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RATLARDA DENEYSEL SEREBRAL iSKEMi MODELINDE iSKEMi SONRASI
ANJIOGENIK FAKTOR SALINIMI VE SEREBRAL ANJIOGENEZISE ETKISINIiN
DEGERLENDIRILMESI
Dr. Birol Bayraktar, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi

DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi, Nérosiriirji Anabilim Dali, 35330 inciralti/ iZMIR
OZET

Amag: Ratlarda serebral arterlerden karotid arterlerin kapatilarak besledigi alanda en
onemli anjigenik faktor olan VEGF ekspresyonunu ve kandaki reseptorleri sSVEGFR-1
ve sVEGFR-2 degerleri kullanilarak anjiogenik aktivite arastiriimig, arteriovenoz
malformasyonun(AVM) tekrarlamasinda sadece besleyici arterin kapatilmasi sonrasi
gelisen durumun rekanalizasyon degil revaskularizasyon oldugunun gosterilmesi
amaclandi.
Gere¢ ve Yontem: Calismamizda Wistar Albino tirt 18 adet disi rat rastgele 3 gruba
ayrildi ve her grupta 6 rat kullanildi. Deneklerde, cerrahi islem dncesi 35 mg ketamin
ve 5 mg ksilazin verilerek anestezi saglandi ve kuyruk venlerinden kan oOrnekleri
alindi. Grup 1 (sham): Sadece boyun orta hat insizyonu yapildi. Grup 2: Sag karotid
arter 3/0 ipek ile baglanarak oklide edildi. Grup 3: Sag karotid arterin kapatiimasini
takiben sol karotid arter Yasargil anevrizma klibi (Aesculap FE 721 K) ile 10 dakika
sureyle gecici olarak oklude edildikten sonra klip kaldirilip islem sonlandirildi. Cerrahi
islem sonrasi 10. ginunde tekrar kuyruk venlerinden kan alindiktan sonra sakrifiye
edilip ratlarin beyinleri ¢ikarildi. Cikarilan beyin dokusunda immunohistokimyasal
boyama yontemiyle VEGF ekspresyonu, cerrahi igslem oncesi ve sonrasi alinan kan
orneklerinde sVEGFR-1 ve sSVEGFR-2 degerleri Elisa yontemi ile degerlendirildi.
Bulgular: Serebral arterleri kapatilan gruplarda VEGF ekspresyonunda yukselme,
cerrahi islem sonrasi VEGF’Un kompetetif reseptori sVEGFR-1 degerlerinde anlamli
disme ve anjiogenezde etki mekanizmasi net bilinmeyen sVEGFR-2 degerlerinde
yukselme saptandi.
Sonuglar: Serebral besleyici arterlerin kapatilmasi sonrasi, distalinde anjiogenik
faktorlerin anjiogenezi uyarmasi ve yeni damar olusumunun kanitlarinin bulunmasi
AVM’larda endovaskuller veya cerrahi yontemlerle besleyicilerin kapatilmasinin
tedavide yeterli olmadigini ve AVM’larin tekrarlamasinda rekanalizasyonun dedgil
revaskularizayonun sorumlu tutulmasi gerektigi ve embolizasyon ile AVM’'un tedavi
edilemiyecegi kanisina variimigtir.
Anahtar Kelimeler: Anjiogenez, Vaskuler endotelyal growth faktér, arterioventz

malformasyon, revaskularizasyon
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EVULATING ANGIOGENIC FACTOR RELEASING AFTER iSCHEMIA AND
EFFECT ON ANGIOGENESIS iN CEREBRAL iSCHEMiA RAT MODEL
Birol Bayraktar, MD., Dokuz Eylul University, School of Medicine, Department of

Neurosurgery, Inciralti — Izmir / Turkey

SUMMARY

Objective: We study angiogenic activity by using the most important angiogenic
factor VEGF expression and value of sVEGFR-1 and sVEGFR-2 receptors in blood.
For this, we occlude carotid arters of cerebral arters in rats. The aim of this study is to
show in repeating AVM, the occlusion of main arter causes revascularisation, not
recanalisation.

Materials And Methods: In our study we use 18 female Wistar Albino rats, divided
into 3 groups randomly, in each group we use 6 rats. All rats were subjected to
anesthesia with ketamine hydrochlorideof 35 mg and xylazine of 5 mg dose during
blood sampling from tail veins and before surgery. Group 1 (sham): Only middle neck
incision done. Group 2: Right carotid arter ocluded by 3.0 silk suture. Group 3: After
oclusion of right carotid arter, left carotid arter ocluded by Yasargil aneurysm clip
(Aesculap FE 721 K) for only 10 minutes, then clip taken off. After 10 days from
surgery, again blood sampling from tail vein, and then rats sacrificed, their brains
have taken out. In brain specimens, VEGF expression examined by
immunohistochemical staining methods. In blood samples before and after surgery,
Svegfr-1 and Svegfr-2 values examined by Elisa method.

Results: Groups in which cerebral arters occluded, VEGF expression increased,
after surgery competetive receptor sVEGFR-1 of VEGF value decreased and in
angiogenesis sVEGFR-2 value incresed but the effect mecanism of this is not clear.
Conclusions: After occlusion of main cerebral arters, angiogenic factors stimulates
angiogenesis in distal arters. By finding evidences of angiogenesis, occlusion of main
arters by endovasculer or surgical methods in AVMs is not enough in treatment and
the cause of repeated AVMs is revascularisation, not recanalisation. The AVMs can
not be treated by embolisation. These are the results of our study.

Key Words: Angiogenesis, vascular endotelial grwth factor, arteriovenosus

malformation, revascularisation.
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GIRiIS VE AMAC

Arterioven6z malformasyonlar(AVM) arterial ve vendz sistemler arasinda
baglantinin oldugu, arada kapiller yatagin bulunmadigi intrakraniyal damar
anomalikleridir (1, 2). Serebral arteriovenoz malformasyonlar, gerek intraserebral
kanama, gerekse epilepsi ya da fokal norolojik defisit olusturan patolojiler olarak,
norosirurji pratiginde énemli bir yer tutarlar (3). Toplumun % 0,1’inde AVM bulundugu
ve bu olgularin % 12’sinin semptomatik oldugu bilinmektedir (2, 4). AVM’lar geng
insanlardaki travmatik olmayan intraserebral kanamalarin dnde gelen ve 20 yas alti
hastalardaki en sik norolojik bozukluk ve 6lum nedenidir (2). Dogal seyrine birakilan
AVM'larin uzun sureli prognozlari kétudur ve her yil igin % 2-4 oraninda kanama riski
vardir. AVM'nin baslangi¢c kanamasinda mortalite % 10-30'dur ve bu oran tekrarlayan

her kanamada artar. Kanamaya bagli morbidite ise % 15-25 civarindadir (3).

AVM’ler buayukligu, lokalizasyonu ve ven6z drenaji bicimine gore (Spetzler-
Martin gradlemesi) grade’lenir (1). AVM’lardaki arterler kan akimi ve basing
degisikliklerinde otoregulasyonun normal paternini gosteremezler (2). Besleyici
arterlerinin yuksek kan debisine sahip olmalari, yuksek grade cerrahi agidan
zorluklari gindeme getirmigtir. Bu nedenle AVM tedavisinde yaklasik 40 yil 6nce
kullanima giren Endovaskiler tedavi(embolizasyon) yeni bir umut olarak vyerini
almistir (25). Bu tedavi yonteminde 6nce besleyici arterlerin kapatilmasi, sonrada
nidusun tam olarak tikanmasi seklindedir (1, 2). Embolizasyon ile tedavi edilen
hastalarda erken donemde anjiografik olarak iyi sonuglar alinsa da uzun donemde
reklrrensler gorulmistir. Onceleri rekiirrensin  sebebi rekanalizasyon olarak
degerlendirip tekrar embolizasyon uygulanmistir. Embolizasyon ile tedavi edilen
AVM’larin tam olarak oklide edilememesi ve rekkurensin ortaya c¢ikmasini
rekanalizasyon olarak isimlendilen bir sebebe baglamislardir. Rekanalizasyonu ise
embolizasyonda kullanilan likid embolik ajanlarin kendilerine has 06zeliklerinden
dolayr zamanla AVM‘daki drene edici venlere dodru sizmasi ve buna bagli olarakta
embolizan ajanlarin ortamdan uzaklasarak gelistigi seklinde agiklamiglardir. Son
zamanlarda yapilan galismalarla desteklenen dusince ise neovaskularizasyondur.
Neovaskularizasyonun sebebini ise, embolizasyonla AVM’u besleyen arterlerin

proksimalden kapatiimasi ve nidusta oklide edilmemis kisim kalmasina bagl olarak



yeni damarlarin gelismesi, yani yeni besleyicilerin ortaya ¢ikmasi sonucudur. (25,
26). Neovaskularizasyonun ise AVM nidusu ve etrafindaki dokuda anjiogenik

aktivitenin ylksek olmasina sonucu anjiogenezi gindeme getirmistir (25).

Anjiogenez ekstraselliler matrix, solubl faktdr ve hucreler arasi etkilesim
sonucu; endotelial hucrelerin diferansiyasyonu, migrasyonu ve proliferasyonu ile
seyreden kompleks bir olaydir (5). Anjiogenezde, anjiogenik faktorler olarak
adlandirilan bir¢cok ajan rol almaktadir (6). Anjiojenik faktorler icinde en 6nemlisi ve
Uzerinde en ¢ok durulani ise Vaskuler Endotel Growth Faktor(VEGF) duar. VEGF,
endotel hucreleri igin bilinen en spesifik mitojenik faktordur, vaskulogenezis ve
anjiojenezde onemli derecede rol oynar (7, 8). VEGF ailesi ilk olarak 1980’lerde
tanimlanmistir. VEGF’nin endotel hucresinde etki gdsterebilmesi ve hicreye
baglanabilmesi i¢in kendine 6zgul reseptorleri sentezlemesi gereklidir. Bu reseptorler
VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, VEGFR-1 ve VEGFR-2'nin kandaki ¢o6ztnebilir
formlari olan sVEGFR-1, sVEGFR-2’dir (9, 10).

Yapilan calismalarda rezeke edilen AVM dokularinda etrafindaki
embolizasyon sonrasi AVM dokusu etrafindaki hipoksik ve iskemik alanda VEGF
ekspresyonu ve reseptorlerini yuksek oranda bulmustur (27, 28). Yapilan bir
calismada; VEGF reseptorlerinin beyindeki endotel hucrelerinden baska, néron ve
glia hicrelerinin zarinda da bulunmasi oldukga ilgingtir. Bu bulgu, bize VEGF’Un bu

hdcreleri de etkileyebildigini gostermigtir (13).

Calismamizda AVM’lardaki gibi, 6zellikle besleyici arterlerin embolizasyon ile
okllide edilmesi veya cerrahi olarak sadece besleyici arterlerin kapatilmasi sonrasi
kalan dokuda olusan anjiogenik aktiviteyi gostermek icin ratlarda serebral arterlerden
A. Karotis komminisler kapatilarak besledigi alanda anjigenik faktorlerden VEGF
ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak ve kanda sVEGFR-1 ve sVEGFR-2

degerleri Elisa yontemini kullanarak anjiogenik aktiviteyi arastirmayi amacladik.



GENEL BILGILER

1- ARTERIOVENOZ MALFORMASYONLAR

Serebrovaskuiler malformasyonlar(SVM) beyin ya da meninkslerdeki vaskuler
yapilarin, embriyolojik gelisimlerinin herhangi bir agsamasindaki duraksamaya badgl
olarak olusup, patolojik olayin derecesine ve olusum evresine gore farkli histolojik
gorunumler sergileyen lezyonlardir(11). McCormick’in yaptigi patolojik siniflamaya
gore SVM’lar; Arteriovendz Malformasyonlar(AVM), Kavernéz Anjiomlar, Vendz

Anjiomlar ve Kapiller Tlanjiektaziler 4 grupta incelemistir (1).

Kavern6z anjiomlar, ince duvarli ve aralarina néral doku girmeyen degisik
boyutlarda kaverndéz veya sinuzoidal kanallarin kopmak kitlelerinden olusurlar.
Anjiografide gorulmezler ve anjiografide gorulmeyen SVM’lerin buyuk kismini
olusturur. Tani genellikle MRG ile konulur ve yillik kanama oranlari % 0,7°dir (1).

Vendz anjiomlar, SVM’lerin en sik tipidir. Bir veya daha fazla buylk santral
venlere drene olan ve bu nedenle anjiografide veya MRG’de ‘caput medusa’
goruntusu veren histolojik olarak normal venlerin toplanmasindan olugurlar. Venoz
anjiomlarin venleri normal beyin venlerine drene olur bu nedenle bu venlerin

obliterasyonu vendz koleksiyona ve infarktlara neden olabilir (1).

Kapiller telenjiektaziler aralarinda normal beyin parankiminin girdigi kapiller
damar kumelerinden olusur. Histolojik olarak damarlar normal kapillerle aynidir.

Anjiografide gorilmez ve siklikla Osler-Weber- Rendu sendromunda géraltrler (1).

Arterioven0z malformasyonlar arterial ve venoz sistemler arasinda baglantinin
oldugu, arada kapiller yatagin bulunmadigi intrakraniyal damar anomalikleridir (1, 2).
AVM’ler, 200 yil dnce ilk olarak “erektil timdrler” adi altinda; arterlerin, ara kilcal
damarlar olmadan kivrimh  ve geniglemis venler ile birlesmesi olarak

tanimlanmiglardir (12).



1.1- Arterioven6z Malformasyonlarda Tarihge

intrakranyal AVM'ler ile ilgili ilk galismalar 1854'te Luscka ve 1863'te Virchow
tarafindan yapilmistir. Giordano bundan yaklasik 30 yil sonra 1890 yilinda ilk cerrahi
eksplorasyonu uygulamistir (14). ilk klinik AVM tanisini 1898’de Hoffman tarafindan
konulmustur, 1908’de Fedor Krause AVM’nin besleyici arterini baglayarak cerrahi
olarak tedavi etmeye calismistir. 1927°'de Egas Moniz anjiografiyi klinik uygulaya
koyarak AVM tanisinda devrim yapmistir. 1932’de bir serebral AVM'yi, 1938’de bir
serebellar AVM'’yi cerrahi olarak tam ¢ikartan Olivecrona olmustur (1). Mikrocerrahi
tekniklerinin  kullanima girmesini Yasgargilin 1969'daki 14 vakalik sonugclari
mukemmel serisi izlemistir. Son yillarda artan cerrahi deneyim sayesinde orta ve

kiguk boyuttaki AVM’lar minimal morbidite ve mortalite ile ¢ikarilabilir hale gelmistir

(2).
1.2- Arterioven6z Malformasyonlarda Embriyoloji

Beynin AVM’lar blayuk olasilikla embriyolojik hayatin 4. haftasinin ge¢ somite
doneminde gelisen konjenital lezyonlardir. Primer patolojik lezyon arada bir kapiller
yatak olmaksizin besleyici arter ve drene edici ven arasinda bir veya daha fazla direk
baglantinin devam etmesinden meydana gelir (1).

Emriyolojik hayatin 3. haftasinda hucreler(anjioblastlar) mezedermden
farkhlasmaya baslar, kuguk snsitial adaciklari olusturur. Sinsitial hicrelerin bu kiiguk
kUmeleri hucre gruplari arasinda baglanti kurarak sinsitial pleksusu olusturmak igin
ince uzantilar verirler. Sinsitial kitleler arasinda intraselliler yariklar olusur. Bu
yariklar primitif vaskuler Iimeni yapmak Uzere kaynasirlar. Bu yariklari saran sinsitial
hdcreler yeni damarlarin endoteli olurlar. Bu endotelin proliferatif blyumesi vaskuler
[Gmeni geligsen beynin ylzeyindeki endotelyal vaskuler aga baglidir (1, 15).

Primordial vaskuler pleksus ilk olarak embriyonik beynin daha rostral pargasi
Uzerinde olan afferent, efferent ve kapiller kompenentlere diferensiye olur. Pleksusun
daha ylzeyel pargasi, sonunda arter ve venlere donlsen daha buyudk vaskiler
kanalari olugsturur. Daha derin parga kapiller kompenenti olusturur. Beyninde
sirkulasyonun baglamasi 4. haftanin sonlarindadir. AVM'larin primitif vaskuler
pleksusun arteriyel ve vendz taraflari arasindaki kalici direk konneksiyondan

kaynaklanir ve aralarinda kapiller ag gelismez (1, 2).



1.3-Arteriovendz Malformasyonlarda Epidemiyoloji Ve insidans

ABD’de 300.000 serebral arterioven6z malformasyon olgusu bulundugu ve bu
olgularda %12’sinin semptomatik oldugu bildiriimektedir (4). Toplumda bilinen AVM’u
olan hastalarin yillik insidansinin Gst siniri 10/100000 olarak tahmin edilmektedir ve
semptomatik AVM tespit orani ise yillik 1/100000 olarak bildiriimektedir. Buyuk
cogunlugu 40 yas civarinda semptomatik hale gelir ve her iki cins arasinda esit
oranda gorulur (2). Toplumun % 0,1'inde AVM bulundugu ve bu olgularin % 12’sinin
semptomatik oldugu bilinmektedir (2, 4). AVM’lar gen¢ insanlardaki travmatik
olmayan intraserebral kanamalarin onde gelen ve 20 yas alti hastalardaki en sik
norolojik bozukluk ve 6lum nedenidir (2). Dogal seyrine birakilan AVM'larin uzun

sureli prognozlari kétudur ve her yil icin % 2-4 oraninda kanama riski vardir (3).

1.4- Arterioven6z Malformasyonlarda Patoloji Ve Patofizyoloji

McCormik’in yaptigi patolojik siniflamaya gore SVM’lar; Arterioventz
Malformasyonlar(AVM), Kavernéz Anjiomlar, Vendz Anjiomlar ve Kapiller
Tlanjiektaziler 4 grupta incelemigtir (1). SSS’nin en sik gorulen ve okult vaskuler
valformasyonlarin sebebi AVM'lardir (1, 2). AVM’larin ¢ogu sporadiktir ancak
Wybury-Mason ve Osler-Weber-Rendo sendromlari ile birliktelik goérulebilir. SSS
vaskularizasyonun erken evrelerindeki kapiller yatagin olmadigi dénmede primitif
arter-ven santlarinin sebat etmesi ve fetal sirkilasyonun gelismesi sirasinda aberant
yerlesim ile ortaya ¢ikmaktadir. Bazi otorler AVM’larin edinsel postnatal lezyonlar
olduklarini disunadrken, diger bir grup ise in utero olustuklarina inanmaktadirlar (16).
intrauterin dénmelerde yapilan ultrasonlarda Galen veni malformasyonu kolaylla
tanimlanirken ayni sayida AVM’'a rastlanmamasi ya gozlenemeyecek kadar kuguk
olmalarini yada bu donemde yeteri kadar gelismediklerini dusundurmektedir. Ancak
AVM’lara persistan embriyonik vendz drenaj sekillerinin eslik etmesi en azindan
bunlarin in utero gelistiklerinin kaniti olarak kabul edilebilecegi ileri sGrGImustir (17).

AVM’lar besleyici arterler, nidus ve drene edici ven olmak Uzere 3 ana
bilesenden olusurlar. Nidus ise arter, ven ve kaverndz kanallardan olugur. Apeksi
lateral ventrikilin ependimal yuzeyi olmak uUzere serebral kortekse uzanan uggenler
seklindedir(1, 2).



Bir AVM kabaca arada kapiller yatak olmaksizin tek ve multiple muskularis
tabakasi bulunmayan kuguk besleyici arterlerden yuksek akiml direk arteriyovenoz
baglantidir. Arterler arasindaki direk anastomoz ve yluksek akim, dusuk rezistansli
santlar meydana gelir. Zamanla bu ylksek akimli besleyici arterlerin genislemesine
venlerin de genisleme ve kalinlagsmasina neden olur(1, 2). Histolojik olarak arterlerde
fibroblast ve bag doku elemanlarinin katilimlariyla ‘fioromuskuler yastik’ olarak bilinen
duz kas hipeplazsisi gosterilmigtir. Cushing ve Bailey nidusu arap sacgi olarak
tanimlamiglardir. AVM’larin mikroskopik Ozellikleri deg@iskendir ve lezyonun hangi
kismin 6rneklendigine baglidir. Ven6z elemanlarin ince kollejen duvarlari varken,
arteriyel besleyicilerin muskuler elastik duvarlari vardir. AVM’larin igcinde parankimal
elemanlar bulunur. Ancak bunlar gliotik, hemosiderinle boyali ve islevsel olmama
egilimindedirler. Bazi lezyonlarda vaskuler veya interstisial kalsifikasyon gorulebilir.
AVM’larin patogenezine isik tutabilicek kollejen [V, kollien Ill, SMA, laminin,
fibronektin gibi yapisal proteinler ve VEGF, bFGF ve TGF-a gibi anjiogenik faktorlerin
ekspresyonu gosterilmistir (4).

1.5- Arterioven6z Malformasyonlarda Klinik Ozellikleri Ve Tani

AVM’ler % 85 supratentoriyal, % 15 infratentoriyal yerlesimli olup % 98
sporadik ve soliterdir. % 7 anevrizma ile birliktelik gosterir (69). Serebral AVM’lerin en
sik bulgu intraserebral hemorajidir. Bu lezyonlarin yillik kanama insidansi ortalama %
2-4'tir. ilk kanamadan mortalite orani % 10, ikinci kanamada % 13, (giinci
kanamada ise % 20'dir. Toplam mortalite % 7-14, morbidite ise % 30-50'dir. ikinci
sikliktaki yakinma epileptik ndbet mevcut olup, % 17-40 oraninda bildirilmigtir.
Cocuklarda kanama riski epileptik nobete gore 7 kat fazladir. Yenidogan da kalp
yetmezlig bulgulari ile kargimiza ¢ikabilir. Bas agrisi uguncu sikhkta basvuru
yakinmasidir ve serebral AVM’li hastalarin % 1-10’u bas agrisi ile ortaya c¢ikar (14).
Diger bir yakinma da fokal norolojik defisitlerdir ve % 1-40 arasinda gorulur. Kanama
iliskisiz fokal norolojik defisit vaskuler ¢alma veya vendz hipertansiyon veya her
ikisine bagl olabilecegi dusunulmektedir (1, 2).

AVM'lu hastalarda intrakraniyal kanamaya neden olan risk faktorleri kesin
olarak bilinmemektedir. En sik bildirilen risk faktorleri daha 6nce kanama gegirmis

olmak ve derin vendz drenajdir. Pollock ve ark. dnceki kanamanin bagimsiz bir risk



faktorl oldugunu bulmuglar ve tekrarlayan kanama riskini yillik % 7,5 olarak
bildirmislerdir (19). Derin ven6z drenaji olan AVM'lar siklikla kanamayla birliktedirler
ve derin ven6z drenajin bagimsiz bir risk faktorl oldugu bilinmektedir. YUksek
besleyici arter basing¢larinin kanama risk ve siddetiyle dogrudan iliskli oldugu ve
AVM’nun nidus buyuklagu ile ters iliskili oldugu dusunulmektedir. Diger risk faktorleri
vendz anevrizma, ¢Ikis engeli, intranidal anevrizma veya multipl anevrizmalar ve
perforan damarlardan beslenme olarak bilinmektedir. Kanamaya bagli 6lum orani ilk
kanamada % 10, ikinci kanamada %13 ve Uuglncu kanamada % 20 olarak
bildiriimektedir (1, 2). Forster ve ark. sadece epilepsi ile miracaat eden, ortalama 15
yil takip suresi olan 35 hastada kanamaya baglh mortaliteyi % 17 ve morbiditeyi ise %
20 olarak bildirmiglerdir (20).

AVM’larin  kesin tanisinin konulmasinda ve tedavisinin planlanmasinda
yardimci olan altin standart radyolojik tetkik serebral anjiografidir. Konvansiyel
anjiografi Ug¢ gerekli bilgiyi verir; besleyici arterler, nidus ve drene edici venler.
Manyetik Resonans Gorunulemede (MRG) siyah “solucan paketi”, kontrastsiz
Bilgisayarli Tomografide(BT) iso-hiperdens kivrintili damarlar, kontrasth BT’de beyaz
“solucan paketi” seklinde gorulir (69). BT ve MRG, AVM’nun tanisinin konulmasinda
genel bir tarama teknigi olarak kullaniimasinin yani sira AVM dokusunu yerlesimi
hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Manyetik Rezonans Anjiografi(MRA) G¢ boyutlu
goruntileri non-invazif olarak ortaya koyabilsede cerrahi planlamada faydasi sinirlidir
(1, 2).

1.6- Arterioven6z Malformasyonlarda Tedavi Yontemleri

AVM’larin tedavi sekline karar verirken beklenen klinik seyir, beklenen cerrahi
risk orani, hastanin isi ve gerek duydugu gunluk aktivite ve hastanin yasi dikkate
alinmalidir (1, 68). 1986’'da Spetzler ve Martin nidus buyuklugu, hassas ve onemli
kortekse iligkili yerlesim ve ven6z drenaj tipine dayanan bir AVM derecelendirme
skalasi gelistirmiglerdir ve 5 grade ayirmislardir.(Tablo 1) Hastanin derecesini
belirlemede U¢ degiskenin timundn kullaniimasinin en dogru oldugu ve neticeyi

onceden soylemek icin istatistiksel olarak anlamh oldugu bulunmustur (1, 2).



Kriter Ozellik
Buyuklak Kaguk (<3 cm)
Orta (3-6 cm)
Blyuk (>6 cm)
Komsu beyin Duyarsiz
duyarlihgi Duyarh

Vendz drenaj bigimi Yalnizca yuzeyel

Derin

Tablo 1: Spetzler ve Martin AVM gradelendirme sistemi (1).

ileri yasta olan, nérolojik muayenesi normal, sadece nébet hikayesi olan ve
daha o6nce gecirilmis bir kanamasi olmayan bir hastanin kimulatif mortalite ve
morbidite orani duguktur ve konservatif tedavi uygulanabilmektedir (1, 2).

AVM’un anjiografik olarak da dogrulanan tam cikarilmasi erigskin hastalarda
kanamalara karsi tam bir koruma saglarken, ¢ocuklarda bu koruma kesin degildir.
Cocuklardaki AVM’larin daha dinamik olduklari ve negatif anjiografi sonuglarini
takiben rejenerasyon yeteneklerinin olabilecegi ileri surilmekte ve bu durum
anjiogenez ile iligkilendirimektedir (21). immunohistokimyasal ve histolojik analizler
anjiografik olarak tam tromboze AVM’larin olasi neovaskularizasyonun ve agik
damarlarinin oldugunu gostermistir (24).

Cerrahi sonuglarin gézden gegcirildigi bir calismada grade 1,2 ve 3 hastalarda
cerrahiye bagh norolojik morbidite ve mortalitenin dusuk oldugu beildirimigtir. Daha
yuksek grade hastalarda, risklerin énemli Olgide daha yuksek oldugu ve grade 4
hastalarda bu oran % 21,9 ve grade 5 hastalarda ise % 16,7 oldugu bildirilmistir (22).
AVM tedavisinde gunimuzde esas sorun teskil eden hasta grupu Spetzler ve Martin
grade 4 ve 5'tir. Bu hasta grubunda her ug¢ tedavi yontemininde onemli risklerinin
oldugu bilinmektedir (3, 68).



1.6.1- Arterioven6z Malformasyonlarda Cerrahi Tedavi

Gunumuzde embolizasyon ve radyosiruruji gibi yeni tetkikler de
uygulanabilmesine ragmen serebral AVM’larin uzun suredir uygulanan ve gecerliligi
ispat edilmis kesin tedavi yontemi tam cerrahi eksizyondur (1-3). Cerrahi tedavinin
avantajlari tedavinin saatler igerisinde tamamlanabilmesi, kesin sonug¢ elde edilmesi,
nuks ve radyasyonun muhtemel yan etkilerinden hastanin korunmus olmasidir.
Ayrica cerrahi tedavi ile onceki epileptik nobetlerin sikhdr ve siddeti de
azalmaktadir(1, 2). AVM’larin yonetiminin kararini vermek, en az tedavi etmek kadar
zordur ve multidisipliner yaklagsim gerektirmektedir (1,3). AVM'deki arterler kan akimi
ve basing degisikliklerinde otoregulasyonun normal patternini gosteremezler.
Bosaltici venler tipik olarak dilate ve arteryel basincin dogrudan ventz sisteme
iletilmesi ile ikincil kalin duvarl bir gérinim kazanmiglardir. Segmental dilatasyonlar
ve venOz anevrizmalar siktir, genellikle bu ven6z varisler direkt néral kompresyon ile
fokal norolojik defisitlere yol acgabildigi gibi beyin-omurilik sivi(BOS) vyollarinda
tikanma ve kompresyon ile hidrosefaliye neden olmaktadir (1,2). Serebral AVM’larin
spontan obliterasyonu nadirdir ve bu durum % 1’den azdir. Bu durum tek bosaltici
venin okluzyonu ile tam vendz g¢ikis yolu obstruksiyonu ve ikincil tromboz ile
aciklanmaya calisiimistir (23).

Serebral AVM ‘larin tedavisinde hedef hastaya zarar vermeksizin AVM
nidusunun tamamen ortadan kaldinimasidir (1, 3, 68). AVM’nu olan her hasta kendi
sartlari icerisinde dedgerlendiriimeli, hastanin yasi, gecmis hikayesi, AVM’nun
bayukligu ve lokalizasyonu g6z onune alinmahdir (1,3). Geng¢ hastalarda daha
agresif bir tedavi dusunulurken, yasi 60 in Ustlinde olanlarda daha konservatif tedavi
tercih edilmektedir. AVM’'nun daha 6nce kanayip kanamadigi ve durudurulamayan
nobetlere yol agip agmadigi de onemli bir kriterdir. Diensefalon, bazal gangliyon ve
beyin sapi AVM'lari kanayarak hayati tehdit edici bir hematoma yol a¢gmadikca
genellikle inoperable kabul edilir. Yapilan bir ¢calismada palyatif tedavinin sonraki
dénemde kanama riskini bes kat arttirdig1 gosterilmistir (1).

AVM cerrahisindeki guglukler, nidus buyudklugl, vendz drenaj tipi ve
lokalizasyonun hassas bolgelerde olup olmamasi Spetzler ve Martin tarafindan
siniflandinimigtir.(Tablo1) Hassas bolge olarak kabul edilen baglica alanlar; motor
korteks, Brocca alani, primer gérme alni, talamus, hipotalamus, internal kapsul, beyin

sapl ve serebellar pedinkillerdir. Tartismali olmakla birlikte bu siniflamaya gore,



grade 1 ve 2 AVM'lar cerrahi, grade 3 Once embolizasyon ardindan cerrahi
yapilmasini onerilirken, grade 4 ve 5 tedavisi halen tartismalidir. YUksek gradeli
AVM/'larin tedavi edilmemesi bir alternatif olarak dusunulmelidir (1, 26, 69).

AVM cerrahisi hayati tehdit eden bir hematom olmadik¢a elektif sartlarda
yapilmalidir. Ameliyat dncesi hazirlikta yeterli kan temini, ¢cok sayida damar yolu, ve
nobet ihtimaline karsi antiepileptik ilag kullaniimasi 6nemlidir. Pozisyon sirasinda
venodz donustin mumkuin oldugunca kolaylagsmasi igin bas, kalp seviyesinden mutlaka
yukarida tutulmalidir. Beynin gerginligini azaltmak igin gerekiyorsa BOS drenaji
saglanmali, mannitol kullanilmali, pCO, 30 mm/Hg seviyesinde tutulmalidir. Bu
sartlar saglanamazsa ameliyatin ertelenmesi uygundur (1, 2).

AVM cerrahisinde dikkat edilecek 6nemli temel cerrahi prensipler vardir.
Ameliyat sirasinda kan basincinin normalin %15-20 kadar altinda tutulmahdir.
Kraniyotomi mimkun oldugunca genis yapilmalidir. Dura agilirken dural besleyicilerin
olabilecegi unutulmamali ve Ozellikle dikkat edilmelidir. Dura acgildiktan sonra
anjiografi ve MR bulgulari ile nidusun beyin igindeki lokalizasyonu u¢ boyutlu olarak
yeniden deg@erlendiriimelidir. Genellikle nidus ile beyin arasinda iyi sinirli bir gliotik
plan vardir. Bu gliotik plan izlenerek dnce arteryel besleyiciler ortaya konulur ve teker
teker yakilarak nidusu beslemeleri engellenir. Bu teknikle nidusun etrafi donulir ve
tabaka tabaka derinleserek nidus apeksine dogru ilerlenir. Apeksin genellikle
ventrikile yakin oldugu ve ependimle sonlanandidi unutulmamalidr. Besleyicilerin
yakilmasi esnasinda yakilan arterlerin sadece besleyici oldugundan emin
olunmalidir. Ameliyat esnasinda nidus ¢ikartiimadan drenaj veni kapatilirsa beyinde
akut sisme ve kanama meydan gelebilir bu nedenle drenaj veni ameliyat sonuna
kadar korunmalidir. Nidus mutlaka tek parga halinde c¢ikartiimalidir. Eksizyondan
sonra kan basinci normalin 15-20 mm/Hg Uzerine c¢ikilarak dikkatli hemostaz
yapilmal ve en az onbes dakika sure ile beklenmelidir. EGer teknik imkanlar yeterli
ise intraoperatif, degilse postoperatif kontrol anjiografi yapilarak eksizyonun tam
oldugundan emin olunmalidir(1,2).

Blyuk AVM’larin eksizyonundan sonra postoperatif donemde gorilen en
onemli iki komplikasyon kanama ve epileptik nobettir. Kanama buyuk olasilikla
nidusun tam olarak ¢ikarilamamasina baglidir. Epileptik nobetlerin sebebi genellikle
cevre dokudaki hiperperfuzyon yani kan akimindaki degisiklikler ve kortikal venlerdeki

staz ile trombustur.
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AVM’larin %10 unda bir veya birka¢ anevrizma mevcuttur. Genel prensip
anevrizma kanamigsa once anevrizmanin, AVM kanamigsa 6nce AVM’'nun ameliyat
edilmesidir. Ancak besleyici arter Uzerinde bulunan bir anevrizmanin AVM
eksziyonundan sonra intravaskiler basincin artmasi nedeniyle kanama ihtimali
oldugundan oncelikle anevrizmanin tedavi edilmesi gerekir.

AVM'larin, dogal seyirlerindeki morbidite ve mortalitenin yuksek olusu,
cogunlukla geng hastalarda gorulmesi gibi nedenlerle, tumuayle ortadan kaldirimlari
zorunlulugu vardir. iyi degerlendirilmis ve derecelendirilmis olgularda, cerrahi girisim,
kisa ve uzun slUrede kanama riskini ortadan kaldiran, glinimuzde de gecerliligini

surduren bir yontemdir (3).

1.6.2- Arterioven6z Malformasyonlarda Radyocerrahi

Gamma-knife radyocerrahisi (GKR), yerlesimi koordinatlarla kesin olarak
belirlenmis patolojik beyin dokusunun (timaér, damarsal lezyonlar v.b) gamma isinlari
ile yok edilmesi veya biyimuseninin durdurulmasini saglayan tedavi bicimidir. ilk kez
1950 li yillarda isveg'li beyin cerrahi Lars Leksell tarafindan Uretilmis ve teknolojideki
gelismeler paralelinde bugunki modern halini almistir. Gamma-knife 201 Y 1gini,
Co60’tan elde edilir (1).

Gamma-knife AVM’nu olan hastalarin se¢gim sansini arttirmig, onlara guvenli
ve etkin bir tedavi yontemi sunmustur. Cerrahi olarak gikarilamayacak yerlesimdeki
veya hastanin saglik durumunun agik cerrahiye izin vermedigi durumlarda onemli bir
secenek haline gelmistir. GKR’nin AVM Uzerindeki etkisinde, endotel hasarina bagli
intimal kalinlasma, subendotelyal proliferasyon, hyaline depozitleri ve trombus
olusumu sorumludur. Derin yerlesimli 3 cm’den kuguk kompakt niduse sahip AVM’ler
en uygun lezyonlardir (1-3).

AVM GKR’nde obliterasyon olasiligini nidusun sekli, buyukligu, drena;j
venlerinin sayisi, marjinal radyasyon dozu, akim patterni ve Spetzler-Martin evresi
belirler. AVM’larin GKR’nde genellikle radyasyon dozu 15-25 Gy arasindadir. Bu
yontemin AVM Uzerindeki etkisinin olugmasi i¢in yaklasik 2 yillik bir sire gerekir bu
nedenle ilk iki yiIl kanama riski ayni kalir (1-3). Ayrica epilepsi ile bagvuran olgularda

GKR'nin epilepsiyi %60’a varan oranlarda kontrol altina aldigi bildirilmektedir (1).
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Yapilan bir c¢alismada, GKR’nin AVM’lardaki anjiogenezisi inhibe ettigini
gostermiglerdir (25).

Lokalizasyon nedeniyle cerrahi morbiditesi yuksek ve ¢api 2,5 cm’den kuguk
olan AVM’larda radyosirurji (gamma-knife) tercih edilebilir bir ydntemdir. Ancak sonug
alinabilmesi igin iki yil bekleniimesi gerekmektedir. Bu sure igerisinde olusacak olan
endotel proliferasyonu nidus beslenmesini engelleyecektir (1, 3)

GKR’'ne bagli komplikasyonlar %5-9 oraninda izlenmekte olup 3-20 ay
arasinda ortaya cikmaktadir. Bu komplikasyonlar perilezyonel 6dem, radyasyon
nekrozu (%3), kranial sinir disfonksiyonu ve fokal noérolojik defisit, hemoraji, kist
formasyonu, malign tumor (teorik olarak), epilepsidir. GKR serebral AVM’larda
cerrahi tedavinin yaninda embolizasyona ciddi bir alternatif olugturmaktadir(2, 25).

1.6.3- Arterioven6z Malformasyonlarda Endovaskiiler Tedavi

AVM’larin tedavisinde endovaskuler tedavi ydntemi yaklasik 40 yil 6nce yeni
bir umut olarak kullaniimaya baslanmistir (25). Endovaskller tedavide amaclanan
besleyici arterlerin ve nidusun embolizasyonu ile tam obliterasyondur (2).
Embolizasyonda polivinil alkol(PVA), n-butil siyanoakrilat(NBCA), glue, onyx ve koiller
gibi embolizan ajanlar kullaniimaktadir (67, 70). Bu tedavi yontemi primer, preoperatif
ve postoperatif uygulanmaktadir. Primer uygulama sonrasi anjiogragik olarak tam
obliterasyon saglanamayan olgular, transkraniyal doppler ultrason ile besleyici arter
ve arterlerin belirlenip cerrahi uygulanan olgular bildiriimektedir (3). Embolizasyon
uygulanan AVM’larin tam olmayan tikanmasi, kanama riski géz éntne alindiginda,
lezyonun dogal seyrini ve kanama riskini azaltmaz ve degistirmez (3).

Embolizasyon ile tedavi edilen hastalarda erken donemde anjiografik olarak iyi
sonuglar alinsa da uzun dénemde rekirrensler goérilmustir. Onceleri rekirrensin
sebebi rekanalizasyon olarak degerlendirip tekrar embolizasyon uygulanmistir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar da embolizasyonun kalici bir oklizyon saglamadigi ve
kabul edilemez sekilde yuksek komplikasyon oranina sahip oldugu ortaya koymustur
(26). Embolizasyon ile tedavi edilen AVM’larin tam olarak oklide edilememesi ve
rekkurensin ortaya c¢ikmasini rekanalizasyon olarak isimlendilen bir sebebe
baglamislardir. Rekanalizasyonu ise embolizasyonda kullanilan likid embolik

ajanlarin kendilerine has 6zeliklerinden dolayl zamanla AVM‘daki drene edici venlere
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dogru sizmasi ve buna bagh olarakta embolizan ajanlarin ortamdan uzaklasarak
gelistigi seklinde aciklamiglardir (25, 26, 67, 70). Son zamanlarda yapilan
calismalarla desteklenen dusince ise neovaskularizasyondur. Neovaskularizasyonun
sebebini ise, embolizasyonla AVM'u besleyen arterlerin proksimalden kapatiimasi ve
nidusta oklide edilmemis kisim kalmasina bagl olarak yeni damarlarin gelismesi,
yani yeni besleyicilerin ortaya g¢ikmasi sonucudur (25, 26). Rekurrens gosteren
AVM’arda yapilan anjiografik ¢alismalar neovaskularizasyonla gelisen damarlar da
goruntileyebilmistir (26).

Adam S Reig ve ark. yaptigi bir calismada 122 serebral AVM'u olan hastaya
embolizasyon uygulanmis ve sadece 18 hastada tam obliterasyon saglanmis. Bu
hastalarin uzun donem takiplerinde 3 hastanin kontrol anjiografilerinde AVM’un
tekrarladigi gorulip cerrahi ile ¢ikariimis (26). Baska bir ¢alismada yalniz basina
embolizasyon AVM’lu hastalarin %10’unda tam obliterasyon sagladidi bildirilmigtir.
Besleyici arterin proksimal okluzyonunun AVM rekkurensi ile ilgili oldugu bildirilmis ve
bu durumun da revaskularizasyon ile iligkilendirilmistir (1).

Ancak preoperatif embolizasyon ylksek gradeli AVM’larda ameliyat sirasinda
kanamay! azaltmasi agisindan kullanilabilecek bir ydntemdir. Secilmis vakalarda bu

uc yontem birlikte kullanilabilir(1, 2, 3)

1.7- Arterioveno6z Malformasyon Ve Anjiogenez

AVM’larin statik konjenital lezyonlar olmadigini, tam tersine blyume, gerileme
ve hatta tam rezeksiyon ya da radyocerrahi sonrasi de novo beyin AVM'u olarak
tekrar ortaya gikmak gibi dinamik 6zelliklere sahip olduklarini ileri suraimektedir. 1966
ve 1998 yillar arasinda literatirde 12 rekurren beyin AVM'u bildirilmistir (29). Eger
reklrrens, cerrahi yolla (endovaskuler tedavi ile birlikte ya da endovaskuler tedavi
eslik etmeden) veya radyocerrahi sonrasi yapilan anjiografi de AVM'un tam olarak
kapatildigi saptandiktan sonra, takiplerde AVM’'un tekrar ortaya c¢ikmasi olarak
tanimlanirsa, bu saylya 22 vaka daha eklenebilir (30). Bir vakada ise radyocerrahi
sonrasi, AVM ilk yerlesim yerinden baska bir yerde tekrar ortaya ¢ikmistir (31). Bu
bilgiler tekrarlayan AVM’larin varligini gosterse de, uzun sureli takiplerin yetersiz
olmasi nedeniyle rekurrensin tam orani bilinmemektedir. Beyindeki sporadik bir

AVM’'un blyumesi ya da kugulmesi; bu malformasyonlarin statik lezyonlar oldugu

13



duslncesine karsi ¢ikarak, birgcok vaka sunumunda bildiriimistir. 106 vakadan olusan
bir AVM serisinde, girisim olmadan yapilan 8 yillik takipte, AVM’larin % 50’sinden
fazlasinda boyut artisi, % 9'unda ise boyutta kigulme oldugu saptanmigtir. Bu
lezyonlarda zaman iginde anjiografiik goérinumlerinde de degisiklik olabilir. Bu
degisikliklerin nedenini anlamak igin, AVM’larin blylimesinde ve davranislarinin
sekillenmesinde rol oynayan farkli faktorleri gézden gecirmek gerekmektedir. Hentiz
fetal beyindeki vaskulogenez ve anjiogenez esnasinda, bazi hucresel durumlarin
(apoptosis, migrasyon, differensiasyon ve proliferasyon) vaskuller lezyonlarin
gelisimini etkilemesi ile bu faktorler rol almaya baslamistir (30).

AVM'u cevreleyen hipoksik ¢evre dokularin o6nceden bahsedilen tum
anjiogenik faktorlerin salinimini arttirdigr dugunulmektedir. Hem hipoksinin hem de
iskeminin VEGF, VEGF reseptorleri ve diger buyume faktorlerinin salinimini
korikledigi bilinmektedir. Hipoksik ortama maruz kalan astrositlerin VEGF salgiladigi
gosterilmistir. Bu hipoksik ortam, AVM’daki arteriovendz santtan dolayi olusmakta
olabilir (30).

VEGF gen promoteri, hipoksik sartlara maruz kaldiktan sonra dakikalar
icerisinde VEGF salinimi 30 kat arttiran HIF isminde bir element icermektedir.
AVM’larinda hipoksik/iskemik anjiojenik stimulasyon dusuncesini desteklemektedir.
VEGF ve HIF(Hipoksi inducible Faktér), embolize edilmis AVMlarin etraf
dokularinda, cerrahi yontemle tedavi edilmis AVM’lardan ¢ok daha ylksek oranda
salindigi gosterilmistir ve bu durum hipoksinin HIF yoluyla, VEGF stimulasyonuna
bagh oldugu belirtilmistir (30).

Yine baska bir calismada VEGF salinimi en yuksek embolize AVM’'da oldugu
gosterilmistir (25). Parsiyel embolizasyon (ya da tikanma) durumlarinda, AVM’un
nidusunun tikanmis béliminde lokal endotelyal hipoksi ortaya c¢ikabilir. Bahsedilen
hipoksik durum, yeni damar olusumunu tetikleyebilir, bu durum nidusun tam
ttkanmasinin gerekliliginin altini ¢izmektedir. Diger taraftan, VEGF’'Un ve HIF'Un
saliniminin embolizasyondan bagimsiz olarak, dider mekanizmalar tarafindan da
arttirllabileceg@i akilda tutulmalidir (37). AVM’u gevreleyen dokunun hipoksi tehlikesi
altinda bulundugu gercegi mevcutken, nidusun yiksek akiml arteriel kan ile ¢ok iyi
beslendigi unutulmamalidir. Nidusun genel olarak herhangi néronal doku icermemesi
ve bu nedenle iskemi riski tagimamasi sebebiyle, nidus ve ¢evredeki damar dokunun

blyUmesini/gerilemesini etkileyen faktorler birbirinden farkhidir.(30)
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Endotelyal hlcreler, vaskilojenezde, anjiojenezde ve damar remodellinginde
merkezi bir role sahiptirler. Dogum sonrasi, endotelyal hicreler pasif konumdadir,
fakat proliferatif potansiyele sahiptirler. Ki 67 ve proliferatif hlcre gekirdek antijeni
kullanilan g¢alismalarda, beyin AVM’larinin kontrol gruplarinin damarlarina gére ¢ok
daha fazla endotelyal turnovera sahip olduklari, bundan dolay! bu lezyonlarda aktif
anjiojenez ve/veya vaskuler remodelling varligi 6ne suralmustur (30).

Hashimoto ve ark., beyin AVM’larinin endotelyal hicre turnover duzeyinin,
normal pasif durumdaki serebrovaskuler endotelyal hicrelerle progresif timorlerdeki

endotelyal hicrelerin dizeyi arasinda oldugu sonucuna ulasmiglardir (32).

2- ANJIOGENEZIiS VE ANJIOGENIK FAKTORLER

Kan damari olusumunu ortaya koyan iki mekanizma vardir ve bunlar
vaskulogenez ve anjiogenez olarak adlandinimaktadir. Vaskilogenez erken
embriyogenezde meydana gelir ve mezodermden koken alan vaskuler agin
olusturulmasini ifade eder. Anjiogenez ise var olan kan damarlarindan yeni
damarlarin geligtiriimesi iglemi ve hucre bolinmesi, hicre gogu, hucre gogalmasi ve
kapiller seklinde yeni damarlarin olugsmasini saglayan kompleks bir suregctir (18, 33,
66).

Anjiogenezin gerceklesmesi icin, endotel hucresine, VEGF salinimina,
VEGF’un baglanabilecegi bir reseptore, intraselliler mekanizmada sinyallere
anjiogenez yonunde cevap veren genetik bir yapiya ve ekstraselliler matriksin
olusmasina baglidir (25).

Vaskuler ve sinir sistemleri, vertebralarda en erken gelisen iki sistemdir. Gog
eden iki adet noronal serebral topluluk vardir: radyal ve tanjansiyal. Serebral
korteksin vaskuler gelisiminin 2 bileseni vardir, ventrikllopetal (dncelikli) ve
ventrikiilofugal (daha az &éncelikli). iki bilesen de radyal nérogeneze paralel ve
boyunca gelisirler. Kortikogenezin erken asamalarinda, ventrikiler alanda VEGF
ailesinin hucre titreleri yuksektir. Bu sentripetal yonelimli damarlarin gogu i¢in dnemli
bir faktdrdir. Molekuler bilesenler, hiicrenin kaderi ve damar gelisimi igin hayati Gnem
tasirlar. Vaskulojenez primitif endotelial hucrelerin dizilimidir (VEGF, en erken

donemde ortaya ¢ikan faktordur). Anjiojenez, prematire damar aginin “budanmasi”
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asamasinda devam eden morfojenik degisimlerle, yeni damarsal dallarin olusmasiyla
ve son agsamada damarlarin stabilizasyonuyla karakterizedir (30).

Anjiogenez ayni zamanda normal kosullarda karsilasilan yaralanmalar ve
doku hasarlarinin iyilestiriimesi icin de dnemlidir. Ayrica disi GUreme sisteminde folikll
gelisimi, ovllasyon sirasinda korpus luteum ve hamilelikte plasenta gelisimi
anjiogeneze baghdir. Kontrolsiiz anjiogenez ise diyabetik retinopati, ateroskleroz ve
solid tumor gelisiminde gorulir (34, 35). Bunlarin disinda serebrovaskuler
malformasyonlarda da anjiogenik faktérlerin anormal sekilde Uretildigi goralmektedir
(4, 36).

VEGF ve alt tipleri bir tirozin kinaz reseptéru olan VEGFR-1, VEGFR-2
reseptorleri Uzerinden etki goOsterir ve endotelyal hicre replikasyonu, gocd,
differansiyasyonu, hayatta kalma gibi mekanizmalarda gdrev alir. Diger angiogenik
faktorler, Basic Fibroblast Growth Faktér (bFGF / FGF-2), FGF-1, FGF-3, FGF-4,
Transforming Growth Faktor-a (TGF-a), Epidermal Growth Faktor, Hepatosit Growth
Faktor/Scatter Faktor ( HGF/SF ), Transforming Growth Faktor-B (TGF-B), Tumor
Necrosis Faktor - a (TNF-a), Platelet Derived Growth Faktér ( PDGF ) olup ve etki
mekanizmalari tablo 2'te gdsterilmistir (38). Anjiogenik faktorler iginde Uzerinde en

cok dnemsileni VEGF’tur.
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Faktor

Vaskular Endotelyal Growth Faktor
(VEGF)

Basic Fibroblast Growth Faktor
(bFGF / FGF-2)

FGF-1, FGF-3, FGF-4

Transforming Growth Faktor-a

(TGF-q)

Epidermal Growth Faktor

Hepatosit Growth Faktor / Scatter
Faktor( HGF/SF )

Transforming Growth Faktor-3
(TGF-B)

Tumor Necrosis Faktor-a
(TNF-a)

Platelet Derived Growth Faktor
( PDGF)

Etki Mekanizmasi

Endotelyal mitojen,
Survival faktor,
Permeabilite indukleyici

Endotelyal mitojen,
Anjiojenez indukleyici
Survival faktor
VEGFR-2 Ekspresyon
indUkleyici

Endotelyal mitojen
Anjiojenez indukleyici

Endotelyal mitojen
Anjiojenez indUkleyici
VEGF ekspresyonu
indUkleyici

Zayif endotelyal mitojen
VEGF ekspresyonu
indUkleyici

Endotelyal mitojen, mitojen
Anjiojenez indukleyici

Endotelyal buyume
inhibisyonu
Anjiojenez indukleyici
VEGF ekspresyonu
indukleyici

Endotelyal mitojen
Anjiojenez indUkleyici
VEGF ekspresyonu
indUkleyici

Endotelyal mitojen
Endotelyal motilite faktoru
Anjiojenez indUkleyici

Tablo 2: Onemli anjiogenik faktorler ve etki mekanizmalari (38)
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2.1- Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor

Endotel hucrelerine 6zgul olan vaskuler endotel buyume faktort (VEGF) ailesi
ilk olarak 1983 yilinda Senger ve arkadaglari tarafindan ylksek dizeyde vaskularize
bir timdrde tanimlandi (39). VEGF 46 kDa agirhiginda, bazik yapida, heparine
baglanma 06zelligi olan homodimerik bir glikoproteindir (40). VEGF vaskulotropin
olarak da bilinen, ¢ok fonksiyonlu potent bir sitokindir ve esas olarak endotel
hicrelerinden salinmaktadir. VEGF endotel hucreleri igin spesifik bir mitojen ve
anjiojenik faktérdir (41). Endotel hilcresinin proliferasyonuna, migrasyonuna ve
differensiasyonuna sebep olur (42). VEGF ailesinin tum uyeleri; vucutta olagelen
bircok fizyolojik (vaskulojenez, anjiojenez veya kemotaksi gibi) ve patolojik olayda
(kanser, neovaskuler hastaliklar veya kronik inflamatuar hastaliklar gibi) rol rol
almalarindan dolayi son yillarda oldukga populer olmustur (43, 45).

Anjiojenik molekuller icinde en 6nemlisi ve Uzerinde en ¢ok durulan VEGF’dur.
ilk bulundugu yillarda tek bir Gyeden olustugu diisiiniilse de yapilan galismalarla
bunun bir¢cok Uyesi olan bir aile oldugu ortaya konuldu. VEGF ailesi VEGF-A
(Human- VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF (Plasental biyime
faktoru) ve svVEGF(yillan zehiri VEGF, VEGF-F) adi verilen Uyelerden olusur.
(Tablo 3)

Literatlrde yer alan ¢cogu makalede VEGF olarak adlandirilan bluyime faktora,
aslinda Human-VEGF’ U ya da diger adiyla VEGF-A'yl tanimlamaktadir (9). VEGF
spesifik bir gen tarafindan kodlanir ve yapilarindaki aminoasit sayisina gore
belirlenmis farkli izoformlari vardir: VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF162,
VEGF165, VEGF165b, VEGF183, VEGF189, VEGF206. En ¢ok bilinen major
izoformlar VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206'dir. insanlarda en fazla
VEGF165 izoformu bulunur, buyuk oranda heparine baglanarak salinmaktadir ve
anjiojenezde ana rol oynayan formdur (44).
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Reseptorler Biyiime Biyolojik Etkileri

Faktorleri

VEGFR-1 VEGF-A Hucre-hlcre ve hicrematriks
VEGF-B
svVEGF
PIGF ve tuzak reseptor, Anjiogenez ve

iliskisinin kontrolu, vaskilogenez

Vaskiler devamlilik

VEGFR-2 VEGF-A Anjiojenez, proliferasyon ve
VEGF-C
VEGF-D
VEGF-E
svVEGF

VEGFR-3 VEGF-C Lenfanjiojenez, lenfatik metastaz
VEGF-D

sVEGFR-1 VEGF-A VEGFR-1’in kompetitif inhibitoru
VEGF-B
svVWEGF
PIGF

VEGF-A sVEGFR-1’e benzer etki ?
VEGF-C
VEGF-D
VEGF-E
svVEGF

migrasyon

Tablo 3: VEGF reseptorleri, ligandlari ve etkileri

2.1.1- Vaskiiler Endotelyal Growth Faktér Reseptorleri

Bu blyume faktort ailesinin endotel hucresinde etki gosterebilmesi igin
oncelikle ona baglanabilmesi gerekir. Bir bagka deyisle, endotel hucreleri VEGF’'den
faydalanabilmek i¢in onun baglanabilecedi 6zgul reseptorleri sentezlemesi gerekir.
Bu reseptorler 5 tanedir: VEGF reseptor-1(VEGFR-1), VEGF reseptor-2(VEGFR-2),
VEGF reseptor-3(VEGFR-3), solubl VEGFR-1(sVEGFR-1) ve solubl VEGFR-
2(sVEGFR-2). ilk bulunan reseptérler VEGFR-1 ve VEGFR-2'dir. Bunlar ilk olarak
embriyogenez sirasinda sentezlenirler (46). Bu iki reseptorin aminoasitlerinin %44°G

ortaktir. Bu reseptorler yaklasik 1300 aminoasitten olusur ve iki bolum igerirler. Birinci
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bolum, hicre icinde kalan ve tirozin kinazin etkinlik alanlarini igeren hucre ici
balimdiir. ikinci bélim ise, hiicre disinda kalan tek kisa membran kdprileri dizisi ve
ligand baglama bdlgeleri iceren 7 adet immunoglobulin benzeri yapidan olusan hicre
disi bolimdur (47).

Diger buyume faktoérlerinin transmembran tirozin kinaz reseptorleri gibi VEGF
reseptorleri de, 6zgul ligandlarina baglandiginda dimerizasyon gegirmekte ve bu da
hicre icerisindeki mekanizmalari tetikleyerek cevap olusturmaktadir. VEGF’Un
uyardigi endotel hiicre reseptorleri sinyal iletisi saglayan birkag proteini fosforile eder.
Bu da ikincil habercilerin olusmasina katkida bulunarak, mesajin hicre iginde
tasinmasini saglar (48). Heparan sulfat da onemli bir rol Ustlenerek VEGF’Un
reseptorine baglanmasina yardim eder ve bu olayl duzenler (46). VEGFR-1 ve
VEGFR-2’nin farkli sinyal 6zellikleri oldugu gdsterilmistir. Yapilan ¢alismalar VEGFR-
1’in hlcre-hlcre veya hucre-matriks etkilesimlerinin kontroll ile doku mimarisinin
belirlenmesinde ve vaskullojenezde rolunun oldugunu, ancak VEGF'Un etki
mekanizmasinda onemli olmayip, aksine tuzak ve yaniltici bir reseptor oldugunu
gOstermigtir. (5).

VEGFR-2 VEGF'Un etkilerine aracilik ederken, VEGFR-1 ise ya yaniltici olarak
gorev yapmakta ya da sinyalizasyonu baskilayarak negatif bir etki gostermektedir
(46). (Tablo 3) VEGFR-2; VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve svWEGF’Un
etkilerine aracilik eder. Farelerde yapilan bazi ¢alismalarda, VEGFR-2’'nin noksan
veya bozuk ekspresyonunda bu hayvanlarin hematopoietik prektrsorlere, farklilagsmis
endotel hucrelerine ve organize kan damarlarina sahip olmadiklari gorulmustar. Bu
da VEGFR-2’nin hem endoteliyal, hem de hematopoietik dncul hicrelerin gelisimi igin
zorunlu oldugunu goéstermistir. Bunun aksine; VEGFR-1’in yapimindaki aksakliklarda,
olgun endotel hlcreleri olusabilmesine ragmen, bu damarlarin asiri genisledigi ve
yapisal bozukluklara sahip oldugu goralur. Bu olay da VEGFR-1’in hiucre-hlcre veya
hlcre-matriks etkilesimlerinin kontroll ile doku mimarisinin belirlenmesinde roll
oldugunu gdstermigtir (5).

VEGFR-1, VEGF-A ve PIGF’e ylksek affinite ile baglanir ama iyi bir
proliferasyon ve kemotaktik cevap elde edilemez. Ancak, PIGF’e baglanmayan ama
VEGF’e sikica baglanan VEGFR-2 ile iyi cevap alinir (42). Yapilan bir galismada, bu
reseptorlerden yoksun domuz aortik endotel hicrelerine sadece VEGFR-2 kodlayan
bir plazmid verildiginde bu hicrelerin mitoz gegirdikleri ve kemotaksiste yer aldiklari

gosterilmistir (43). Bu da bize VEGFR-2’nin mitoz ve kemotaksisten sorumlu
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oldugunu gosterir (Tablo 3). insan gébek kordonu veninden elde edilen endotel hiicre
kulturinde serumsuz ortamda VEGFR-2 aktive oldugunda antiapoptotik etkilerin de
gerceklestigi gosterilmigtir (47). PIGF'Un VEGFR-1'e kuvvetle baglanarak etkisini
gosterdigi, VEGFR-2'ye baglanmadigi goérilmus ve bu nedenle endotel hicrelerinde
dogrudan mitojenik ve permeabilite arttirici etkisinin olmadigi gosterilmistir (49).

Daha sonraki calismalarda, bir bagska VEGF reseptori daha bulundu ve
VEGFR-3 adi verildi. Bu reseptorun 6zellikle lenfatik damarlarin gelisiminde rol alan
VEGF-C ve VEGF-D’nin baglandigi reseptodrler oldugu ve lenfanjiojenezde rol aldigi
saptandi (5). Bunun yanisira, Malign melanoma ve meme kanseri gibi bazi solid
tumorlerde VEGFR-3’e baglanan VEGFC ve VEGF-D seviyelerinin yukselmesinin
lenf bezi metastazi ile birlikte oldugu goéruldid (9). Bu U¢ reseptorin yanisira
plazmada VEGFR-1’lUn 7 tane Ig benzeri bolimandn altisini igeren ve kanda serbest
olarak dolastigi tesbit edilen bir baska reseptére rastlanmis, bunun VEGFR-1’in
¢ozunebilir bir formu oldugu dusunulmus ve ¢ozunebilir-VEGFR-1 (sVEGFR-1) adi
verilmigtir (50). Meme kanseri, beyin iskemisi, preeklempsi gibi patolojik durumlarda
yapilan c¢alismalarda kanda ylksek miktarlarda sVEGFR-1 bulunmustur. Yine bu
hastalarin dolagsimdaki VEGF ve PIGF seviyeleri de disuk bulunmustur (51). Kisa bir
sure once, VEGFR-2'nin de plazmada serbest olarak dolasan ¢dzunebilir bir formu
oldugu tesbit edilmis, buna da sVEGFR-2 adi verilmigtir (52). Bu reseptorin de
sVEGFR-1’le benzer sekilde anjiojenezi engelleyici rol oynadigi dusinilmekte ve

calismalar bu yénde stirmektedir .(Tablo 3)

2.1.2- Vaskiiler Endotelyal Growth Faktér Sentezi

Endotel hlcreleri i¢cin dnemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine sahip bu
faktor, fizyolojik olarak ovllasyondan hemen &6nce ovaryum folliktllerinden
salgilanarak yeni damarlarin olugsumunu arttirirken, ovulasyondan sonra bu salgilama
gorevini korpus luteum ustlenir. Erken implantasyon déneminde
embriyotrofoblastlarinca salgilanir (53).  Embriyolojik gelisimin ilk ddénemlerinin
sonuna dogru VEGF biraz azalirken, organogenez déneminde oldukga yukselir. Yine
VEGF vyetigkinde akciger alveolar hicrelerde, bobrek glomerillerinde, proksimal
tubullerde ve dusuk seviyede de olsa karaciger hepatositleri ve beyinde gosterilmistir
(54). Ayrica, adrenal korteksin tUm hucrelerinde ve testiste testosteron Ureten Leydig

hicrelerinde VEGF yapimina ait mRNA’larin sentezlendigi gosterilmistir. VEGF'Un
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gosterilmesi igin yapilan immunositokimyasal calismalarda aktive makrofajlarda,
arteriolleri gevreleyen fibroblastlarda, akciger brongiyol epitelinde, koroid pleksus
epitelinde ve renal glomerlul visseral epitelinde varligi gosterilmigtir. VEGF
mRNA’sinin transkripsiyonu; trombosit kaynakh buyime faktéru-BB (PDGF-BB),
keratinosit baylume faktora (FGF-7), epidermal buyume faktori (EGF), tumor nekrosis
faktor-a (TNF-a), transforming blyume faktora- B1 (TGF- B1) ve interlokin- B1 gibi
cesitli faktorler tarafindan baslatilir. Boylece bu maddelerin mitojenik olmadigi, VEGF
salgilanmasina yol acarak mitojeniteyi arttirdiklari gosterilmistir (42). Ayrica protein
blyume faktorlerinin haricinde, forbol esterleri ve prostaglandin E2 (PGE2) gibi bazi
kuguk mediatorlerin de VEGF ekspresyonunu duzenledikleri gorulmustar (55).
Hipoksi ve iskemi belki de, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indukleyerek
anjiogenezi baslatan en etkili stimuluslardan biridir (Sekil 1). Buna o6rnek olarak
blylyen timorlerin hipoksik merkezleri olusmasi ve bunu engellemek igin timor
hacrelerinden VEGF ekspresyonu ve yeni damar yapimi gosterilebilir. Yine tikanmis
kalp damarlarina bagll gelisen hipoksi sonrasinda da VEGF ekspresyonu
artmaktadir. Hipoksinin VEGF’U arttirma mekanizmasinin sadece bir kismi
¢ozulebilmistir. VEGF yapimi hipoksi tarafindan tetiklenirken, CO tarafindan da inhibe
edilmektedir. Hipoksinin yaninda azalan pH ve sitokinler ile de VEGF ekspresyonu
artmaktadir (46).

VEGF-A, yeni kan damari gelisimi ve immatir kan damarlarinin devamliligini
tirozin kinaz aktivitesine sahip VEGF reseptor-1 ve VEGF reseptor-2’e baglanarak
saglamaktadir. Her iki reseptor de damar duvarindaki endotel hucrelerinde eksprese
edilmektedirler. VEGF bu reseptorlere baglandigi zaman sinyal kaskadini baslatarak
vaskuler endotel hicrelerinin bliylmesini ve proliferasyonunu baslatmis olur. Tum
bunlarin sonucunda hedef hiicrede gen transkripsiyonu etkilenir. Bu yolun semasi

sekil 1’de gosterilmektedir (40).
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Sekil 1: Hipoksi ve iskeminin VEGF reseptorlerini indukleyerek anjiogenezisi

baslatmasi (40)

2.1.3- Vaskiiler Endotelyal Growth Faktér Fonksiyonlari

VEGEF ailesi insanin tim vicuduna dagiimig, vaskuler sistem boyunca dizilmig
endotel hucreleri igin bilinen en 6zgul mitojendir. Vaskulojenez ve anjiojenezde
onemli bir mediatordur (10). Anjiojenik etkilerine ek olarak, endoteliyal hucrelerin
migrasyon aktivitesini uyarmaktadir. Bu faktorin geri ¢ekilmesi halinde
vaskularizasyonun geriledigi gézlenmistir (7). VEGF sayesinde endotel hucreleri
prolifere olmakta ve bu blylime faktdriine dogru go¢ edip dizilerek yeni damarlar igin
oncu olan tup formasyonu olugsmasini saglamaktadir. Dermal yaralanmalari da igeren
bircok yaralanmada; normal doku tamirinin ayrilmaz bir pargasi olan anjiojenez,
yaralanmadan hemen sonra yuzeyel epidermal keratinositler tarafindan salgilanan
VEGF tarafindan induklenir. Bu sayede bir yanda kan akiminin artmasi
gerceklesirken, diger yandan yaralanma bodlgesinde yeni kan damarlari olugsumu
tetiklenir ve iyilesme hizlanir. Eksojen olarak verilen VEGF’Un iskemik tavsan
ekstremitelerinde ve domuz koroner arterlerinde azalmis kan akimina cevap olarak

yeni damar olusumunu ve perfuzyonu artirdigi gosterilmistir (56). VEGF’GUn bu
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anjiojenik etkileri bazi hastallk durumlarinda klinik olarak faydali olabilir. Ayrica
miyokardial iskemilerde ve periferik uzuv iskemilerinde kollateral damar olusumuna
onculuk eder (57). Endokondral kemik olusumunda da anjiojenezin ve dolayisiyla
VEGF'Un 6nemli roli vardir. Gelisim sirasinda, epifizyal buyume plaklarindaki
hipertrofik kondrositlerin apoptozisi icin gerekli sinyallerin gelmesi yeni kan damarlari
ile olur. Bu amacla, bolgedeki hipertrofik kondrositler tarafindan VEGF salgilanir ve
yeni damarlarin olusmasi saglanir (7). VEGF’Un ayni zamanda osteoblastlar Uzerinde
de kemotaktik etkileri vardir ve bu etki VEGFR-1 Uzerinden yurimektedir (50).
VEGF; endotel hicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonunun yanisira, kemik
iliginden endoteliyal dncu hucrelerin periferik dolasima gecmesinde de onemli rol
oynar (58). Ayrica, VEGF’Un endotel hucrelerini apoptozise karsi korudugu da
bilinmektedir (59). Anjiojenez sirasinda dokular icine ilerleyen kapillerlerin
penetrasyonunu saglayan kollajenaz ve plazminojen aktivatorlerinin ekspresyonuna
da yardimci olur (50). Literatirde serebral iskemi ve beyin 6demi gibi hipoksi
olusturan durumlarda VEGF saliniminin arttigi gézlenmistir. Yapilan bir ¢alismada;
VEGF reseptorlerinin  beyindeki endotel hicrelerinden baska, néron ve glia
hlcrelerinin zarinda da bulunmasi oldukga ilgingtir. Bu bulgu, bize VEGF’Un bu
hacreleri de etkileyebildigini gostermistir (60). VEGF’Un bir diger etkiside; nitrik oksit
salinimini ve nitrik oksit aracili vazodilatasyonu uyararak hipotansif bir etki
yaratmasidir. Vaskuler endotel huicrelerin  non-mitojenik cevaplarindan olan
kemotaktik olaylarda VEGF’in énemli rolii oldugu gésterilmistir (42). inflamasyon
esnasinda vaskuler permeabiliteyi; histamin, bradikinin, I6kotrien-B4, 16kotrien-C4 ve
I0kotrien- E4'den daha etkili arttirabilir. Bu ise hem inflamasyonun hizlanmasina, hem
de yanitin artmasina yol agmaktadir. Ayrica, VEGF deriye bir kez intradermal olarak
enjekte edildiginde, 5 dakika icerisinde vaskuler bir sizinti baslatmakta ve 15-20
dakika sonra sizinti sona ermektedir. Ancak saglam noral dokularda dogal olarak
eksprese olan VEGF veya onun bu bolgelere intravaskuler olarak enjekte edilmesi
vaskuler sizintiya neden olmaz. Bu da, vaskiler sizinti olusumunda VEGF yaninda
henlz bilinmeyen baska maddelerin de rol aldigini gosterir (54). VEGF bu etkilerine
ek olarak, inflamasyonun ge¢ donemlerinde etkili olan monositler igin guglu bir
kemotaksindir. Monosit ve makrofaj kokenli sitokinlerle birlikte endoteliyal doku
faktorunan artisini saglayarak, koagulasyonun major komponentleri arasina girer.

Bunun yanisira, granualosit-makrofaj dncul hicrelerin koloni olusturmasini saglar (50).
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Patolojik neoanjiojenez olarak siniflandirilan bazi okuler hastaliklarda olusan
yeni damarlarin sebebinin artmis VEGF oldugu gosterilmigtir. Bunlarin tedavisinde
anti-VEGF ajanlar verilmektedir (61). Yine romatoid artrit, psoriazis ve kontakt
dermatitte VEGF'Un arttigi rapor edilmistir. Bu c¢alismalarla, VEGF’'Un bazi

hastaliklarda artarak hastaliginda ilerlemesine aracilik ettigi gésterilmistir (9).

3- DENEYSEL SEREBRAL iSKEMi MODELLERI

Serebral iskeminin patofizyolojisi temelde deneysel ¢calismalara baglidir. Klinik
uygulamada iskeminin 6nemi, beyin iskemisi i¢in arastirmacilari deneysel modeller
olusturmaya ve gelistirmeye itmistir. Uygulanan cesitli modellerde; tim ya da
bblgesel, tam ya da tam olmayan, kalici ya da gegcici iskemiler olusturulmustur
Deneysel serebral iskemi galismalarinda yaygin olarak kullanilan ratlarda amaca
gore cok cesitli global ve fokal serebral iskemi modeli olusturulmustur. Serebral
iskeminin deneysel verilerinin yorumu igin verilerin hangi sartlarda ve hangi serebral
iskemi modeli ile toplandidi ayrintih olarak bilinmelidir. Serebral iskeminin
patofizyolojisi goz onune alindiginda kan akiminin azaltiimasi Uu¢ ana kategoride
olusturulmaktadir (62, 63). Bugune kadar yapilan yayinlardan elde edilen bilgilere

gore deneysel serebral iskemi modelleri tablo 4’deki gibi siniflandirilabilir.

Fokal Serebral Global Serebral iskemi Mikroembolizm
iskemi
intrakranial Vaskiller ~Kardiak Arrest
oklizyon
MikrosirkUlatuar Komplet Beyin iskemisi
Okluzyon (dort damar oklizyon
modeli)

Ekstrakranial inkomplet Beyin iskemisi

Vaskuler Okllizyon (iki damar okliizyon modeli)

Tablo 4: Deneysel serebral iskemi modelleri siniflandirilmasi
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3.1- iki Damar Okliizyon Modeli

Bu model dort damar okluzyon modeline alternatif bir model olarak
sunulmustur. iki damar okliizyon modelinde giiniimiizdeki uygulama sekli her iki
common carotid arterin baglanmasi ve yeterli iskemi saglamak igin kontrolli kanama
ile kan basincinin 50 mm/Hg’a kadar dusurulmesi seklinde onerilmektedir. Bu
modelde serebral kan akimini 5-15 dakika arasinda kesilmesi serebral neokortekste
%S5 lik bir alan, caudoputamen, hipocampus, singulate korteks’te %15’lik bir alanda
ve daha az oranlarda talamus, globus pallidus ve mezensefelonda iskemi
olusturmaktadir. Smith ve ark. 1984°’te 2 dk kadar kuguk bir iskeminin hipokampus ve
subiculumdaki CA4 ve CA1 piramidal néron hasarina onculik ettigini gostermistir.
Neokortikal néron hasarinin olaya katilmasi iskeminin 4. dk sonrasi olmaktayken,
caudoputamen ise 8-10 dk sonra hasarlanmaktadir. Ozet olarak 2 damar okliizyon
modeli tek agsamali cerrahi hazirlik yapilmasina musade etmesi, yuksek dereceli 6n
beyin iskemisi yapmasi, normokarbi ve normoksiden emin olacak sekilde ventilasyon
kontrolii saglanmasi, serebral resirkllasyonun kolayca saglanmasi, uzun sureli
sagkalimlar igin uygun olmasi, disuk basarisizlik orani ve doért damar oklizyon
modelinde gorulen yetersiz iskemi derinligi ve erken olumlerin gorilmemesi bu
modelin avantajlandir. Dezavantajlari ise sistemik hipotansiyon yapilmasina ihtiyag

duyulmasi halinde standartizasyonun saglanamamasidir (64).
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Aragtirmalar Etik Kurulu'ndan onay alindiktan sonra, Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi Deney Hayvanlari laboratuarinda gergeklestirilmistir.

1- KULLANILAN DENEKLERIN BAKIM YERi VE KOSULLARI

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari laboratuarinda
yetistirilen, agirliklari 230-260 gr arasinda degisen, normal motor aktiviteye sahip, 18
adet Wistar Albino tira disi rat ¢alismaya alinmistir. Denekler, 12 saat gece ve 12
saat gunduz fotoperiyot uygulanan ve adlibitum olarak beslenen standart laboratuar

kosullarinda izlenmistir.

2- KULLANILAN FARMAKOLOJIK AJANLAR

Ketamin (Ketalar, Parke-Davis. Eczacibasi, istanbul)
Ksilazin (Rompun, Bayer, istanbul)

Polyvidon iyot (Batticon, Adeka, Samsun)

Sefazolin Sodyum (Sefazol, Mustafa-Nevzat, istanbul)

3- ANESTEZI

Cerrahi igslem 6ncesi tum gruplardaki deneklere intraperitoneal olarak 35 mg

ketamin + 5 mg ksilazin uygulanarak anestezi saglanmistir.

4- DENEY GRUPLARI

Calisma her grupta 6 adet rat kullanilan 3 ana grup olarak planlanmigtir.

Grup 1 : Cerrahi igslem uygulanmayan grup
Grup 2 : Sadece sag karotid arteri kapatilan grup
Grup 3 : Sag karotid arteri kapatilip ve sol karotid artere 10 dakika gegici

klipaj uygulanarak kapatilan grup
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5- CERRAHI iSLEM

Denekler, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari operasyon salonunda, steril sartlarda opere edildi. Deneklere su
icmelerine izin verilecek sekilde ag¢ birakildi ve 3 gruba ayrildi. Her 3 gruptaki
denekler kulaklarina kesi ile isaretlenerek 6’ya kadar kod numaralari verildi (denek 1:
kesi yok, denek 2: sag kulakta bir kesi, denek 3: sol kulakta bir kesi, denek 4: sag
kulakta iki kesi, denek 5: sol kulakta iki kesi, denek 6: sag kulakta bir, sol kulakta bir
kesi). Cerrahi islem oncesi tum deneklere intraperitoneal olarak 35 mg ketamin + 5
mg ksilazin uygulanarak anestezi saglandi. Deneklerin kuyruk venlerinden(dorsal 1
ve lateral 2 adet) 2 ml Edta’li tipe (BD Vacutiner) kan alindi (Resim 1) ve alinan
kanlar Biyokimya A.D’ina teslim edildi. Daha sonra denekler sirtistu pozisyonda 4
ekstremitesi ve basi hafif ekstansiyonda tespit edildi. Tum deneklerin genel anestezi
altinda boyun bodlgesi tras edilerek Polyvidon iyot ile lokal antisepsi saglanarak
pretrakeal orta hat insizyonu yapildi (Resim 2). Cilt, cilt alti dokularin gegilmesini
takiben orta hatta trakea goruldikten sonra bilateral posterolateralde karotid arterler
goruldu ve kunt disseksiyonla etraf dokulardan serbestlestirildi (Resim 3). Grup 1'de
bu islem sonrasi operasyona son verilerek katlar usuline uygun olarak kapatildi.
Grup 2’de sag karotid arter 3/0 ipek ile proksimal ve distal ugtan baglandiktan (Resim
4) sonra kesilerek total oklude edildi (Resim 5). Grup 3'te ise sag karotid artere ayni
islemin uygulanmasini takiben Yasargil anevrizma klibi ile sol karotid arter 10 dakika
boyunca gegici olarak oklide edildikten sonra klip kaldiriirak cerrahi isleme son verildi
(Resim 6). Bu islemler yapilirken deneklerin karotid arterlerin zedelenmemesine
dikkat edildi. Standartizasyon amaciyla 63 gramlik kuvvet uygulayan Yasargil
anevrizma klibi (Aesculap FE 721 K) ile karotid arterleri cepecgevre saracak sekilde 10
dakika sureyle klipaj uygulandi (Resim 5). Calismada 2 damar oklizyon modeli

uygulandi (64).
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Resim 1: Deneklerin kuyruk venlerinden kan alinmasi
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Resim 2: Pretrakeal orta hat cilt insizyonu
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Resim 3: Trakea posterolateralinde sag karotid arterin etraf dokudan disseksiyonu

Resim 4: Sag karotid arterin 3/0 ipek sutur ile baglanmasi

30



Resim 5: Sag karotid baglandiktan sonra kesilerek total oklizyonu

Resim 6: Sag karotid arterin oklizyonu sonrasi sol karotid artere gegici klipaj

uygulanmasi
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6- DENEY HAYVANLARININ POSTOPERATIF iZLEMLERI VE SAKRiFIKASYONU

Tum denekler postoperatif donemde, derlenme sdrelerinin sonunda
kafeslerine yerlestirildi ve serbestgce beslenmelerine izin verilerek, takip sureleri
boyunca glnde bir kez pansuman vyapildi. Tim deneklere cerrahi saha
enfeksiyonundan korunmak amaci ile ilk 3 gun intraperitoneal 40 mg/kg/gun sefazolin
sodyum (Cefamezin, Eczacibasi ilag San. ve Tic. A.S., istanbul, Tirkiye) uygulandi.
Denekler ¢calisma sonrasi 10 gunluk izlemi takiben intraven6z 100mg/kg fenobarbital

uygulanarak sakrifiye edildi.

7- BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Denekler cerrahi islem sonrasi(10. glin) tim gruplardan genel anestezisi
altinda kuyruk venlerinden 2 ml kan Edta’li tlipe (BD Vacutiner) alindi. Cerrahi islem
oncesi(0. glin) alinan kan o&rnekleriyle birlikte butin kan o6rnekleri Dokuz Eylil
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda gruplara uygulanan islemleri
bilmeyen bir Biyokimya uzmani tarafindan degerelendirmeye alindi. Kan Ornekleri
3000 rpm’de 10 dk santriftij edilip serumlar ayrildi ve calismaya alinincaya kadar tiim
ornekler -80 °C'de saklandi. Serumda SVEGFR-1 ve sVEGFR-2 konsantrasyonlari
ELISA ydntemiyle, sandvi¢ antijen-antikor reaksiyonu kullanilarak, spektrofotometrik
olarak Dokuz Eylil Tip Fakiiltesi Ogdrenme Kaynaklari Merkezi Arastirma
Laboratuarinda(ARLAB) calisildi. (Uscn Life Science Inc. Wuhan, P.R. China).
Deteksiyon limiti sSVEGFR-1 icin 0,039ng/mL, sVEGFR-2 icin 0.081ng/mL kabul edildi.

32



8- HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Denekler 10. glin sonunda tim gruplara intravendéz 100 mg/kg fenobarbital
uygulanarak sakrifiye edildi ve beyin (Resim 8, 9) hizlica ¢ikarilarak ve beyin
dokularina kod numaralari verilerek fiksasyon saglamak amaciyla icerisinde %10’luk
formaldehit soliisyonu bulunan kaplara konuldu. Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi Patoloji Anabilim Dal’'nda gorevli, gruplara uygulanan iglemleri bilmeyen bir

Patoloji uzmani tarafindan degerlendiriimeye alindi.

8.1- Hematoksilen-Eozin ile Boyama Ve Isik Mikroskopi

Formaldehit solusyonu igerisinde bulunan dokular musluk suyunda yikandi ve
dehidratasyon icgin sirasiyla %70’lik, %80’lik , %90’k ve %96’luk alkol serilerinden
gegcirildi. Bir sonraki asamada ise seffaflastirma amaciyla ksilol serilerinden gegirildi.
Son olarak 60 °C’lik etivde parafinde bekletilerek parafin bloklara gomuldu. Elde
edilen parafin bloklardan ¢oklu, sirali ve 2 p kalinhginda koronal duzlemde
bregmanin 0,2 mm 6nlnden caudaputaminal bdlge hedeflenerek kesitler alinarak 60
°C’deki etivde 45 dk bekletildi. Daha sonra 2 kez ksilolden, 4 kez de dereceli alkol
serilerinden gegirildi (sirasiyla %96, %90, %80, %70), musluk suyunda yikandi ve 30
sn hematoksilen ile boyanip asit alkole daldiridi. Ardindan 1 dk. Eozin ile boyandi,
tekrar yikandi ve alkol serilerinden gergirilerek ksilol ile muamemele edildi. En son
asamada da entellan (Merc) damlatilarak lamelle kapatildi. Hematoksilen-Eozin
(H&E) ile boyanan kesitler sag hemisferde caudaputaminal bdlgede iskemik alan
goruldukten sonra o bodlgeden immunohistokimyasal degerlendirme yapmak igin
hazirlandi. (Sekil 2) (Resim 7, 10)
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Sekil 2: Rat beyin koronal dizlemde caudoputaminal (CP) bdlgenin sematik olarak

go6rilmekte (65).

Resim 7: Rat beyin koronal diizlemde alinan kesite ait gérinim (H&E)
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8.2- immunohistokimyasal Boyama

Parafine gbmulen doku 12 saat bekledikten sonra 2 mikronluk kesitler lizinli
lama alinarak 1 saat 70 ° C etlivde bekletildi. Etiivden gikartilan kesitler 20 dakika
ksilolde bekledildikten sonra azalan alkol seviyelerinden(%96, %90, %80, %70)
gegcirildikten sonra musluk suyunda yikandi. Kesitler Edta-Bufferla 7 dakika
kaynatildiktan sonra tris sivisina alinip 5 dakika bekletildi. Tristen g¢ikarilan kesitlerin
uzerine H2O, damlatilip 15 dakika bekletildi. Tekrar tiste yikanip UV blok solusyonu
damlatihp 5 dakika bekledildikten sonra silkelenip VEGF antikoru (1:100 dilisyon
oraninda, Santa Cruz Biotechnology) damlatihp 1 saat bekletildi. Tris yikama
solusyonundan gegirilen kesitler anti-rabbit(sari renk) damlatihp 20 dakika bekletilip
tris ile yikadiktan sonra HRP(Horseradish Peroxidase)(kirmizi renk) damlatiip 20
dakika bekletildi. Tekrar tristen gecirilen kesitler DAB(diaminobenzidine) (Santa Cruz
Biotechnology) ile 7 dakika sonra suda yikandiktan sonra kesitler kahverengine
donusti. Daha sonra H&E Mayer'de 5 saniye bekletildikten sonra bol su ile yikandi.
Kesitler yukselen alkol seviyelerinden(%70, %80, %90, %96) gegcirildikten
mikroskopide seffaf gorunmesi igin ksilol icerisinde 5 dakika bekletilip 1 damla
entellan(Merc) damlatiip 45 derece acgiyla lamel ile kapatildi ve kesitler
immunohistokimyasal incelemeye hazir hale getirildi. immunboyamanin sonuglari
her 6rnek igin ayri ayri degerlendirilmistir. Alternatif kesitlerde rutin boyama islemi
yapildiginda primer antikor yoklugunda immun boyama gozlenmemisgtir.

Boyamada skorlama: boyanma yok (-), boyanma var; hafif 1(+), orta 2(+) ,

siddetli 3(+) olacak sekilde degerlendirilmistir (14).
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Resim 8: Cikarilan rat beynin Gstten gérinimu

Resim 9: Cikarilan rat beyinin alttan gérinimu
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9- ISTATISTIKSEL YONTEM

istatistiksel analizde SPSS programinin 15.0 versiyonu kullanildi ve sonuglar
ortalamazstandart sapma bi¢giminde verildi.

Gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal-Wallis ve bunu izleyen Mann-Whitney
U testleri ve Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. P< 0.05 ise istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Her grupta 6 denek olmak Uzere, Ug¢ grupta toplam 18 denek kullanildi.

Calismadan gikarilan denek olmadi.

1- VUCUT AGIRLIKLARI

Vucut agirliklarinin ortalamalari karsilastinildiginda, gruplar arasinda anlamli
fark bulunmadi (p=0,864)

VUCUT AGIRLIKLARI

237,32 £8.49 gr

240,01 £6.87 gr

239,1517.52 gr

Tablo 5: Deneklerin vucut agirlik ortalamalari (ort+SS)
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2- BIYOKIMYASAL SONUGLAR

Tablo 6'da grublara ait cerrahi iglem o6ncesi(0. gun) ve cerrahi islem

sonrasi(10. gun) elde edilen sVEGFR-1 degerleri gosterilmigtir.

Denek 1
Denek 2
Denek 3
Denek 4

Denek 5

Denek 6

Tablo 6: Gruplarin 0. giin ve 10. gin sVEGFR-1 degerleri (degerler: ng/mL)

Gruplarin  cerrahi igslem o6ncesi ve sonrasi sVEGFR-1 degerleri
karsilastirildiginda cerrahi igslem 6ncesi sVEGFR-1 degerleri ile cerrahi igslem sonrasi
sVEGFR-1 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. (P=0,044)

Gruplar arasi degerlendirime yapildiginda ise U¢ grubun cerrahi islem 6ncesi
ve sonrasi elde edilen sVEGFR-1 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamigtir. (p>0,05)

Grup 3’te cerrahi iglem Oncesi bakilan sVEGFR-1 degerleri, cerrahi iglem
sonrasinda 6 denek’in 5’inde azalma oldugu tespit edilmistir. Grup 1 ve 2’de cerrahi
islem dncesi ve sonrasi degerlerde belirgin bir fark izlenmemistir. Gruplarin 0. giin ve

10. gun sVEGFR-1 degerlerinin ortalamasi tablo 7’de gosterilmigtir.
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sVEGFR-1 sVEGFR-1
0. glin 10. glin

1,412+0,003 1,286+0,004
1,593+0,0004 1,586+0,004
2,043+0,001 1,260+0,0005

Tablo 7: sVEGFR-1’in ortalama degerleri (ortxSS)

Gruplar arasi sVEGFR-1 degerlerinin ortalamasi alinarak yapilan
degerlendirmede grup 1 ve 2'de belirgin bir fark olmadigi, iki serebral arteri kapatilan
Grup 3’te cerrahi igslem sonrasi bir azalma oldugu gorulmektedir. Gruplarin 0. gin ve

10. gun sVEGFR-1 degerlerinin ortalamasi grafik 1’de gdsterilmistir.

W 0. gilin
m 10. glin

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grafik 1: Gruplarin 0. giin ve 10. giin sVEGFR-1 degerlerinin ortalamasi

Tablo 8'de grublara ait cerrahi islem Oncesi(0. gun) ve cerrahi islem
sonrasi(10. gun) elde edilen sVEGFR-2 degerleri gosterilmigtir.
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Denek 1

Denek 2

Denek 3

Denek 4

Denek 5

Denek 6

Tablo 8: 0. gun ve 10. gun sVEGFR-2 degerleri (degerler: ng/mL)

Gruplar arasi degerlendirime yapildiginda U¢ grubunda, cerrahi igslem oncesi
ve sonrasi elde edilen sVEGFR-2 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamigtir. (p>0,05)

Gruplarin cerrahi igslem 6ncesi sVEGFR-2 degerleri ile cerrahi islem sonrasi
sVEGFR-2 dederleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. (P>0,05)

Gruplarin 0. gun ve 10. gun sVEGFR-2 degerlerinin ortalamasi tablo 9’de
gosterilmigtir.

Tablo 9: sVEGFR-2’in ortalama degerleri (ort+SS)

sVEGFR-2
0. glin

0,787+0,003

0,432+0,0015
0,571+0,0025

sVEGFR-2
10. giin
0,531+0,001
1,040+0,0005
0,723+0,0005
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Gruplar arasi sVEGFR-2 degerlerinin ortalamasina bakildiginda, Grup 1’de
cerrahi islem sonrasi bir azalma, serebral arter kapatilan grup 2 ve 3’te bir artma
oldugu gorulmustar. Grafik 2°de gruplarin 0. gin ve 10. gin sVEGFR-2 degerlerinin

ortalamasi gdsterilmistir

Wl 0. giin
W 10. gin

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grafik 2: Gruplarin 0. gun ve 10. gun sVEGFR-2 degerlerinin ortalamasi

Her U¢ grupda cerrahi islem Oncesi ve sonrasi elde edilen sVEGFR-1 ve
sVEGFR-2 degerlerinde grup ici karsilastirma yapildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamistir. (P>0,05)
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3- PATOLOJIK SONUGLAR

Her Ug¢ grupta yapilan H&E boyama ile 1sik mikroskopisindeki degerlendirmesi,

bregmanin 0,2 mm 6nlnde (65) caudoputaminal bdlgeden alinan kesitlerle yapildi.

Grup 2 ve grup 3’'te damar yapilari ve sayilari artmis olmasi, arada iri gérunumli

iskemik noronlar, iskemik noronlarda Nissl substance kaybi, sitoplazmik eosinofili

artisi ve piknotik homojen nukleus varligi gorulerek patoloji tarafindan iskemik bdlge

olarak deg@erlendirildi. (Resim 10) serebral arterleri kapatilan grup 2 ve 3’te birer

denekte VEGF ekspresyonu IHK olarak gdsterimemistir ancak H&E boyama ile

yapilan incelemede iskeminin gelistigi gorulmustur.(Resim 10)
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Resim 10: Grup 3’'deki VEGF (-) olan denekK’in Isik mikroskopisinde caudoputaminal

bolgedeki iskemik alanin goruntulenmesi. (H&E)
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3.1- immunohistokimyasal Degerlendirme

Gruplarin ~ beyin  dokularinda  belirlenen  caudaputaminal  bdlgenin
immunohistokimyasal boyama yontemiyle elde edilen VEGF degerlendiriimesi tablo
8’'de gdsterilmistir.

immunohistokimyasal(iHK) degerlendirme skorlamasi; boyanma olmamasi
negatif (-), hafif duzeyde boyanma +, orta diuzeyde boyanma ++, siddetli dizeyde
boyanma +++ pozitif olacak sekilde belirlenmistir (66). (Resim 11, 12, 13,14).
Boyanma endotel hicrelerinin  stoplazmalarini  kahverengi renkte seklinde
gerceklesmistir.

Denek 1
Denek 2
Denek 3

Denek 4

Denek 5

Denek 6

Tablo 10: Gruplarin beyin dokusundaki IHK boyama ile VEGF ekspresyonu

skorlamasi (Skorlama: boyanma yok(-), boyanma var (+, ++, +++).
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Calismamizda grup 1'deki deneklerde IHK degerlendirmede (-) ve 1(+)
seklinde boyanma gostermigtir. Serebral arterleri kapatilan grup 2 ve 3'te ise 2(+)
boyanma tespit edilmis, 3(+) boyanma tespit edilememistir. Baska bir deyisle serebral
arterleri kapatilan bu iki grupta VEGF ekspresyonu, serebral arteri kapatiimayan
gruba gbére daha anlamli oldugu dusunulmastir. Ancak elde edilen
immunohistokimyasal skorlar gruplar arasinda karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamistir.(P>0,05)

B denek 1
H denek 2
B denek 3
O denek 4
O denek 5
O denek 6

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grafik 3: immunohistokimyasal olarak VEGF ekspresyonu
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Resim 11: Grup1’deki bir denek’in beyin dokusundaki endotel hiicrelerinde VEGF
ekspresyonu (-).(IHK boyama)

Resim 12: Grup 2’'deki bir denek’in beyin dokusundaki endotel hicrelerinde VEGF
ekspresyonu 1(+).(IHK boyama)
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Resim 13: Grup 3’deki bir denek’in beyin dokusundaki endotel hiicrelerinde VEGF
ekspresyonu 2(+).(IHK boyama)

Resim 14: Grup 3’deki bir denek’in beyin dokusundaki endotel hiicrelerinde VEGF
ekspresyonu 2(+). (IHK boyama)
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TARTISMA

Bu calismada ratlarda serebral arterlerden karotid arterlerin kapatilarak
besledigi alanda en 6nemli anjigenik faktor olan VEGF ekspresyonunu ve kandaki
reseptorleri sVEGFR-1 ve sVEGFR-2 dederleri kullanilarak anjiogenik aktivite
arastirilmis, arterioven6éz malformasyonun tekrarlamasinda tedavide kullanilan
emobilzasyon veya cerrahi yontemle sadece besleyici arterin kapatilmasi sonrasi
gelisen durumun rekanalizasyon degil revaskularizasyon oldugunun gosterilmesi
amaclanmistir.

Calismamizda serebrovaskuller anatomi ve fizyoloji agisindan insan beynine
¢cok yakin benzerlik gostermesi, serebrovaskuler ¢alismalarda ve serebral vaskuler
malformasyonlarin etiyopatogenezinde onemli rol aldigi bilinen anjiogenik faktorleri
arastiriimasinda sikga kullanilmasi, kolay bulunabilir ve ucuz olmasi(62, 63)
nedeniyle rat kullanmayi tercih edilmistir.

Calismamizda serebral besleyici arterlerin kapatilarak serebral kan akiminin
azalmasiyla hipoksi ve iskemiyi indukleyerek ve kapatilan serebral arterlerin
distalindeki anjiogenik aktiviteyi gostermede, AVM tedavisinde kullanilan besleyici
arterlerin kapatilmasina benzerlik géstermesi nedeniyle iki damar oklizyon modelini
tercih edilmistir. ki damar oklizyon modelinin, tek agamali cerrahi hazirlik
yapillmasina musade etmesi, yuksek dereceli iskemisi yapmasi, normokarbi ve
normoksiden emin olacak sekilde ventilasyon kontroli saglanmasi, serebral
resirkllasyonun kolayca saglanmasi, uzun sureli sagkalimlar i¢cin uygun olmasi,
duguk basarisizlik orani ve erken olumlerin gorilmemesi gibi bircok avantaji vardir
(64).

Serebral arteriovenoz malformasyonlar, gerek intraserebral kanama, gerekse
epilepsi ya da fokal nérolojik defisit olusturan patolojiler olarak, noérosirlrji pratiginde
onemli bir yer tutarlar (3). AVM’lar geng insanlardaki travmatik olmayan intraserebral
kanamalarin 6nde gelen ve 20 yas alti hastalardaki en sik norolojik defisit ve 6lum
nedenidir (2). intraserebral kanama ile gelen hastalarda yiiksek mortalite ve morbidite
oranlarina sahiptir. Dogal seyrine birakilan AVM'larin uzun sureli prognozlari kétadar
ve her yil igin % 2-4 oraninda kanama riski vardir (3). Bu nedenle 200 yili asan bir
surede tani ve tedavisi icin birgok calisma vardir. Guinimuzde AVM tanisi BT, MRG
ve serebral anjiografik tani yontemleri ile kolaylikla konulabilmektedir. AVM
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tedavisinde mikrosirurjikal rezeksiyon, endovaskiler yolla embolizasyon ve
radyocerrahi kullaniimaktadir. Embolizasyonla veya cerrahi olarak, besleyici arterlerin
kapatilmasi AVM’larin tekrar kanamalarina ve tekrarlamasina neden olmustur. Bizde
calismamizda serebral besleyici arterlerin kapatilarak AVM’'un tekrarlamasinda
suc¢lanan revaskularizasyonun ve bunun nedeni olan anjiogenezi, anjiogenik faktorleri
kullanarak arastirdik.

Adam S Reig ve ark. yaptigi bir calismada 122 serebral AVM'u olan hastaya
embolizasyon uygulanmis ve uzun dénemde sadece 18 hastada tam obliterasyon
saglanmis. Yani % 85 hastada AVM tekrarlamig veya tam obliterasyon
saglanamamistir. Embolizasyon sonrasi olusan AVM rekkdrensini iki nedenle
aciklamislardir. Birincisi likid embolik ajanlarin kendilerine has 6zeliklerinden dolayi
zamanla AVM’daki drene eden venlere dogru sizmasina ve damarlarin tekrar
acllmasi yani rekanalizasyonun olustugu distunmislerdir. ikinci ve daha
onemsedikleri nedeni ise, besleyici arterin proksimalden kapatilmasi ve buna bagli
olarak nidusta oklude edilmemis kisim kalmasi yeni besleyicilerin ortaya gikmasina
yani revaskularizasyona baglamiglardir (26). Bu ¢alisma bize embolizasyonun AVM
tedavisinde basarisiz oldugu ve bunun nedeninde revaskularizasyon oldugunu
gOstermektedir.

Akakin A. ve ark. yaptigi bir ¢alismada rat kornealarina embolize edilmis,
sadece cerrahi ile ¢ikarilmis ve radyocerrahi(GKR) uygulanmis AVM dokulari ekilerek
rat kornea AVM modeli olugturmustur. Daha sonra bu dokularda anjiogenik
faktorlerden Gzerinde en ¢ok durulant VEGF’Un ekspresyonunu incelemislerdir.
VEGF ekspresyonu en yuksek embolize edilmis AVM modelinde, daha duguk oranda
cerrahi ile ¢gikarilmis AVM modelinde, en dislk oranda ise radyocerrahi uygulanmig
AVM dokusunda tespit edilmistir. Sonu¢ olarak embolizasyonun AVM’u indukledigi,
GKR’nin ise inhibe ettigi bildirmiglerdir (25). Bu ¢calisma da bize embolizasyonun AVM
tedavisinde primer olarak kullanilmamasi gerektigini gostermektedir. Gelecekte
anjiogenezin mekanizmalari daha net aydinlatildiktan sonra, antianjiogenetik
ajanlarin geligtirilip, direkt infizyonu veya antianjiogenetik ajanlarla guglendirilmis
materyallerle embolizasyon yapilmasi AVM tedavisinde yeni bir umut olabilecegi
ongorulmastar.

AVM'nu olan hastalarda genetik olarak anjiogeneze yatkin olmasi, AVM
hastalarinda yuUksek oranda anjiogenik aktivitenin olmasi, embolizasyon

uygulanmasinin anjiogenik faktorlerin salinimini artirarak anjiogenezi uyarmasi ve
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embolizasyonu takiben besleyici arterlerin kapatilarak beyinde hipoksik/iskemik
ortamin devam etmesi anjiogenezi devamli kilarak ve neovaskularizasyon olugsumunu
saglayacaktir.

Vaskuler malformasyonlarin patogenezinde 900’den fazla gen rol almaktadir.
Belki de, serebral vaskuler malformasyonlarda 300'den fazla gen upregllasyona
ugrarken, hemen hemen 560 kadari downregulasyona maruz kalmaktadir. Bundan
dolay! bu lezyonlarin molekuler karakteristiklerini ve buyume davraniglarini anlamak
zordur. Beyin AVM'leri Uzerine olan calismalarin ¢ogu, immunohistokimyasal
calismalarla kisithdir. Bundan dolayi, sonuglar biyolojik olarak inaktif bir sisteme
kisith kalmistir. Endotelyal hucre kulturleri ve AVM’lerden alinmig fibrosit kulturleri
gibi dinamik in vivo modeller, potansiyel arastirma alanlandir (30). Anjiogenezin
gerceklesmesi icin, endotel hicresine, VEGF salinimina, VEGF’Un baglanabileceqgi
bir reseptdre, intraselliler mekanizmada sinyallere anjiogenez ydoninde cevap veren
genetik bir yapiya ve ekstraselliler matriksin olmasina baglidir (25). Calismamizda
kullanilan ratlarin intraselliler mekanizmada sinyallere anjiogenez yonunde cevap
veren genetik bir yapiya sahip olmadigi disulmus, bu nedenle serebral arterleri
kapatilan gruplarda VEGF ekspresyonu beklenildigi kadar yiuksek bulunamigstir. Bu
nedenle bu tip calismalarin deneysel AVM modellerinde veya AVM'u olan hasta
gruplarinda yapilmasi daha anlamli sonuglar veregegini bize dusundurmustur.

AVM’un etrafini saran hipoksik/iskemik ¢evre dokularin édnceden bahsedilen
tum anijiojenik faktorlerin salinimini arttirdigi distunudlmektedir. Hem hipoksinin hem
de iskeminin VEGF, VEGF reseptorleri ve diger blyume faktorlerinin salinimini
artirdig1 bilinmektedir. Hipoksik ortama maruz kalan astrositlerin VEGF salgiladigi
gosterilmistir. VEGF gen promoteri, hipoksik sartlara maruz kaldiktan sonra dakikalar
icerisinde VEGF salinimi 30 kat arttiran HIF-1(hipoksi inducible faktor) isminde bir
element igermektedir. Bu hipoksik ortam, AVM’deki arteriovendz santtan dolayl da
olusabileceg@i bildirilmistir (30). Ayrica AVM tedavisinde kullanilan embolizasyon
yonteminde, embolizasyon sonrasi reflu ya da anastomozlar yolu ile normal dokulari
besleyen damarlarda tikanma ile AVM’nin etrafindaki dokularda kan akimin azalarak
iskemi olustugu bilinmektedir (67). Sure, U. ve ark. yaptidi bir calismada yetersiz
embolizasyon sonrasi cerrahi yontemle tedavi edilen AVM’lerin %75’'inde VEGF ve
VEGFR-1 salinimi patolojik g¢alismalarla gosterilmistir; diger taraftan embolize
ediimemis AVM’lerde bu oran %25 olarak tespit edilmigtir. Bu bulgular, kismen

kapatilmis AVM’lerin neden tekrarladigini agiklamaya yardimci olabilir. AVM’lerin
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cevresindeki dokularda, sVEGFR-1 ve sVEGFR-2 reseptér duzeylerinde artis
bulunmustur (28). Bu nedenle bizde calismamizda serebral besleyici arterleri
kapatarak, iskeminin anjiogenik faktorlerin saliniminda ve anjiogenezdeki etkisini
degerlendirdik.

Anjiogenez, var olan kan damarlarindan yeni damarlarin gelistiriimesi iglemidir.
Hucre bolinmesi, hicre gogu, hucre ¢ogalmasi ve kapiller seklinde yeni damarlarin
olusmasini saglayan kompleks bir surectir (18, 66). Anjiogenezin gergeklesmesi igin,
endotel hudcresine, VEGF salinimina, VEGF'Un baglanabilecedi bir reseptore,
intrasellller mekanizmada sinyallere anjiogenez ydéninde cevap veren genetik bir
yaplya ve ekstraselliler matriksin olusmasina baghdir (25).

VEGF endotel hucreleri i¢in spesifik bir mitojen ve anjiojenik faktordir (41).
Endotel hlcresinin proliferasyonuna, migrasyonuna ve differensiasyonuna sebep olur
(46). Anijiojenik molekdiller icinde en 6nemlisi ve Uzerinde en ¢ok durulan VEGF’dur
(97). VEGF, AVM nidusundaki endotel hurelerinden ve AVM'un komsgulugundaki
astroglialar tarafindan salgilanmakta ve AVM'un buyumesine katkida bulundugu
bildiriimektedir (30, 66). VEGF vicutta olagelen birgok fizyolojik (vaskulojenez,
anjiojenez veya kemotaksi gibi) ve patolojik olayda (kanser, neovaskuler hastaliklar
veya kronik inflamatuar hastaliklar gibi) rol almalarindan dolay! son yillarda oldukca
populer olmustur (45). Endotel hulcreleri VEGF'den faydalanabilmesi igin onun
baglanabilecegi 6zgul reseptorleri sentezlemesi gerekir. Bu reseptérler VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, sVEGFR-1 ve sVEGFR-2 olmak Uzere 5 tanedir (96).
sVEGFR-1 ve sVEGF-2, VEGFR-1 ve VEGFR-2'nin kanda ¢ozinebilir formudur (66).
Biz de bu nedenle c¢alismamizda, beslenmesi bozulan beyin dokusunda
anjiogeneziste en o6nemli molekil olan immunohistokimyasal olarak VEGF’lUn
ekspresyonunu ve periferik kanda basit¢ce bakilabicek sVEGFR-1 ve sVEGFR-2 kan
duzeylerinin anjiogeneze etkisini incelenmistir.

Hai ve ark., yaptigi bir calismada VEGF salinimi 24. saatte anlamli derecede
yuksek bulunmustur, 7. gunde pik yapip, 21. gunde dusmus, 90. gunde bazal
seviyeye geldigi bildirilmistir (66). Bizde c¢alismamizda birinci haftadan itibaren en
yuksek duzeylerine ulasan VEGF ekspresyonu 10. gunde incelenmigtir.
Calismamizda serebral besleyici arterleri kapatilan gruplarda VEGF ekspresyonu,
serebral besleyici arterleri kapatilmayan gruba gore daha ylksek oranda
gorulmustdr. Yine grup 1'de VEGF ekpresyonu bazi deneklerde 1 (+) olmasi

anjiogenik faktorlerin normal dokularda da uretildigini gostermektedir. Grup 2 ve 3’te
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VEGF 2 (+) boyanmasi iskemik dokuda daha fazla miktarda dretildigini
gostermektedir. Calismamizda VEGF ekspresyonu 3(+) boyanma gostermemesi
beklide serebral besleyici arterleri kapatiima suresinin yeterli olmamasina ya da
serebral besleyici arterleri kapatilan deneklerin daha uzun yasam surelerinin deneyde
yapilmamasina bagl olabilecegi dustunulmuastir. Calismamizda VEGF ekspresyonu,
grup 2 ve 3'te daha yuksek oranda bulunmasi, serebral besleyici damarlarin
kapatiimasi ve iskeminin anjiogenik aktiviteyi arttirdigi yonde etkisi oldugunu
disundurmustlr. Bu sonugta daha oOnce vyapilan birgok calisma ile paralellik
gOstermektedir

Literatire gbre sVEGFR-1, VEGFR-1'in kompetetif inhibitort oldugu
bilinmektedir. Bu kompetetif reseptor anjiogenik ortamda kontrolsiz anjiogenezi
durdurmaya c¢alismaktadir. sVEGFR-1 anjiogenezisi engelleyici etkisi oldugu
saptanmis ve olusturulan iskemi modellerinde duzeyleri yudksek bulunarak
anjiogenezisi engelleyici etki olusturdugu gosterilmistir (66). Bizim calismamizda
gruplarin cerrahi islem 0©ncesi ve sonrasi sVEGFR-1 kandaki degerleri
karsilastirildiginda cerrahi igslem 6ncesi sVEGFR-1 degerleri ile cerrahi igslem sonrasi
sVEGFR-1 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. sVEGFR-
1 degerleri 6zellikle grup 3’te belirgin olarak azalma gorulmustur. Buna bagl olarakta
VEGF ekspresyonunu engelleyememis dokuda yuksek oranda bulunmasina neden
olmustur. Bu sonug literatir ile uyumlu olarak bulunmustur.

Literatirde sVEGFR-2'nin anjiogenezde ne yonde etki yaptigi (bazi ¢galismalar
SsVEGFR-1’e  benzer oldugu yonundedir) arastirma asamasinda oldugu
bildiriimektedir (52). Calismamizda sVEGFR-2 kan degerleri, gruplar arasi ve cerrahi
islem o©ncesi ve sonrasi yapilan istatistiksel degerlendirmede anlamh fark
bulunmamaistir. Ancak sVEGFR-2 kan degerlerinin ortalamasi alindiginda serebral
damarlar kapatilan gruplarda islem sonrasinda bir ylikselme gdstermistir. Bu solubl
reseptorun anjiogenik ortamda salinimin arttigr dasiindurmustar. Calismamizda daha
fazla denek sayisi, daha uzun iskemi ve iskemi sonrasi yasam sureleri uygulanan
gruplar calismaya eklenerek planlanacak deneylerde daha fazla veri elde

edilebilecegi ongorulmustar.
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SONUCLAR

Calismamizda serebral besleyici arterlerin kapatiimasiyla olusturulan
gruplarda VEGF ekspresyonunu, besleyici arterleri kapatilmayan gruba gore daha
yuksek oranda bulundugu gosterildi.

sVEGFR-1’in kan degerleri serebral besleyici arterlerin kapatiimasi sonrasinda

anlamli dustugu gosterildi.

sVEGFR-2'nin kan degerleri serebral besleyici arterlerin kapatiimasi

sonrasinda yukseldigi gosterildi.

Benzer calismalarin daha fazla denek sayisi, daha uzun serebral arter
kapatiima suresi ve daha uzun yasam sureleri uygulanan gruplar caligmaya
eklenerek planlanacak deneylerde daha anlamh sonuglar ve daha fazla veri elde

edilebilecegi ongorulmustar.

Serebral besleyici arterlerin kapatilmasi sonrasi distalinde salinan anjiogenik
faktorlerin anjiogenezi uyarmasi ve yeni damar olusumunun kanitlarinin bulunmasi
AVM’larda endovaskller veya cerrahi yontemlerle sadece besleyicilerin
kapatiimasinin  tedavide vyeterli olmadigini ve AVMlarin tekrarlamasinda
rekanalizasyonun degil revaskularizayonun sorumlu tutulmasi gerektigi ve

embolizasyon ile AVM’'un tedavi edilemiyecegi kanisina varilmigtir.
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