullanimi disinda tamamen kabul
edilmis medikal tedavi bulunmamaktadir. Kalsiyum kanal blokérii olan nimodipinin
vazospazm sikligmi  %10’un altina indirdigi gosterilmis olup bu etkisini
vazodilatasyondan ¢ok iskemik noronal hiicrelere kalsiyum girigini engelleyerek
gostermektedir (119, 120). HT ve anjina tedavisinde endike olan L tipi kalsiyum kanal
blokérl nikardipin oral, intravendz, intraarteriyel ve intratekal/intraventrikuler olarak
uygulanabilmektedir (159). Bu ilag¢ Lu ve arkadaslari tarafindan intraventrikiiler yolla
hastalara verilmis ve nikardipinin vazospazm siddetini azaltmada etkili oldugu

gosterilmistir (160).

Alexander ve arkadaslari, kopeklerde yaptiklar1 deneysel caligmada, SAK
sonrasi ilk 24 saat yapilan sisternal irrigasyonun, subaraknoid aralikliktaki kan ve kan
yikim {irtinlerini oldukca azalttigini ancak baziler arterdeki anjiografik ve morfolojik
degisikliklere etkisinin olmadigi; kronik vazospazmin gelisme riskini azaltmadigi; bu
nedenle ilk 24 saatte yapilabilecek sisternal lavajin vazospazm mekanizmalarin

aydinlatmada yararli olabilecegini beyan etmistir (161).

Yanamoto ve arkadaslari, tavsanlarda olusturulan SAK modelinde, kanama
sonrast erken donemde intravendz yolla uygulanan sentetik multiserin proteaz
inhibitord olan FUT-175"in plazma serin proteaz kaskadini inhibe ederek, vazospazm

gelismesini Onledigini gostermistir (162).

Oshiro ve arkadaslari, ratlarda femoral arterde olusturulan kronik vazospazm

modelinde ICAM-1 araciligiyla gerceklesen graniilosit ve makrofaj infiltrasyonunu,
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periadventisyal bolgede tespit etmisler ve sistemik anti ICAM-1 mAb uygulanmasinin

kronik vazospazmi onemli 6l¢lide engelledigini ortaya koymustur (163).

Fassbender ve arkadaslari, IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar
sitokinlerin SAK sonrasi inflamasyonu tetikleyerek doku harabiyetine yol actigini ve
bu nedenle vazospazm patogenezinde olduk¢a 6nemli rol oynadiklarini gostermistir.
Antiinflamatuar, antisitokin tedaviler ile SAK’1n hemodinamik komplikasyonlarinin

Onlenebilecegini O6ne siirmiistiir (164).

Josko ve ark., ratlarda deneysel SAK modelinde, ET-1 ‘in uzamis vazospazm
ve vazospazmin noronal hiicrelerde olusturdugu hasardan sorumlu oldugun ve bu
hasardan dolayr VEGF gibi potent anjiogenezis yapan growth faktorlerin saliniminin
arttigin1 sOylemistir. VEGF ekspresyonunun SAK sonrasi serebral damarlarda ve
serebral hemisferler, beyin sapi, serebellumdaki ndronal dokularda arttig1 goriilmiistiir.
Bundan dolay1 endotelin doniistiiriicii enzim inhibitorii (fosforamidon) veya ET-A
reseptdr antogonisti (BQ-123) uygulanmasinin anjiogenezisi ve VEGF ekspresyonunu
inhibe ederek vazospazmin geg etkilerini azalttigini ya da 6nledigini belirtmistir (165).
Yapilan c¢aligmlarda Endotelin reseptor antogonistlerinin (clazosentan, TAK-044,
bosentan gibi) anjiografik olarak vazospazm sikligin1 azaltmasina karsin vazospazm
ilskili enfarkt gelisimi, gecikmis serebral hasar, mortalite gibi klinik sonuglari iizerine
istatiksel olarak anlamli etkisi goriilmemistir. Ayrica pulmoner 6dem, hipotansiyon,
anemi ve plevral effiizyon gibi ciddi komplikasyonlarina sebep olmalarindan dolay1

SAK sonrast kullanimlarinin tartisilmali oldugu bildirilmistir (166).

Zhou ve arkadaglari, kopeklerde deneysel SAK modelinde, p53 inhibitorii olan
pifithrin-alfa (PFT)’ nin intersisternal uygulanmasiyla, SAK sonrasi goriilen diiz kas
hicrelerinde proliferasyonu ve endotelyal hiicrelerde apopitozisi 6nledigini; bu yol
vasitasiyla anjiografik olarak vazospazmi azalttigin1 géstermistir. P53 inhibisyonunun
serebral vazospazm gelisimini azaltma ve hatta 6nlemede anahtar rol oynayabilecegini

One stirmiistiir (167).

Kertmen ve arkadaslari, tavsanlarda deneysel SAK modeli olusturarak

yaptiklar1 benzer bir calismada, tiyokolsikosid’in GABAerjik aktivite iizerine agonist
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ve antogonist etkilerinin olmasi1 nedeniyle baziler arterde vazodilastasyona neden
oldugunu ve SAK’ 1n neden oldugu vazospazmi Onlemede etkili olabilecegini

gostermislerdir (168).

Satoh ve arkadaslari, ratlarda deneysel SAK modelinde, antisense MAPK
oligoniikleotid uygulanmasi ile, vazospazmdaki olasi devamli diiz kas kasilmasinin
sebebi MAPK yolaginin inhibe edilmesinin vazospazmi hafiflettigini ve tedavide rutin

kullanilmastyla vazospazma kars1 etkin tedavi plani olabilecegini belirtmistir (169).

Yunchang ve arkadaglari, tavsan SAK modelinde insan doku kallikrein‘in SAK
sonrast uygulanmasinin, BOS’taki NO seviyelerinde artisa neden olarak
vazodilatasyonu indiikleyerek ve Bax ekspresyonunu azaltip, Bcl-2 ekspresyonunu
arttirarak apopitoza giden hiicreleri azaltarak ,vazospazmi ve etkilerini dnledigini

gostermistir (170).

Lin ve arkadaslarinin tavsanlar {izerinde yaptig1 calismada, deneysel olarak
olusturulan SAK modelini takiben oral uygulanan simvastatin ve taurine’in IL-B1, IL-
6 ve TNF-a diizeylerinde azalmaya neden olarak antiinflamatuar etkisiyle, kronik

vazospazm olusumunu azaltic etkilerinin oldugunu gostermistir (171).

Ulkemizde yapilan; Aydin ve arkadaslarnin ¢aligmasinda, ratlarda deneysel
olarak olusturulan SAK sonrasi curcumin’in uygun dozlarda intraperitoneal olarak
uygulanmasimin anti-oksidan etkisiyle serebral arterlerde vazodilatasyona sebep
oldugu ve vazospazmin engellemesinde rolii oldugunu ortaya c¢ikarmistir (172).
Giiveng ve arkadaslarinin yaptig1 diger bir caligmada, tavsanlarda SAK modelinde
Punica granatum L.(Nar suyu) gavaj yoluyla verilmis ve anti-oksidan etkisiyle
vazodilatasyona neden oldugu ve apoptozisi azaltarak vazospazm ve etkilerini
azalttigin1 belirtmistir (173). Biz de c¢alismamizda antioksidan ozellikleri bilinen
Momordica Charantia’nin benzer etkileri sunacagini diislinerek kullanmay1

kararlastirdik.

Fesli ve arkadaslarinin ¢alismasinda tavsanlarda SAK modelinde antiepiplektik
olarak medikal tedavide kullanilan vigabatrin intraperitoneal yolla verilmis, GABA-T

enzimini inhibe eden Vigabatrin'in GABAerjik sistemi aktive ederek vazodilatasyona
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neden oldugunu saptamis ve bu etkinin vazospazmi azalttigi, vazospazm kaynakli

iskemik ndronal hasar iizerinde 6nleyici etkileri oldugunu gostermistir (174).

Orakdogen ve arkadaglar1 rat femoral arterinde yapilan deneysel vazospazm
modelinde ozon tedavisini denemislerdir. Duvar kalinlig1 ve liimen ¢aplar1 6l¢timleri,
ozonun, vaskiiler vazospazmin ¢oziilmesinde ve sican femoral arterlerinde vaskiiler
liimenin genisletilmesinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir. Sonugta ozon
tedavisinin, post hemorajik vazospazmin tedavisinde yararli olabilecegini
gostermislerdir (175). Bu ve bunlara benzer ¢ok sayida cesitli aragtirma yapilmis ve

hali hazirda yapilmaktadir.

Guanilat siklaz stimiilatorii olan riociguat, diiz kaslarin gevsemesinde rol alir.
NO, reseptorii olan ¢oziiniir guanilat siklaz1 (sGC) aktive eder. Aktive olan guanilat
siklaz enflamasyonu, vaskiiler tonusu, proliferasyonu diizenleyen cGMP’yi aktive
eder. Riociguat, sGC’yi direkt uyarmasmin yanisira sGC’yi NO’e duyarli hale
getirerek de etkinlik gosterir. Sonug olarak riociguat NO-sGC-cGMP yolagini uyarir
ve vazodilatayonla birlikte cGMP’yi artirir (127).

Pulmoner hipertansiyon tedavisinde kullanilan riociguat kardiyak MI’da da
deneysel olarak calisilmis ve kardiyak iskemi alanmi azalttigr gosterilmistir (130).
Ayrica klinigimizde yapilan bir ¢aligma ratlarda deneysel orta serebral arter okllizyonu
serebral iskemi modelinde yapilan incelemerde riociguatin gii¢lii vazodilatasyon
durumu gozlemlenmis ve riociguatin serebral iskemik hasar1 azalttigini géstermistir

(176).

Diinyanin tropikal ve subtropikal bodlgelerinde yaygin olarak yetistirilen M.
Charantia antik c¢aglardan beri kullanilmakta olup antihiperglisemik, antibakteriyel,
antiviral, antitimdr, immianomoduilasyon, antioksidan, antimutajenik, antillser,
antilipolitik, antifertilite, hepatoprotektif, ve antienflamatuar aktiviteleri rapor
edilmistir (131, 132, 133, 134). Gong ve arkadaslarinin ratlarda orta serebral arter
okliizyonu iskemi modelinde yaptig1 calisma bildigimiz kadariyla, M. charantia
polisakkaritinin serebral iskemi/reperfiizyon hasari sirasinda noroprotektif etkileri

olduguna dair ilk rapordur. Molekiiler mekanizmalar, antioksidan ozellikleriyle
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kismen O2, NO ve ONOO (peroksinitrit)'yu temizlemenin ve ardindan apoptotik
hiicre 6limiinde hiicresel sinyal yolaklarinda kritik olan JNK3/c-Jun/Fas-L sinyal
kaskadlarin1 ve mitokondriden sitokrom ¢ salinimini inhibe etmeye ve kaspaz-3'Un

inhibisyonuna baglanabilir.

Calismamiz hem Riociguat hem de Momordica Charantia’nin deneysel
subaraknoid kanama modelinde yapilan ilk ¢calisma olmasi ve her ikisinin de serebral
doku tizerinde neredeyse hig ¢alisilmamis olmasi nedeniyle degerlidir. Histolojik ve
morfometrik incelemede SAK modeli uygulanan hayvanlarin vaskiiler yapilarinda
gbzle goriiliir kontraksiyon oldugunu tespit ettik. Baziler arter c¢evresinde yogun
eritrosit birikimi oldugunu ve arter liimenin daralmis, perivaskiiler alanin da 6demli
oldugunu gordiik. Riociguat tedavisi alan deney grubunda baziller arter ¢aplarinin
kontrol grubuna benzer sekilde oldugunu ve Riociguatin etkili bir vazodilatasyon
sagladini, eritrosit birikiminin de ortadan kalkmis oldugunu ve liimenlerin agik
oldugunu gozlemledik. Momordica Charantia deney grubunda ise baziller arterde
etkin bir dilatasyon gérmekle beraber doku etrafinda hemorajik birikim ve yer yer

eritrosit aggregasyonlari tespit ettik.

Histopatolojik incelemede ise beyin sap1 ve serebral dokudan aldigimiz
kesitlerde SAK grubunda ndroglial hicreleri, noron cekirdeklerinde piknotik
degisiklikleri ve kan beyin bariyerinin bozuldugunu saptadik. Riociguat deney
grubunda bu degisikliklerin olmadigini; genel hiicre ve ¢ekirdek yapisinin kontrol
grubuyla uyumlu oldugunu gordiik. Momordica Charantia deney grubunda ise SAK
grubundaki degisikliklerin bir kismi izlenmekle birlikte noral dokunun genel yapisi
kontrol grubuna benzerdi. Hiicre yapilart diizensiz ve ¢ekirdek yapilarinda
degisiklikler izlense de morfolojik yap1 korunmustu. Riociguat grubunun aksine noral

dokuda kismen hemorajik infiltrasyonla karsilastik.

Immunhistokimyasal incelemede baziler arter diiz kas hiicrelerinde IL-6 ve
TNF-a dlzeylerini inceledik. Kontrol grbunda beklenilen iizere disiik
immunpozitivite ve SAK grubunda diiz kas hiicrelerinde immunpozitivite yogunlasma

saptadik. Riociguat deney grubunda her iki pro-inflamatuvar sitokin agisindan diisiik
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ve kontrol grubuna benzer immunopozitivite kaydettik. Momordica Charantia deney

grubundaise IL-6 ve TNF-a immunopozitivitesinin orta yogunlukta oldugunu gordiik.

Tim bu verilerin 151¢1Inda Riociguatin vaskiiler yapilarda etkin dilatasyon
yapmasi, damar limeninde belirgin artis saglamasi, eritrosit aggregasyonunu ortadan
kaldirmast ve parankimal dokuya kan infiltasyonunu fazlasiyla azaltmasi ile
morfolojik, histopatolojik ve immunhistokimyasal olarak vazospazm (izerine etkilidir.
Her ne kadar Riociguat kadar vazospazm Uzerine radikal etkili olarak goriinmese de
M.Charantia kesin olmakla birlikte belirgin dizeyde bir vazodilatasyon ve

inflamasyon kaskadinda orta diizeyde inhibisyon saglamaktadir.
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6. SONUC

Spontan SAK ve tedavisi, hali hazirda noérosirurji kliniklerinin en 6nde gelen
sorunlarindan biridir. Spontan SAK nedenlerinin basinda anevrizmalar gelir. Serebral
vazospazm, anevrizmatik SAK sonrasi morbidite ve mortaliteyi etkileyen en ciddi
komplikasyon olmasinin yaninda patofizyolojisinde aydinlanmamis noktalarin
bulunmasiyla digerlerinden ayrilir. Hem patofizyolojisine yonelik hem de SAK
sonrasi vazospazmi 0nleme ve gergeklesmesi durumunda tedavi edilmesi konusunda

cesitli deneysel ve klinik ¢caligsmalar yapilmaktadir.

Bu caligma Pulmoner HT tedavisinde kullanilan, guanilat siklaz stimiilatoru
etkisiyle diiz kaslarda gevseme yapan bir vazodilator olan Riociguat ve tropikal,
subtropikal bolgelerde yaygin yetisen antihiperglisemik, antioksidan, anti-
inflamatuvar etkileri bilinen bir bitki olan Momordica Charantia (Kudret Nari)
ekstraktinin tavsanlarda deneysel SAK modelinde vazospazm Uzerine etkileri

calisilmgtir.

Sonug olarak, Riociguat ve Momordica Charantia SAK sonrasi gelisen
vazospazmi Onlemede ya da etkilerini geri ¢cevirmede faydali birer ajan olabilecegi
konusunda umut vadetmektedir. Riociguatin sentetik yapisi ve ciddi sayilabilecek yan
etkilerinin olmas1 da géz oniinde bulunduruldugunda organik meyve yapisinda olan
erigimi, tiretimi ve kullanilabirligi daha kolay ve ucuz olan; Momordica Charantia’nin
vazospazm ve gecikmis iskemik serebral hasarin 6nleme ve tedavisinde yararl
olabilecegi ve genis kapsamli calismalarin ardindan SAK tedavi algoritmalarinda yer
bulabilecegi kanaatindeyiz. Bununla birlikte, Momordica Charantia ve Riociguatin
vazospazm ve ndronal hasar Uzerindeki etkilerini incelemek igin farkli deney
modellerinde, farkli doz araliklarinda ve farkli dozlarda etkinligi daha fazla

arastirilmalidir.
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