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OZET

Amag. Bu calismada ratlarda deneysel subaraknoid kanama (SAK) modelinde endojen
polipeptit hormon olan leptinin topikal (g6z damlasi) uygulanmasinin serebral vazospazm
Uzerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem. Calismamizda toplam 40 adet Spraque-Dawley cinsi disi rat kullanildi.
Ratlar randomizasyon ile 5 gruba ayrildi. 1.Grup hari¢ 2, 3, 4 ve 5. Grup ratlara genel
anestezi altinda oksipitoservikal bileskeye diz bir insizyon yapilip oksipital kaslari ekarte
edilip atlantooksipital membranlari ortaya kondu. 25 gauge igne ile atlantooksipital
membrandan sisterna magnaya ulasildi. Yaklasik 0.1 ml beyin omurilik sivisi (BOS) direne
edildikten sonra ratlarin femoral arterinden alinan nonheparinize otolog arterial kan (0.1ml)
yavasca sisterna magna igerisine enjekte edildi. Tedavi gruplarindan Grup 3’ teki ratlara 3
gin boyunca, Grup 5’ teki ratlara ise 7 glin boyunca 24 saatte bir ayni goze 1.2mg/ml leptin
solusyonundan 10 ul topikal (g6z damlasi) olarak verildi. 2 ve 4. Gruplara herhangi bir tedavi
uygulanmadi. Grup 2 ve 3’ teki ratlar 3. glin, Grup 4 ve 5° teki ratlar 7. glin genel anestezi
altinda intrakardiyak 3 ml kan alinip perfliizyon fiksasyon islemine tabi tutularak sakrifiye
edildi.

Bulgular. Tim gruplarin serum leptin ortalamalari karsilastirildiginda kontrol grubu serum
leptin dizeyi ile topikal leptin tedavi uygulanan Grup 3 ve Grup 5’in serum leptin diizeyleri
arasinda tedavi uygulanan gruplar lehine istatistiksel anlamh fark gortldi (p<0.05). Baziller
arter limen ve media tabakasinin stereolojik analiz sonuclarinda Grup 3’ Gin Grup 1 ve Grup
2 ile karsilastirilmasinda limen ve media tabakasi arasinda istatistiksel bir fark tespit
edilmedi (p>0.05). Grup 5’'in Grup 4 ile karsilastirilmasinda baziller arter limen alani
Olcimlerinde vazodilatasyon lehine anlamli istatistiksel fark tespit edilirken (p<0.05), media
tabakalari arasinda istatistiksel bir fark tespit edilmedi (p>0.05). Tium gruplarin tunica media
tabakalan karsilastinldiginda Grup 5 ile hem Grup 1 hemde Grup 2 arasinda istatistiksel
anlamli fark tespit edildi (p<0.05). Tunica medianin [imene oranlari karsilastirildiginda Grup
4 ile tim Gruplar arasinda anlamli fark tespit edildi (p<0.05).

Sonug. Leptinin géz damlasi seklinde topikal uygulamasi ile sistemik dolagima etkin diizeyde
gecmekte oldugu ve deneysel olarak olusturulan subaraknoid kanamaya bagh baziller arter
vazospazminda tekrarlayan dozlarda vazodilatasyona neden oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Subaraknoid kanama , Serebral vazospazm, Leptin, Baziller arter.



ABSTRACT

Purpose: In this study, it was aimed to investigate the impact of topical (eye drop)
administration of leptin, an endogenous polypeptide hormone, on cerebral vasospasm in an

experimental model of subarachnoid hemorrhage (SAH) in rats.

Materials and Methods: A total of 40 female Sprague-Dawley rats were used in the study.
The rats were randomized into 5 groups. Straight incisions were made in rats in the second,
third, fourth and fifth groups in the occipitocervical junction under general anesthesia and
occipital muscles were excluded and atlantooccipital membranes were exposed. Cisterna
magna was reached through the atlantooccipital membrane via a 25-gauge needle. After
draining approximately 0.1 ml of cerebrospinal fluid (CSF), nonheparinize autologous arterial
blood (0.1ml) drawn from the femoral artery was slowly injected into the cisterna magna.
Rats in the third treatment group were given 10 pl topical (eye drop) of 1.2mg/ml peptin
solution for 3 days in the same eye for every 24 hours whereas rats in the fifth treatment
group received the same dosage for 7 days. Second and fourth groups did not receive any
treatment. After taking intracardiac blood samples (3 ml) from the rats in the second and
third group on the third day and from those in the fourth and fifth groups on the seventh

day under general anesthesia, the rats were sacrificed by perfusion fixation.

Results: When compared, a statistically significant difference was observed in the mean
serum leptin levels in favor of the treated groups between control and third and fifth groups
treated with topical leptin serum (p <0.05). Stereological analysis results of the basilar artery
lumen and media layers revealed no statistically significant difference between the third,
second and first groups with respect to lumen and media layers (p> 0.05). When group 4 and
group 5 were compared, a statistically significant difference in favour of vasodilation was
observed in the basilar arterial lumen measurements (p <0.05) whereas no statistically
significant difference was detected between media layers (p> 0.05). Tunica media
comparisons of all groups revealed statistically significant difference between group 5 and
group 1 and group 2 (p <0.05). When tunica media / lumen ratios were compared, a

significant difference was detected between group 4 and all other groups (p <0.05).



Conclusion: The study revealed that topical application of leptin in the form of eye drop can
access the systemic circulation and can cause recurrent vasodilation in basilar artery

vasospasm due to experimentally induced subarachnoid hemorrhage.

Keywords: Subarachnoid hemorrhage, cerebral vasospasm, leptin, basilar artery.
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1.GIRIS VE AMAC

Serebral vazospazm subaraknoid kanamadan gilinler sonra ortaya g¢ikan uzamis,
agir seyredebilen ama geri donddrilebilir, serebral arterlerin patolojik daralmasidir ve
genellikle etkilenen arterin distalinde perflizyonda azalma ile birliktedir.

ilk kez Ecker ve Reimenscheneider tarafindan 1951 yilinda anjiyografik olarak
gosterilmistir. Serebral vazospazm anjiyografik (radyolojik) ve semptomatik (klinik)
olarak iki grup altinda incelenebilir. Anjiyografik vazospazm ana arter limeninde
bolgesel veya yaygin daralma olmasidir. Semptomatik vazospazm ise serebral arterlerin
daralmasi sonucu ortaya cikan iskemiye bagl gorilen klinik tablodur. Anjiyografik
vazospazm SAK sonrasi 3. glinde baslayip 5-14. ginlerde pik yapar ve 2-4 hafta icinde
giderek azalir. Serebral vazospazm, olgularin %50’sinden fazlasinda anjiyografik olarak
saptanabilirken ancak %30’unda semptomatik olarak gozlenir. Semptomatik
vazospazm geri donebilen hafif-orta siddette islev kaybiyla sonuclanabildigi gibi
iskemik enfarkta bagl agir nérolojik kayiplara ve mortaliteye sebep olabilmektedir.

Gunldmuzde vazospazm gelisiminin cok etkenli oldugu dislintilmektedir. SAK
sonrasinda endotelyal nitrik oksit sentaz aktivitesinde ve nitrik oksit (NO) dlizeyinde
azalma, NO’in nitrit ve nitrata donislimu, serbest oksijen radikal diizeylerinde artma ve
bunun sonucunda membran fosfolipidlerinin oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu,
endotel hasari ve vaskiler diiz kas hiicre proliferasyonunun indiiklenmesi vazospazmin
altinda yatan nedenler olarak kabul edilmektedir.

Leptin 167 amino asit iceren, 16 kDa molekdl agirhginda yag hiicresi ve birgok
dokudan salgilandigi saptanan, plazmada belirli bir kan diizeyi olusturan, kanda serbest
ve proteine bagli olarak tasinan endojen polipeptid bir hormondur (88, 89). Kana
gectikten sonra ozel reseptorleri araciligl ile kan beyin bariyerini asarak merkezi sinir
sistemine ulasir ve besin alimini azaltip, enerji harcamasini arttirarak etkisini gosterir
(87).

Leptinin bu en iyi bilinen 6zelligine ek olarak yapilan arastirmalarda iskemik
noronal hasar sonrasi eksojen leptin uygulanmasi ile noéronal kék hiicre gelisimini
etkileyerek néron ve glia hiicrelerinde artisa neden olmus, perilezyoner korkeksde kan
damarlarini artirmistir (76,77). Antioksidan enzimler olan katalaz, glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediktaz diizeylerini artirarak direkt olmasa da dolayli yoldan anti-
oksidan etkinligi oldugu ©One surilmustir (78). Eksojen leptinin serbest NO'i
indiikleyerek vazodilatasyona neden olabilildigi gibi farkli eneysel calismalardada
eksojen leptin uygulanmasi ile ayni anda NO sentetaz inhibitori olan N-monomethyl-
Larginine (L-NMMA) de verilerek leptinin NO’ den bagimsiz olarak da vazodilatasyona
neden oldugu gosterilmistir (79, 80, 81). Leptinin 1.2 mg/ml solisyonundan 10 pl



topikal g6z damlasi seklinde uygulandiktan 30 dk. sonra BOS’da, 60 dk. sonra serumda
teropatik diizeye ulastigi ratlar tizerinde deneysel olarak bildirilmistir ( 83).

Bitln bu bilgiler 1siginda biz de calismamizda beyin cerrahisi yogun bakim
kliniklerinde suuru kapal hastalarda yeni tedavi modellerinin olusturulmasina katkida
bulunacagini distindiigiimiz leptinin topikal (g6z damlasi) uygulanabilme UstiinlGgu ile
SAK sonrasinda ortaya ¢ikan ve multifaktoryel patogeneze sahip oldugu kabul edilen
serebral vazospazmi onleyici etkisini baziller arter stereolojik calismalariyla incelemeyi
amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Subaraknoid Kanama
2.1.1. Tanim

Damar icindeki kanin ¢esitli nedenlerle beyin veya spinal kordda, araknoid ile
pia arasinda bulunan subaraknoid mesafeye ge¢cmesine subaraknoid kanama adi verilir.
En sik travmaya sekonder olmakla birlikte altta yatan herhangi bir neden olmaksizin
spontan olarak da gelisebilir.

2.1.2. Epidemiyoloji

Subaraknoid kanama gegiren hastalarin yaklasik %10-15’i herhangi bir tibbi
mudahale géremeden kaybedildigi icin gercek insidansi tam olarak bilinmemektedir
(1). SAK'In gorilme sikligi cografyadan cografyaya degisiklik gostermekte olup 11-
16/100.000°dur (2). SAK en sik 60 yas ve Uzeri kisilerde gorilur. Bazi calismalarda
erkeklerde sonbahar, kadinlarda ise ilkbaharda daha sik goraldigi bildirilmistir (3, 4).
SAK’In gérilme sikligl kadinlarda daha fazla olmasina ragmen, hayatin ilk dekadinda
erkek/kadin orani 4/1, besinci dekadda erkek/kadin orani esit, 6.dekatta ise kadinlarda
10 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir (72).

2.1.3. Etiyoloji

Subaraknoid kanama nedenleri asagidaki sekilde siralanabilir(5).

. Anevrizma rupturi
. Hipertansiyon ve ateroskleroz’a bagl hemoraji

. Vaskiiler malformasyonlar (Arterioven6z malformasyon, kavernom)

A W NP

. intrakraniyal timérler (menengiom, glioblastoma multiforme)

5. inflamatuar ve enfeksiyoz hastaliklar (ensefalit, meningoensefalit, menenijit)

6. Kanama bozukluklari (hemofili, idiopatik trombositopenik purpura)

7. Sistemik hastaliklar (sistemik lupus eritamatozus, periarteritis nodosa)

8. Antikoagulan tedavi komplikasyonu (heparin, kumadin)

9. Kafa travmasi

10.Nedeni bilinmeyenler

SAK’in en sik sebebi kafa travmalaridir. Nontravmatik SAK’in en sik sebebi ise

vaskuler lezyonlardir. Vaskiiler lezyonlar icinde anevrizma ruptird ilk siradadir.



2.1.4 Risk Faktorleri

Subaraknoid kanama, tani ve tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen
glinimuzde halen onemli bir morbidite ve mortalite sebebidir. SAK geciren hastalarda
ailevi predispozisyon 6nemli bir risk faktori olup yapilan galismalarda SAK gegiren
hastalarin birinci ve ikinci derece yakinlarinda SAK gegirme insidansinin normal
populasyona gore daha yuksek oldugu bulunmustur (6, 7, 8). Polikistik bobrek hastaligi,
Ehler Danlos ve Norofibromatozis gibi hastaliklarda SAK’in 6nemli sebeplerinden olan
anevrizma gorulme sikhginin normal populasyona gore daha fazla oldugu literatiirde
bildirilmistir (9, 10). Alkol ve sigara kullanimi, hipertansiyon, antikoagulan ilag
kullanimi, uyusturucu madde kullanimi SAK igin risk faktorleri olarak kabul edilmekle
birlikte tam olarak kanitlanamamistir (11, 12, 13).

2.1.5 Belirti ve Bulgular

SAK'In en sik ve en belirgin belirtisi ani baslangich, siddetli ve yaygin bas
agrisidir. Bunun disinda biling bozuklugu, bulanti ve kusma, bas dénmesi, ¢ift gérme ve
halsizlik diger sik gorilen belirtilerdir(14). Noérolojik muayenede ise menenjizm
bulgulari, ense sertligi, gorme kayiplari, gérme alani defekti, ekstraokiiler kas
glcsuzligi, disfaji, hemiparezi ve hipertansiyon en sik gorilen bulgulardir (15).

2.1.6. Komplikasyonlar

SAK sonrasinda en sik goriilen komplikasyonlar , artmis kafa ici basinci, yeniden
kanama, intraserebral ve intraventrikuler kanama, vazospazm, hipertansiyon
hidrosefali ve nobettir. Ek olarak kardiyovaskiler, gastrointestinal komplikasyonlar ve
sivi elektrolit bozukluklari gérilebilir (16). SAK sonrasi yeniden kanama riski ilk 24 saat
icerisinde %4 olup ilerleyen glinlerde azalarak devam eder.Yeniden kanayan hastalarin
blyik cogunlugu kaybedilir. Yeniden kanama, ge¢miste SAK sonrasi mortalite ve
morbiditeyi belirleyen en 6nemli etkenlerden biriyken anevrizma tedavisinde erken
cerrahinin yayginlasmasiyla beraber gilnlimizde vyerini vazospazma birakmaya
baslamistir.

2.2. Serebral Vazospazm

2.2.1. Tanim

Serebral vazospazm, SAK’tan sonra biylk serebral arterlerde yavas gelisen
belirgin daralma ve beyinde iskemi ya da enfarkt gelismesi sonucu ge¢ baslayan
norolojik kayip veya her ikisinin beraber oldugu patolojik olaylar zinciridir (17).



2.2.2. Tarihge

19. yuzyilin ikinci yarisindan itibaren gesitli semptomlarin gelismesinde serebral
vazospazmin etkili oldugu disinilmusdir. Kan yikim Grinlerinin vazospazma yol agtigi
ilk kez 1944’te Zucker tarafindan gosterilmis ve takiben 1951 vyilinda Ecker ve
Reimenscheneider serebral vazospazmi ilk kez anjiografik olarak gostermistir (18).
1965 yilinda Allcock ve Drake, vazospazmin SAK sonrasinda gorilen morbidite ve
mortalitenin asil sebebi oldugunu gostermislerdir (19). 1970’li yillarda yapilan
calismalarla sistemik kan basinci ve santral vendz basincin yikseltilmesi suretiyle
hastalarda gelismis olan noérolojik kayiplarin  bazilarinin geri dondirilebilecegi
gosterilmistir (20). 1977’de Grup ve arkadaslari pozitron emisyon tomografisi (PET)ile
yaptiklari calismalarinda vazospazm gelisen bélgede serebral kan akiminin ve oksijen
metabolizma hizinin azaldigini géstermislerdir (21). 1980 yilinda Fischer ve arkadaslari
bilgisayarli beyin tomografisindeki kan miktariyla serebral vazospazmin yakindan iliskili
oldugunu gostermislerdir (22). 1981 yilinda Sasaki ve arkadaglari, SAK sonrasinda
oksihemoglobinin methemoglobine dénlisimi sirasinda agiga ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin membran fosfolipidlerinde peroksidasyona yol agmak suretiyle serebral
vazospazmin etyopatogenezinde dnemli bir role sahip oldugunu 6ne siirmuslerdir (23).

2.2.3. Epidemiyoloji

Subaraknoid kanama insidansinda cografi bolge, iklim, irk gibi faktorlerin etkili
oldugu bilinmekle beraber bu vakalarin bir kisminin daha hastanelere ulasamadan
Olmeleri nedeniyle SAK'In gercek sikliginin belirlenmesi zordur. Anevrizmal SAK
insidansi ABD’de vyillik 6-16/100.000 ve Finlandiya’da 15/100.000 iken bu oran
Japonya’da 25/100.000’dir (24). SAK sonrasinda yapilan anjiyografilerde hastalarin %
30-70’inde serebral vazospazm gorilmektedir ve bu hastalarin da % 20-30’unda
vazospazm beyin iskemisi ve enfarkta yol acacak derecede siddetlidir (25, 26).
Vazospazmin en sik gorildigi zaman dilimi SAK’tan sonraki 5 ile 14. glindlr ve
sonrasinda zamanla azalir (27). Serebral vazospazm gelisimiyle subaraknoid mesafedeki
kan miktari basta olmak Ulzere yas, sigara kullanimi ve hipergliseminin iligkili oldugu
literatlrde belirtilmistir (22, 28, 29, 30).

2.2.4. Fizyopatoloji

Multifaktoryel oldugu distnllen serebral vazospazmin fizyopatolojisi
glinimizde halen tam olarak aydinlatilamamistir. Patogenezinin altinda yatan
mekanizmalar arasinda endotel hasari, subaraknoid mesafedeki kanin c¢ozilmesi
esnasinda ortaya cikan spazmotik ajanlarin yol actigi diz kas kontraksiyonu, damar
duvarinin inflamatuvar ve imminolojik reaksiyonlari sayilabilir. Yapilan deneysel



calismalarda subaraknoid mesafedeki kanin vazospazma neden oldugu ve BT'deki kan
miktarinin vazospazmla iliskili oldugu bulunmustur (22, 49, 50).

SAK’In hizli volim yikselmesine neden olmasi ve beyin omurilik sivisinin (BOS)
yavas yer degistirmesi nedeni ile intrakranyal basing artar. Basingtaki bu erken
ylikselme sonucunda perflizyon basinci azalir ve anevrizma etrafindaki arterlerde kan
akimi yavaglar. Bu da pihti olusumuna yol agarak anevrizmadaki deligin kapanmasiyla
sonuclanir. Fakat “stop flow” uzar veya yayginlasirsa norolojik defisit, biling kaybi ve
bazen de Olimle sonuglanan iskemik stroka yol acgabilir. Gegici serebral iskemi,
enflamatuar reaksiyon baslatabilir. Ayrica perflizyon basinci normale dondigiinde
reperflizyon hasari gelisebilir (52).

SAK sonrasi olusan pihtinin igerdigi aktive plateletlerden salinan seratonin ve
tromboksan A2 gibi vazokonstriktér maddeler anevrizma etrafindaki damarlarda kisa
sureli vazospazma yol acar. Subaraknoid mesafede bulunan kan ilk 48 saatte
inflamatuar reaksiyona yol agarak ortama artmis oranda nétrofil ve makrofaj gocline
sebep olur. Boylece, erken donemde vazospazma neden olan bu olay ge¢ vazospazmin
gelismesini de tetikler (52).

SAK'tan 48 saat sonra kan pihtisinin fagositozu baslar ve hemoglobin
metabolize edilir. Hemoglobinin parcalanmasiyla agiga ¢ikan demir iyonu serbest
radikal olusumuna neden olur. Hiicre membrani bu serbest radikaller tarafindan
etkilenerek lipid peroksidasyon aktive edilir. Subaraknoid kanama gegirmis hastalar
Uzerinde yapilan calismalarda artmis lipid peroksit dizeyinin vazospazm derecesi ile
uyumlu oldugu gosterilmistir (53, 54). Yine arasidonik asit metabolizmasi Urinlerinden
prostaglandin F2a (PGF2a), prostaglandinD2 (PGD2), prostaglandin E2 (PGE2) ve
tromboksan A2'nin de gelisen vazospazmda arttig cesitli deneysel modellerde
gosterilmistir (55, 56).

Vaskiler endotel, serebral damarlardaki tonusu endotel kaynakl gevseme
faktori nitrik oksit (NO) ve endotel kaynakh kasilma faktérii endotelin (ET) vasitasiyla
kontrol eder. Oksihemoglobin hem nitrik oksite baglanarak, hem de endotelin
salinimini arttirarak damar diz kaslarinin kasilmasina ve vazospazma yol acar (51).
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Sekil 1: Serebral vazopsazm seyri

2.2.5. Klinik Ozellikleri

Semptomatik vazospazm, ge¢ iskemik norolojik kayip olarak da adlandirilir ve
kaybin lokalizasyonuna uygun olarak semptom ve bulgular verir. Arter daralmasinin
siddeti ve lokalizasyonu, hastanin yasi ve klinik durumu, intrakraniyal basing ylksekligi,
intraserebral hematom, hidrosefali, hiponatremi, hipovolemi ve hipotansiyon gibi
komplike faktorlerin eslik edip etmemesine ve genis kollateral dolagimin varligina bagl
olarak vazospazm klinigi degiskenlik gésterir. Nitekim anjiyografik serebral vazospazm
tespit edilen hastalarin yarisi asemptomatik olabilmektedir (25).

2.2.6. Tam

Ates yiukselmesi ve lokositoz genellikle ilk gelisen bulgulardir ve bu tabloya
norolojik durumda bozulmanin eklenmesi vazospazmin isareti olup kesin tani invaziv
bir yontem olan serebral anjiografi ile konur (31). Anjiyografik olarak vazospazm
etkilenen arterde kontrast madde akiminin azalmasiyla saptanir. Anjiyografide
vazospazm 3. glinden 6nce hemen hemen goérilmezken, 5 ile 14. giinde maksimum



arteriyel daralma gozlenir ve 2 ile 4. haftalara dogru asamali olarak duzelir (27, 32).
Vazospazmin tanisinda kullanilan diger tani yontemleri ise transkranyal doppler
ultrasonografi (TCD), single photon emission computarize tomografi (SPECT), pozitron
emisyon tomografi (PET), bilgisayarl tomografi (BT), BT anjiyografi, manyetik rezonans
gorintileme (MRI) , MR anjiyografi, elektroensefalografi (EEG) sayilabilir (33).

2.2.7. Tedavi

Serebral vazospazmin tedavisinde bir ¢ok ydntem olmasina ragmen halen
Uzerinde mutakabat saglanmis kesin bir tedavi yontemi yoktur.

2.2.7.1. Cerrahi Tedavi

Anevrizmal SAK olgularinda son yillarda giderek yayginlasan goriis erken cerrahi
tedavi ve anevrizmanin kliplenmesi yénindedir (27). Erken cerrahi tedavi ile kanayan
damarin kliplenmesi, yeniden kanama riskini azaltmasinin yani sira vazospazmin en
blylk etkeni olan kanin temizlenmesine ve 3H tedavisi, trombolitik ve anjiyoplastik
tedavi gibi agresif medikal tedavi yontemlerinin uygulanmasina olanak
saglamaktadir(34, 35).

2.2.7.2. Medikal Tedavi

Hipervolemi, hemodiliisyon ve hipertansiyon 3H tedavisi olarak en yaygin
tedavi yontemidir. Sivi yiklenmesi ve hemodillisyon ile kan viskozitesinin azaltiimasi ve
tansiyonun  yikseltilmesinin  serebral kan akimi, serebral perflizyon ve
mikrosirkiilasyonu artirarak hastalarda noérolojik diizelmeye vyol acgtigl c¢esitli
calismalarla gosterilmistir (36, 37, 38).

Vaskiler diiz kaslar, cizgili kas ve kalp kasinin aksine yavas, tonik ve uzun siireli
kasilirlar. Kasildiklarinda damar boslugunu daraltacak sekilde organize olmuslardir.
Vaskiler diz kaslarin kasiimasini engellemek amaciyla kullanilan pek¢ok deneysel ajan
klinik calismalarda benzer etkinligi gbsterememistir. Ancak nicardipin ve intraarteriyel
ylksek doz papaverin uygulamasinin erken semptomatik vazospazm tedavisinde etkili
oldugu bildirilmistir (39, 40).

Subaraknoid kanama sonrasinda olusan kan yikim drinleri membran
depolarizasyonuna yol agar ve bunun sonucunda voltaj kontrollu kalsiyum kanallarinin
acilmasiyla hicre ic¢i kalsiyum (Ca) dizeyi artar. Serebral damar kasilmasinda
intraselliler kalsiyum dizeyi esas olarak ekstraselliiler mesafedeki kalsiyum miktarina
baghdir (41). Yapilan calismalar Ca kanal blokéri olan nimodipinin vazospazm sikhgini



%10’un altina indirdigi yoniinde olup bu etkisini damarlari genisletmekten ziyade
iskemik ndronal hiicrelere kalsiyum girisini engellemek stiretiyle gésterdigi bildirilmistir
(42).

Subaraknoid kanama sonrasinda ortamdaki kan pihtisina karsi selliler ve
molekiler inflamatuar yanit gelisir. Antiinflamatuar birer ajan olan ibuprofen ve
metilprednizolon ile antioksidan birer ajan olan 21-aminosteroid ve desferroksaminin
vazospazmda etkili olduklari deneysel calismalarda gosterilmisse de klinik dizeyde
benzer etkileri gortilememistir (39, 40).

2.2.7.3. Endovaskiiler Tedavi

Son vyilarda gelisen teknik ve teknoloji endovaskiler girisimleri serebral
vazospazm tedavisinde bir alternatif olarak ortaya c¢ikarmistir. Bu yontemlerden
bilinen en o6nemli ikisi balon anjiyoplasti ve intrarteriyel papaverin uygulamasidir.
Balon anjiyoplastiyle olumlu sonuglar alinmasina karsin isleme bagli komplikasyonlarin
%2-5 gibi ylksek dizeyde olmasi bu ydntemin  yaygin olarak kullaniimasini
engellemistir (43, 44, 45). Yillardir nérosirurjiyenler tarafindan spazmi ¢ézmek lzere
topikal olarak kullanilan papaverinin intraarteriyel selektif enjeksiyonu vazospazm
tedavisinde kullanilmaktadir. intrarateryel papaverinin spastik damari agmakta basarili
oldugu, ancak bu etkisinin kisa sirede kayboldugu ve tekrerlayan enjeksiyonlar
yapilmasi gerektigi bildirilmistir. intraarteyel tedavi ile anjiografik spazmin agilmasiyla
klinikteki diizelme arasinda zayif bir korelasyon bulunduguda goésterilmistir. Papaverin
enjeksiyonlari sirasinda kafa ici basincin yikseldigi, bununda serebral perfilizyon
basincini dlsiriip iskeminin artmasina yol acabilecegi, bu nedenle papaverin
enjeksiyonlarinin intrakaniyal basing monitérizasyonu altinda yapilmasi gerektigi
bildirilmistir (46, 47, 48).

2.2.8 Vaskiiler Diiz Kas

Vaskdler tonusunu belirleyen diz kas hiicrelerinin  membran potansiyeli sabit
olmayip ritmik olarak stirekli degisir, yani damar diz kasi strekli bir kismi kasiima
durumundadir. Bu durum periferik kan basincini ve organlarin kan akimini diizenler
(57). Damar diz kas hiicresi membran potansiyelinin depolarizasyonu diiz kasta
kontraksiyona neden olurken, repolarizasyonu ya da hiperpolarizasyonu relaksasyona
neden olur. Depolarizasyonda en o&nemli katyon kalsiyum (Ca) iyonu iken,
hiperpolarizasyonda en énemli katyon potasyum (K) iyonudur (58).

Hiicre membrandaki Ca iyon kanallarinin eksitasyon sirasinda acgilmasi sonucu
hiicre disi Ca, iyon kanallarindan hiicre icine girerek sarkoplazmik retikulum ve
sitoplazma membraninin i¢ yiiziine bagl Ca havuzundan Ca saliverilmesine neden olur



ve bdylece artmis hiicre ici Ca, diiz kas kasilma sirecini baslatir (59). Yapilan deneysel
calismalarda serebral vazospazmin erken déneminde kalsiyumun etkili oldugu
gosterilmesine ragmen kronik donemde hiicre i¢i kalsiyum artisinin vazospazm ile
iliskisi gosterilememistir (60, 61).

Hlcre membran hiperpolarizasyonu damar diiz kasinda relaksasyona neden
olup baslica potasyum gradienti ile tayin edilir. Serebral vazospazmin, hiicre membrani
K iyon kanallarinin inaktivasyonu sonucu serebral damar diiz kas hicresi membran
potansiyelinde olusan kronik depolarizasyondan kaynaklandigi da 6ne sirilen bir diger
goristur ve K kanallarini aktive eden veya acan farmakolojik ajanlarin vazospazmin
tedavisinde etkin rol oynadigi literaturde bildirilmistir (62, 63).

Serebral arteryel damar tonusu vazokonstriktor ve vazodilator sistemlerin uyum
icinde ¢alismasi ile dengede tutulmaktadir. Endotel, diiz kas hticreleri Gizerinde hem NO
gibi vazodilatator, hem de endotelin (ET) gibi vazokonstriktér maddeler iretmektedir.
Gunlmuzde serebral vazospazma yol acan en 6nemli faktérlerin endotel kaynakh
oldugu disiinilmektedir. Hem klinik calismalarda hem de hayvan deneylerinde SAK
sonrasi NO dizeylerinin 10. dakikada distigu gosterilmistir. Endotel disfonksiyonuna
yol agan asil faktoriin ise oksihemoglobin veya biluribin oldugu sanilmaktadir (64).

Normal kosullarda endotel hiicrelerinden salinan NO vaskiiler diiz kas hiicresine
diflize olarak solubl guanilat siklazi aktive etmektedir. Guanilat siklaz siklik guanozin
monofosfat (cGMP) liretmek suretiyle hicre igi Ca kanallarini aktive etmekte, bunun
sonucunda da duiz kas hucreleri gevsemektedir. SAK sonrasinda ise hemoglobin NO’e
baglanarak etkinligini azaltmaktadir. Ayrica hemoglobinin direk olarak guanilat siklazi
inhibe edici etkisi de bulunmaktadir (64).

SAK sonrasi inflamatuar surecte proinflamatuar sitokinlerin yaninda ET-1 de
sentezlenmektedir. Subaraknoid mesafedeki kan pihtisi hemolize olduktan sonra
I6kositlerden ET-1 sentezini indiiklemekte, ET-1 ise hem vazokonstriksiyona yol agarak
hem de endotelyal ve diiz kas hicreleri Gzerindeki proliferatif etkisi ile vazospazm
gelismesine katkida bulunmaktadir (64).

2.3. LEPTIN

Leptin, latince leptos kelimesinden tiretilmis zayiflatici anlaminda, yag
hiicresinde ve diger bircok dokuda ob-gen tartafindan Uretilen ve plazmaya salinan bir
hormondur (85,86). Kana gectikten sonra 6zel reseptorleri araciligl ile kan beyin
bariyerini asarak merkezi sinir sistemine ulasir ve besin alimini azaltip, ener;ji
harcamasini arttirarak etkisini gosterir (87).
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2.3.1. Leptinin Ozellikleri

1994 yilinda J Fridman ve Y Zhang uzun slren yag hicresi kiltliri ¢alismalari
sonucu ob-geni izole ettiler. Leptinin ob-gen tarafindan yag hiicresinde Uretildigi ve
plazmada belirli bir kan seviyesi olusturdugu ilk defa ayni ekip tarafindan bildirildi (88).

Leptin 167 amino asit iceren, 16 kDa molekdl agirhginda yag hiicresi ve birgok
dokudan salgilandigl saptanan, plazmada belirli bir kan diizeyi olusturan kanda serbest
ve proteine bagh olarak tasinan bir polipeptidir (88,89). Leptin, ob-gen tarafindan
kodlanir ve bu gen, sicanlarda 6 no’lu kromozomda, insanlarda ise 7. kromozomun
uzun kolundadir (7931 bolgesinde). Yapisi IL—6 ve IL-11, IL 12 ile benzerlik gosterir.
Biyolojik aktiviteden N-terminal bolgesi sorumludur (90). Leptin organizmada
bobrekler tarafindan idrar yolu ile atilir. Saglikl eriskinlerde plazma leptinin fizyolojik
sinirlari 5-20 ng/ml arasindadir (91).

Sekil 2 : Leptinin 167 aminoasitten olusan polipeptit yapisi (cellbiol.net).

2.3.2. Leptin Reseptorleri

Leptin etkisini leptin reseptorleri yoluyla gerceklestirir. Leptin reseptori, 1996
yilinda, leptine rezistans oldugu gosterilen db/db farelerde db-gen urinu olarak
kesfedilmistir. Leptin reseptorleri, farelerde 4. kromozomda bulunan db geni
tarafindan kodlanir (92). Leptin, sitokin ailesine olan asiri benzerligi nedeniyle Klas—1
sitokin reseptor ailesinden sayilmaktadir. Leptin IL-6 ve IL-11 ile yiiksek oranda
benzerlik gosterirken, leptin reseptorleri de IL—6 ile homoloji gostermektedir.Toplam 6
reseptor saptanmistir. Bunlar; OB Ra-b-c-d-e-f ‘dir. OB Re reseptori haric¢ diger 5 tanesi
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transmembran6z alana sahip olup sadece OB Rb (uzun leptin reseptori) intraselller
motifler icerir. OB Re ise ¢ozlnir reseptor seklinde dolasimda bulunur. Bir leptin
tastyici protein olup kanda biyolojik olarak aktif leptinin potansiyel rezervuari olarak
gorev gormektedir (93).

OB-Rb (uzun form) reseptorler sinyal iletme kapasitesine sahiptirler ve en ¢ok
hipotalamusta; az miktarda akciger, bobrekler, karaciger, iskelet kasi, kalp, pankreas,
ince barsaklar, overler, testisler, hematopoetik hiicreler, yag doku ve daha birgok hiicre
ve dokuda bulunur (94).

OB-Ra (kisa form) reseptérlerin ise intrasellller sinyal icin gerekli olan
segmentlerin timinid tasimazlar ve bu nedenle sinyal iletiminde rolleri ¢ok az veya
yoktur. Bunlar, baslica bobrek, akciger, beyin kapillerleri ve pleksus koroideusta
bulunurlar. Beyin kapillerleri ve pleksus koroideus’da OB-Ra reseptérlerinin bol olarak
bulunmasi, kisa form reseptorlerin leptinin merkezi sinir sistemine transportunda
onemli gorevleri oldugunu diisiindirmektedir (95).

Leptin reseptoriine baglandiktan sonra diger sitokinler gibi JAK-STAT
(JanusKinase/Signal Transducer and Activator of Transcription) sinyal transdiserini
aktive eder ve daha sonra STAT ve MAP kinaz aktivasyonu yaparak etkisini gosterir
(Sekil 3). Leptin ayrica insilin ile beraber arkuat nukleusta fosfatidilinozitol 3
kinazi(PI3K) stimiile ederek etkisini gosterir (96).
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Sekil 3: Leptin reseptorlerinin aktivasyonu (altair.chonnam.ac.kr).
2.3.3. Leptin Sentezi ve Sekresyonunun Regiilasyonu

Leptin baslica adipositlerden salinmakla beraber, son yillarda iskelet kasindan,
mide fundus mukozasindan, gebelikte plasentedan ve koroid pleksus gibi degisik
dokulardan salindigi ortaya konmustur. Yag hiicresinde ob-gen tarafindan mRNA'ya
kodlanarak Gretilir (86,96). Leptin mRNA’sina beyinde serebral korteks, serebellum,
hipotalamus ve pineal bezde raslanmistir (97). Leptin dizeyinin ana belirleyicisi viicut
yag kitlesi ve vicut kitle indeksi olsa da bir ¢cok faktor leptinin reglilasyonunda rol
almaktadir (98). Kadinlarda erkeklerden daha yilksek bulunur. Kadinlarda yag
dokusunun fazla olmasi ve erkeklerde testosteronun leptin sekresyonunu inhibe
etmesi bu seks farkhliginin nedenleri olarak diisiniilmektedir. Yari 6mri 25 dakikadir
ve obezlerde yari 6mri degismez (101, 102). Leptin sekresyonu sirkadiyen degisiklik
gosterir. Sabah en dusliktir, 6gleden sonra artmaya baslar ve gece saat 01:00-04:00
arasl pik yapar. Gece ise LH pulsasyonlariyla senkronize bir salinimi vardir. Leptin
sekresyonu ayrica pulsatil bir karakter gosterir (104).
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Tablo 1: Leptin sentezini etkileyen faktorler(adutdergi.org)

STiMULE EDENLER iNHIBE EDENLER
Besin alinmi Tiroid hormonlari
insdilin Biiylime hormonu
Glukokortikoid Somatostatin
Prolaktin Yag asitleri
Ostrojenik hormonlar Katekolaminler
Ates Androjenik hormonlar
TNF o (akut) TNF o (kronik)
Endotoksemi Aclik
Metil p tirozin Egzersiz
Uzun sireli soguga maruz
kalma

2.3.4. Leptinin Etki Mekanizmasi
2.3.4.1. Leptin ve Obesite

Leptin eksikliginin obezite ile sonuglandigl gliniimizde artik oldukga iyi bilinen
ve kabul edilmis bir gercektir. Leptin antiobezite etkisini baslica enerji alimini azaltip,
harcanmasini artirarak gostermektedir (93). Leptin viicut yag kitlesi ile orantili olarak
dolasimda bulunur ve santral sinirsistemine de plazma seviyeleri ile orantili olarak
gecer. Leptinin ana etki mekanizmasi birgok hipofizer hormonun reglilasyonunda goérev
alan ve asil etkisi istahi artirmak olan néropeptid-Y’'nin arkuat niikleus’dan salinimi ve
ekspresyonunu inhibe etmektir (105). Bununla birlikte yapilan galismalar leptinin diger
birtakim mediyatorler ile de etkilesim icinde oldugunu ve kompleks bir iletisim agi
oldugunu gostermistir (106).

2.3.4.2. Leptin Hematopoez ve Immiin Sistem
Hematopoetik dokularda ve embriyonik gelisim doénemlerindeki “stem”

hiicrelerinde leptin reseptorlerinin  gosterilmesi leptinin  hematopoezde rolii
olabilecegini diusindirmistir (111). Kemik iligindeki adipositlerde leptin sekresyonu
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gosterilmis ve leptinin hematopoezisde 6nemli rol oynadigl saptanmistir. Kiltire
edilmis periferik kan monosit hicrelerinde apoptozise karsi monositlerin yasam
surelerini arttirdigl ortaya konmustur. Kok hicrelerin diferansiyasyonunda ve
osteoblast olusumunda 6nemli rol oynadig gosterilmistir. Leptin, l6kosit sentezini
uyarir ve eritropoetin hormonunun eritrositlere olan etkisini arttirir (112). Tipki
bakteriler gibi leptin de makrofajlarin salinimini uyarir (113). Leptin, gesitli hiicre
tiplerinde proliferatif ve anti-apoptotik etkiler gésterir (114, 115). Leptinin CD4+ helper
T hiicrelerinde stimilasyon etkisi ile proliferasyonu artirdigi gosterilmistir. Leptin, Th2
yanitini inhibe ederken Th1 yanitini destekler (116, Sekil 4).

Leptin, enfeksiyon ve otoimmuniteye duyarlligin dengelenmesinde 6nemli role
sahiptir (116). Leptin yetmezlikli hastalarda immiin sistemde degisiklikler oldugu
saptanmis olup, ayrica bu hastalarda antioksidan koruma sisteminin bozuk oldugu da
gosterilmistir. Ekzojen leptin verilmesinin, leptin yetmezligi veya disik leptin dizeyi ile
iliskili immunolojik bozukluklari diizelttigi bildirilmistir (114) .

Innate immunity
Activation oi nocmophlll
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Sekil 4: Leptinin hematopoez ve immiin sistem etileri(Nature Reviews Immunology).
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2.3.4.3. Leptin ve Anjiogenez

Obezitenin gelisme ve dlizelme (zayiflama) fazlarinda, leptindeki artma ve
azalmalara paralel olarak yag dokusunun vaskiilaritesinde de fizyolojik olarak artmalar
ve azalmalar oldugu saptanmistir. Bu da leptinin anjiyogenezde bir lokal regilator
olarak davrandigini duslndirmastir (117). Leptin reseptorleri damar endotel
hiicrelerinde mevcuttur ve anjiogenezisi arttirir. Leptin, normal rat korneasinda yeni
damar olusumuna neden olurken leptin reseptori yetersiz olan Zucker fa/fa rat
korneasi igin etkisiz olmustur (118). Hem in vitro hem in vivo calismalar, leptinin
anjiyogenezi ilerletici aktivitesi oldugunu gostermistir (119).

2.3.4.4. Leptin Noronal ve Vaskuler EtKileri

Guncel calismalarda leptinin noroprotektif, nérogenezis etkileri bildirilmistir.
iskemik néronal hasar sonrasi eksojen leptin uygulamasi néronal kék hiicre gelisimini
etkileyerek néron ve glia hiicrelerinde artisa neden olmus, perilezyoner korteksde kan
damarlarini artirmistir (77, 76). Vaskiler endotelin leptin icin hedef bir organ oldugu
soylenerek bu fonksiyonlarini belirlemek icin cesitli bilimsel calismalar yapilmistir (118).
Leptinin intraven6z uygulanmasinin serum nitrit/nitrat konsantrasyonunu artirdig ve
eksojen leptinin serbest NO’i indikleyerek vazodilatasyona neden olabilecegi
gosterilmistir (79). Deneysel calismalarda eksojen leptinin uygulanmasi ile ayni anda
NO sentetaz inhibitéri olan N-monomethyl-Larginine (L-NMMA) de verilerek leptinin
NO’den bagimsiz olarakda vazodilatasyona neden oldugu gosterilmistir ( 80, 81).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Ondokuzmayis Universitesi etik kurulundan 06.02.2012 tarih ve
02-2012/01 karar nolu etik kurul izni alinarak Ondokuzmayis Universitesi deney
hayvanlari arastirma laboratuvarinda yapilmistir. Calismada 280-300 gr agirliginda 40
adet Spraque-Dawley cinsi disi sican kullanilmistir. Tim denekler 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik siklusunda, standart laboratuvar kosullarinda tutulup ve standart yem ile
beslenmistir.

Deney planinda 5 grup belirlendi:

e Grup1: Kontrol grubu 8 adet
e Grup2: SAK (+) Leptin(-) 3.gilin sakrifiye 8 adet
e Grup3: SAK (+) Leptin(+) 3.glin sakrifiye 8 adet
e Grup4: SAK (+) Leptin (-) 7.gln sakrifiye 8 adet
e Grup5: SAK (+) Leptin (+) 7.glin sakrifiye 8 adet

3.1. Anestezi

Bir gece 6nceden a¢ birakilan ratlarda genel anestezi Ketamin (50 mg/kg )
(Ketalar, Eczacibasl) , Ksilazin (10 mg/kg) (Rompun-%2, Bayer) karisiminin
intraperitoneal enjeksiyonu ile saglanmistir. Anestezi ratlar agriya yanitsiz olucak ve
deney sirasinda spontan solunumlarina devam edicek sekilde ayarlanmis, gerektiginde
ek doz verilmistir. Deney sirasinda ratlarin vicut isisi rektal 1si probu ile kontrol
edilerek, 37°C ‘de sabit tutulmustur. islem sirasinda 1.5 It/dk. dan nazal maske ile O,
verilmistir.

3.2. Subaraknoid Kanama Olusturulmasi

Genel anestezi saglandiktan sonra, ratlarin inion ile atlas arasi tras edilip, bas
45 derece fleksiyonda olucak sekilde stereotaktik frame vyerlestirildi. Polivinilpirolidon
iyod ile cerrahi alan temizligi yapildi. Orta hat oksipitoservikal 2 cm lik diz insizyonla
cilt cilt alti gecildi, oksipital adale ve posterior servikal adaleler disseke edilerek
atlantooksipital membran ortaya kondu (Sekil 5, 6 ). Ratlara supine pozisyon verilerek
sol inguinal bélgeleri polivinilpirolidon iyod ile temizlendi. Cilt insizyonunun ardindan
sol femoral arter ortaya kondu (Sekil 7 ). Femoral arter kateterize edilip 0.1 ml
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nonheparinize otolog arteryal kan alinip tekrar prone pozisyona gecildi.
Atlantooksipital membrandan 25 gauge igne ile sisterna magnaya girildi. 0.1 ml beyin
omurilik sivisi ( BOS ) bosaltilmasini takiben ayni miktardaki arteryal kan 30 saniye
sirede yavasca enjekte edildi. Adele dokusu ve cilt sitiire edilerek cerrahi saha
kapatildi. Ratlar intrasisternal kan pihti formasyonu olusmasi i¢in 15 dakika 45 derece
trendelenburg pozisyonunda yatirildi. Ratlar tamamen uyandiktan sonra kafeslerine
alindi. islem &ncesi biitiin deneklere 50 mg/kg sefalosporin i.p. profilaktik olarak
uygulandi. Cerrahi yara vyerlerine denekler sakrifiye edilene kadar ginlik olarak
polivinilpirolidon iyod ile pansuman yapildi.

Sekil 6: Atlanto-oksipital membran gérinimi (Orijinal).
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Sekil 7: Rat femoral arteri (Orijinal).

Sekil 8: Sisterna magnadan BOS bosaltilarak otolog kan enjeksiyonu (Orijinal).
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Sekil 9: Cerrahi islem tamamlanarak sitire edilmis rat (Orijinal).

3.3. Leptinin Topikal Uygulanmasi

Subaraknoid kanamanin olusturuldugu giin 0. giin olarak kabul edildi. ilk doz
SAK olusturulmasindan hemen sonra uygulanmak (izere, 24 saatte bir sol goze fosfat
tamponlu tuz c¢ozeltisinde (phosphate buffered saline, PBS), (Sigma-P4417)
soliisyonunda hazirlanmis 1.2mg/ml lik soliisyondan 10 puL topikal (g6z damlasi) leptin
Grup 3’ teki deneklere 3 kez, Grup 5’ teki deneklere 7 kez olarak uygulandi.

Sekil 10: Topikal leptin uygulanmasi (Orijinal).
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3.4. Perfiizyon Fiksasyon Islemi

Ketamin ve Xylazine genel anestezisi altinda gogis boslugu acildi. Kan leptin
diizeyi olglimleri icin halen atmakta olan kalpten 3 cc intrakardiyak kan alinip santrif(j
edilip serumlari ayrilarak -20 derecede saklandi. Kan alinmasini takiben ratlarin inen
aortalari klemple kapatildi. Sol ventrikiile intraket yerlestirildi. Once 200 mlt heparinli
serum fizyolojik sollisyonu verildi. Beyin perflizyonunu takiben kalbe geri dénen sivi
sag atrium acilarak bosaltildi. 200 ml %10 ‘luk formaldehit soliisyonu verilerek
vaskdiler yapilarin fiksasyonu saglandi. Genis kraniektomi yapilarak beyin ve beyin sapi
batin olarak ¢ikarildi. Stereolojik inceleme igin, dnceden etiketlenerek hazirlanmig
icerisinde % 10’luk formaldehit bulunan kaplara konuldu.

3.5. Tedavi Gruplari
Grup 1: Herhangi bir islem ve ilag uygulamasi yapilmayan grup.
Grup 2 : SAK islemi uygulanip ilag verilmeden 3. glinde sakrifiye edilen grup.

Grup 3: SAK islemi uygulanip 3 giin boyunca 24 saat araliklarla toplam 3 kez leptin
tedavisi verilip 3. glin sonunda sakrifiye edilen grup.

Grup 4 : SAK islemi uygulanip ilag verilmeden 7. glin sakrifiye edilen grup.

Grup 5: SAK islemi uygulanip 7 giin boyunca 24 saat araliklarla toplam 7 kez leptin
tedavisi verilip 7. Glin sonunda sakrifiye edilen grup.

3.6. Serum Leptin Diizeyi Ol¢iimleri

Test protokoliine uygun olarak rat leptin standart sollsyonlari hazirlandi. Rat
serumlari ependorf tliplerde 20 kat sulandirilarak analize hazir hale getirildi. Tim
deneklerden alinan serum orneklerine RAT Leptin ELISA
(BioVender,Cat.No:RD2910001200R) kit prosudiri asagidaki sirayla uygulandi.

1) Standartlar, kalite kontrol 6rnegi, dilisyon tamponu (blank) ve dilie edilmis
orneklerden 100’er pl pleyt kuyucuklarina konuldu.

2) Pleyt oda isisinda (25°C) orbital ¢alkalayicida (300 rpm) calkalanarak 1 saat inkiibe
edildi.

3) Kuyucuklar tc¢ kez yikama soltisyonu (0.35 ml/kuyucuk) ile yikanarak son yikama
sonrasi kurutuldu.
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4) 100 pl isaretli biotin antikor solisyonundan her kuyucuga eklendi.

5) Pleyt oda isisinda (25 °C) orbital calkalayicida (300 rpm) calkalanarak 1 saat inkiibe
edildi.

6) Kuyucuklar t¢ kez yikama soltisyonu (0.35 ml/kuyucuk) ile yikanarak son yikama
sonrasl kurutuldu.

7) Her kuyucuga 100 pl Streptavidin-HRP konjugati eklendi.

8) Pleyt oda isisinda (25 °C) orbital ¢alkalayicida (300 rpm) galkalanarak 30 dk inkiibe
edildi.

9) Kuyucuklar G¢ kez yikama soltsyonu (0.35 ml/kuyucuk) ile yikanarak son yikama
sonras! kurutuldu.

10) Her kuyucuga 100 pl substrat sollisyonu eklenip aliiminyum folyo ile sarildi.

11) Pleyt 10 dk oda i1sisinda inkiibe edildi. inkiibasyon esnasinda calkalanmadi.

12) Kuyucuklara 100 pl stop sollisyonu eklendi.

13) Kuyucuklardaki orneklerin absorbansi pleyt okuyucu ile 450 nm dalga boyunda
(referans dalga boyu 630 nm) belirlendi.

Sekil 11: ELISA testi uygulanmis pleyt gérinimd (Orijinal).
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3.7. Histolojik Takip

Tum gruplardan elde edilen beyin sapi dokulari baziller artere zarar vermeden
%10 ‘luk formol solisyonu icerisinde saklandi. Histoloji-Embriyoloji boélimiine
ulastirilan dokularin burada 151k mikroskobik takibi yapildi. Takibi yapilan dokulardan
baziller arter yataginda kalacak sekilde 6érnekler hazirlanarak parafine gomdaldi. Parafin
bloklar hazir hale geldikten sonra her bloktan mikrotom yardimiyla stereolojinin temel
prensiplerinden sistematik rastgele drnekleme prensibine uygun olarak, pilot ¢alisma
sonucu dogrultusunda 15 mikron kalinhginda kesitler alindi. Alinan kesitler rutin
histolojik takip islemlerinden sonra Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Boyanan kesitler
Uzerinde Calvalier yontemi kullanilarak damar limeni ve tunika medya tabakasinin
alanlari hesaplandi.

3.7.1 Isik Mikroskobik Takip Protokolii

- %10’luk formaldehit ( 10 giin)
- Akarsu (20 saat)
- %70'lik alkol (1 saat)
- %80'lik alkol (1 gece)
- %96'lik alkol (1 saat)
- %96'lik alkol (1 saat)
- %100’k alkol (1 saat)
- %100'luk alkol (1 saat)
- Ksilen (10 dk)
- Ksilen (10 dk)
- Ksilen (10 dk)
- Paraplast (1 saat)
- Paraplast (1 saat)
- Paraplast (1 saat)
- Gomme
3.7.2 Kesit Alma ve Hematoksilen-Eozin Boyama

Bloklanan dokulardan mikrotom kullanilarak 15 mikron kalinhiginda kesitler
alindi. Kesitler jelatinli sicak su dolu benmari icerisine konularak acilmalari saglandi ve
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lamlara alinan kesitler iyice kuruduktan sonraHematoksilen-Eozin boyama islemine
gecildi.

- Ksilen (10dk)
- Ksilen (10dk)
- Ksilen (10dk)
- %100’lik alkol (6dk)
- %96’luk alkol (6dk)
- %80’lik alkol (6dk)
- %70'lik alkol (6dk)
- Akar su
- Hematoksilen boyasi (1dk)
- Asit-alkol karisimi (daldir-gikar)
- Eozin sollisyonu (10 sn)
- Akar su (5 dk)
- %80’lik alkol (daldir-gikar)
- %96'lik alkol (daldir-cikar)
- %96'lik alkol (daldir-cikar)
- %100’luk alkol (10 dk)
- %100’luk alkol (10 dk)
- Ksilen (50 dk)
- Ksilen (50 dk)
- Entellan ile kapama
3.7.3 Stereolojik Calisma

Yapilan 6n calismayla alinacak kesit kalinligi 15 um olarak belirlendi. Bu amacla
kontrol grubuna ait rastgele secilen iki hayvan kullanildi. Kesitlerin stereoloji ¢calisma
istasyonunda (Stereoinvestigator 9.0.MicroBrieldField; Colchester; USA) Cavalier
metodu kullanilarak alan olglimleri yapildi. Bu él¢limler icin kesit profilinin hesaplandigi
alana gére hazirlanmis noktal alan élciim cetveli kullanildi. Ol¢iim cetvelindeki noktalar
arasi uzaklik yapilan 6n calismaya gore 20 um x 20 um olarak belirlendi. Kesitler
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Uzerinde hesaplar yapilirken seri kesit gortntilerindeki ilgili alanlar (izerine noktah
Olcim cetveli rastgele olarak yerlestirildi ve ilgilenilen yapiyla kesisen tim noktalar
sayildi. Baziller arter limeni ve tunika medya tabakasina ait alanlar 6l¢im yapilmasi
icin simirlandirildi. iki farkli alan icin iki farkli markir kullanildi ve alan hesaplamasi
yapildi (Sekil 12).

nnonann 0y
CTLERERER Y

OERnN 00000

vy

-
-}
[}
-]
o
o
-]
o
o
-
o

N0 OCR0 000000 0SS
OO O S0 00300008 E
d ooa o aononnyl

(AN OERn noononn

Sekil 12: Cavalier prensibinin uygulanmasini gdsteren sekil (Orijinal).
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Noktali  alan  6lgim  cetvelinin nokta  yogunlugu uygun HK
(Hatakatsayisi=coefficientof error)‘a gore belirlenmis seri 1stk mikroskobik gorinti
sayisi goz online alinarak belirlendi (120,121 ). Pilot ¢alismada hesaplanan HK ‘ya
uygun sekilde tespit edilen nokta yogunluguna gore tiim gruplarda sayim yapildi. Elde
edilen sayim sonuglari asagidaki formulde ilgili alanlara yerlestirilerek adi gegen

parametrelerin alanlari hesaplandi ( 122).
Alan = a/p (um x pm) x (P) pm?>
a/p: iki nokta arasindaki alan
>P: ilgilenilen yapiyla kesisen toplam nokta sayisi

3.8 Istatistiksel Calisma

Verilerin istatistiksel degerlendiriimesinde SPSS 20.0 (windows) programi
kullanildi. Analiz 6ncesi normallik testi yapildi. Normallik testi sonucu verilerin normal
dagilis gosterdigi tespit edildi. Veriler tek yonli varyans analizi (ANOVA) testi ile analiz
edildi. Cok yonli karsilastirmada ise Tukey testi kullanildi. Tim gruplarin
karsilastirilmasinda 0.05 anlamlilik derecesi (p) baz alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik bulgular

Calismaya toplam 40 adet Spraque-Dawley cinsi disi rat dahil edildi. Deneklere
ait beyin dokusunun makroskobik incelenmesinde uygun subaraknoid kanama
modelinin olustugu goézlendi.

Sekil 13: SAK sonrasi beyin ve beyin sapinin makroskobik gorinim (Orijinal).
4.2. Serum leptin 6l¢iim bulgular:

Deneklerden alinan serum 6rneklerine Rat Leptin ELISA (BioVender, Cat.No:
RD2910001200R) kit prosudiirii uygulanarak leptin diizeyleri 6l¢tlda.

Elde edilen sonuclara gore kontrol grubunun ortalama leptin dizeyi 2192,8
pg/ml olarak tespit edilirken 3 giin sire ile ginde 1 kez 10 pl topikal leptin tedavisi
uygulanan Grup 3’ln ortalama leptin diizeyi 3682,1 pg/ml olarak tespit edildi (Tablo 2).
Bu iki grubun arasindaki farkhlik istatistiksel acidan anlamli olarak bulundu (p<0.05,
Tablo 3, Sekil 14).

Kontrol grubu ortalama leptin diizeyi 2192,8 pg/ml olarak tespit edilirken 7 giin
stire ile glinde 1 kez 10 pl topikal leptin tedavisi uygulanan Grup 5’in ortalama leptin
dizeyi 4753,6 pg/ml olarak tespit edildi (Tablo 2). Bu iki grup arasindaki farklihk
istatistiksel agidan anlamli olarak bulundu (p<0.05, Tablo 3, Sekil14).

Grup 3 ve Grup 5’in ortalama leptin degerleri sirasiyla 3682,1 pg/ml ve 4753,6
pg/ml olarak tespit edildi (Tablo 2). Bu iki grup arasindaki farklilik istatistiksel agidan
anlamli olarak bulundu (p<0.05, Tablo 3, Sekil14).
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Tablo 2: Gruplarin serum leptin dizeyleri (pg/ml).

GRUPLAR| N ORTALAMA STS‘“:PDMAfT STﬁ'lgiRT MiNiMUM MAKSIMUM
1 8 2192.90 260.28 92.02 1840.33 2456.99
2 8 2115.53 223.70 79.09 1785.51 2444 .74
3 8 3682.12 387.49 137.00 3100.60 4200.99
4 8 1994.71 324.00 114.55 1468.70 2569.15
5 8 4753.67 592 .54 208.50 3840.90 5422.90
Toplam 40 2947.79 1163.98 184.04 1468.70 5422.90

Tablo 3: Gruplarin serum leptin diizeylerinin istatistiksel analizleri.

Tukey HSD

GRUPLAR

P S L I S I+ ) I - S I & ) I I P R & ) IR R o TR

.994
.000
.834
.000
.894
.000
068
.000
.000
.000
.000
.000
834
868
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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SERUM LEPTIN DUZEYLERI
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Sekil 14: Gruplarin serum leptin diizeylerini gosteren grafik.

4.3. Stereolojik bulgular

Deneklerden elde edilen 15 pm kalinligindaki baziller arter kesitleri H&E ile
boyanip stereoloji c¢alisma istasyonunda (Stereoinvestigator 9.0 MicroBrieldField;
Colchester; USA) Cavalier metodu kullanilarak limen ve tunica madia alan 6l¢limleri
yapildi.

Kontrol grubu ile SAK olusturulup 3 giin takip edilen Grup 2’nin ortalama damar
l[imen alanlari sirasiyla 1.192.640 pm? ile 935.600 um? olarak hesaplandi (Tablo 4). Bu
iki grubun arasindaki farklilik istatistiksel acidan anlaml olarak bulundu (p<0.05, Tablo
5, Sekil 15).

Kontrol grubu ile SAK olusturulup 3 giin sire ile glinde bir kez 10ul topikal leptin
tedavisi uygulanan Grup 3’Un ortalama damar limen alanlari sirasiyla 1.192.640 pm?
ile 1.060.866 um? olarak hesaplandi (Tablo 4). Bu iki grubun arasindaki farklilik
istatistiksel agidan anlamh degildi (p>0.05, Tablo 5, Sekil 15).
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Kontrol grubu ile SAK olusturulup 7 glin takip edilen Grup 4’lin ortalama damar
l[imen alanlari sirasiyla 1.190.640 pm? ile 622.666 um? olarak hesaplandi (Tablo 4). Bu
iki grubun arasindaki farkhlik istatistiksel agidan anlamli olarak bulundu (p<0.05, Tablo
5, Sekil 15).

Kontrol grubu ile SAK olusturulup 7 gin siire ile glinde bir kez 10 ul topikal
leptin tedavisi uygulanan Grup 5’in ortalama damar liimen alanlari sirasiyla 1.190.640
um? ile 974.333 um? olarak hesaplandi (Tablo 4). Bu iki grubun arasindaki farklilik
istatistiksel agidan anlaml olarak bulundu (p<0.05, Tablo 5, Sekil 15).

SAK olusturulup 3 giin takip edilen Grup 2 ile SAK olusturulup 3 giin sire ile
glinde bir kez 10 ul topikal leptin tedavisi uygulanan Grup 3’ln ortalama damar l[imen
alanlari sirasiyla 935.600 um? ile 1.060.866 um? olarak hesaplandi (Tablo 4). Bu iki
grup arasindaki farklilik istatistiksel agcidan anlamh degildi (p>0.05, Tablo 5, Sekil 15).

SAK olusturulup 3 giin takip edilen Grup 2 ile SAK olusturulup 7 giin takip
edilen Grup 4’Gn ortalama damar limen alanlari sirasiyla 935.600 um? ile 622.666 pm?
olarak hesaplandi (Tablo 4). Bu iki grup arasindaki farkhlik istatistiksel agcidan anlamli
olarak bulundu (p<0.05, Tablo 5, Sekil 15).

SAK olusturulup 7 giin takip edilen Grup 4 ile SAK olusturulup 7 gin sire ile
glinde bir kez 10 ul topikal leptin tedavisi uygulanan Grup 5’in ortalama damar limen
alanlari sirasiyla 622.666 pm? ile 974.333 um? olarak hesaplandi (Tablo 4). Bu iki grup
arasindaki farkhlik istatistiksel agidan anlaml olarak bulundu (p<0.05, Tablo 5, Sekil
15).
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Tablo 4: Gruplarin baziller arter limen alanlari.

GRUPLAR| N ORTALAMA STANDART SAPMA STﬁzgiRT MINIMUM MAKSIMUM
1 6 1192640.00 162068.35 66164.13 970000 1408000
2 8 935600.00 159247.95 56302.65 724000 1189600
3 8 1060866.75 115310.55 40768.43 921200 1286800
4 8 622666.75 106287.52 37578.31 403200 769600
5 8 974333.50 145644.49 51493.10 810400 1267600

Toplam 38 944830.95 229195.11 37180.36 403200 1408000

Tablo 5 : Gruplarin baziller arter limen alanlarinin istatistiksel analizi.

Tukey HSD
GRUPLAR P

1 0.013
0.409
0.000
0.045
0.013
0.383
0.001
0.980
0.409
0.383
0.000
0.721
0.000
0.001
0.000
0.000
0.045
0.980
0.721
0.000

Bl P = Lt R =t B =t B =t B
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BAZILLER ARTER LUMEN ALANI
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Sekil 15: Gruplarin baziller arter [imen alanlarini gésteren grafik.

Kontrol grubu ile SAK olusturulup 3 giin takip edilen Grup 2’nin ortalama tunica
media alanlari sirasiyla 278.070 um? ile 277.150 pum? olarak hesaplandi (Tablo 6). Bu iki
grup arasindaki farklilik istatistiksel acidan anlamli degildi (p>0.05, Tablo 7, Sekil 16).

Kontrol grubu ile SAK olusturulup 3 giin siire ile glinde bir kez 10 ul topikal leptin
tedavisi uygulanan Grup 3’iin ortalama tunica media alanlari sirasiyla 278.070 um? ile
226.950 um? olarak hesaplandi (Tablo 6). Bu iki grup arasindaki farkhhk istatistiksel
acidan anlamli degildi (p>0.05, Tablo 7, Sekil 16).

Kontrol grubu ile SAK olusturulup 7 glin takip edilen Grup 4’in ortalama tunica
media alanlari sirasiyla 278.070 um? ile 217.600 um? olarak hesaplandi (Tablo 6). Bu iki
grup arasindaki farklihk istatistiksel agidan anlamli degildi (p>0.05, Tablo 7, Sekil 16).
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Kontrol grubu ile SAK olusturulup 7 giin siire ile giinde bir kez 10 ul topikal
leptin tedavisi uygulanan Grup 5’in ortalama tunica media alanlar sirasiyla 278.070
um? ile 196.800 um? olarak hesaplandi (Tablo 6). Bu iki grup arasindaki farklilik
istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.05, Tablo 7, Sekil 16).

SAK olusturulup 3 giin takip edilen Grup 2 ile SAK olusturulup 3 gin sire ile
ginde 1 kez 10 pl topikal leptin tedavisi uygulanan Grup 3’lin ortalama tunica media
alanlari sirasiyla 277.150 um? ile 226.950 um? olarak hesaplandi (Tablo 6). Bu iki grup
arasindaki farklihk istatistiksel agidan anlamli degildi (p>0.05, Tablo 7, Sekil 16).

SAK olusturulup 3 glin takip edilen Grup 2 ile SAK olusturulup 7 giin takip
edilen Grup 4’Un ortalama tunica media alanlari sirasiyla 277.150 um? ile 217.600 um?
olarak hesaplandi (Tablo 6). Bu iki grup arasindaki farkhlik istatistiksel agidan anlamli
degildi (p>0.05, Tablo 7, Sekil 16).

SAK olusturulup 3 giin takip edilen Grup 2 ile SAK olusturulup 7 giin sire ile
ginde 1 kez 10 pl topikal leptin tedavisi uygulanan Grup 5’in ortalama tunica media
alanlari sirasiyla 277.150 um? ile 196.800 um? olarak hesaplandi (Tablo 6). Bu iki grup
arasindaki farkhlik istatistiksel agcidan anlamli bulundu (p<0.05, Tablo 7, Sekil 16).

SAK olusturulup 3 giin siure ile giinde 1 kez 10 pl topikal leptin tedavisi
uygulanan Grup 3 ile SAK olusturulup 7 giin stire ile giinde 1 kez 10 pl topikal leptin
tedavisi uygulanan Grup 5’in ortalama tunica media alanlari sirasiyla 226.950 um? ile
196.800 um? olarak hesaplandi (Tablo 6). Bu iki grup arasindaki farklilik istatistiksel
acidan anlamli degildi (p>0.05, Tablo 7, Sekil 16).

SAK olusturulup 7 giin takip edilen Grup 4 ile SAK olusturulup 7 giin sire ile
glnde 1 kez 10 pul topikal leptin tedavisi uygulanan Grup 5’in ortalama tunica media
alanlari sirasiyla 217.600 um? ile 196.800 um? olarak hesaplandi (Tablo 6). Bu iki grup
arasindaki farklilik istatistiksel acidan anlaml degildi (p>0.05, Tablo 7, Sekil 16).
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Tablo 6: Gruplarin baziller arter tunica media alanlari.

GRUPLAR| N ORTALAMA STANDART SAPMA ST‘:&?QRT MINIMUM MAKSIMUM
1 6 278070.00 46222.28 18870.17 228750 358000
2 8 277150.00 52939.40 18716.90 220400 360400
3 8 226950.00 39604.87 14002.44 180800 298800
4 8 217600.00 40638.90 14368.02 176000 293600
5 8 196800.00 25243.05 8924.76 156400 240000
Toplam 38 237274.21 51218.27 8308.70 156400 360400

Tablo 7: Gruplarin baziller arter tunica media alanlarinin istatistiksel analizi.

Tukey HSD

GRUPLAR

]

bW =W = BN = b= BN

1.000
0.180
0.078
0.008
1.000
0.138
0.053
0.004
0.180
0.138
0.991
0.603
0.078
0.053
0.991
0.854
0.008
0.004
0.603
0.854
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Sekil 16: Gruplarin baziller arter tunica media alanlarini gosteren grafik.

Tunica media alaninin limen alanina oranlari degerlendirildiginde, en yuksek
oran 0,46 ile Grup 4 te, en dustk oran 0,18 ile Grup 5’ te oldugu gorilmustir.
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Tablo 8: Gruplarin tunica medialarinin l[imenlere orani.

GRUPLAR N ORTALAMA STANDART SAPMA ST?ggiRT MINIMUM MAKSIMUM
1 6 0.25 0.06 0.03 0.20 0.36
2 8 0.31 0.07 0.03 0.21 0.42
3 8 0.23 0.04 0.02 0.17 0.32
4 8 0.46 0.16 0.06 0.32 0.73
5 8 0.18 0.03 0.01 0.13 0.22
Toplam 38 0.29 0.13 0.02 0.13 0.73

Tablo 9: Gruplarin tunica medialarinin Ilimene oranlarinin istatistiksel analizi.

Tukey HSD

GRUPLAR

B M =2 WM = AN = R W= R WM

766
.889
001
523
766
400
0N

.081
.888
400
.000
.B48
001
On

.000
.000
623
081
.848
.000
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Sekil 17: Gruplarin tunica medialarinin limene oranlarini gosteren grafik.

37



Sekil 18: Gruplarin baziller arterlerin histolojik gortintileri. *: Baziller arter limenini

gostermektedir (Orijinal).



5. TARTISMA

Serebral vazospazm, SAK sonrasi gelisen patogenezi net olarak
aciklanamamakla birlikte multifaktéryel oldugu kabul edilen, glinimiz beyin
cerarrahisi pratiginde en 6nemli morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir. Bu
durum uygulanan tedavilerin birden ¢ok faktoriin hepsine karsi etkili olamamasina vya
da istenmeyen zararli etkilere baglanmaktadir (43).

Subaraknoid kanama geciren hastalarda asil sorun, intrakranial arterlerdeki
kalici vazospazm sonucu 3. ve 14. ginler arasindaki subakut donemde gelisen
semptomatik beyin iskemisidir. Bir ¢ok deneysel ve klinik ¢calismaya ragmen etkin bir
tedavisi ve onleme yontemi bulunamamistir (73). SAK sonrasi ilk iki hafta icinde
serebral vazospazm varhg mortaliteyi 1,5 kattan 3 kata kadar arttirmaktadir (74).

Subaraknoid kanama sonrasi gelisen vazospazm deneysel norosirurjinin en
onemli konularindan birisidir. Fakat tam anlamiyla insan benzeri bir model yoktur ve
arastirmalarda primat, kopek, tavsan, fare ve sican gibi hayvan modelleri
kullanilmaktadir (104). Bu ¢alismada topikal leptinin serebral vazospazm Uzerine
etkisini arastirmak amaciyla rat deneysel SAK modeli kullaniimistir.

Vazospazmin patogenezi ve tedavisi konusundaki en ideal ¢alisma yontemi
insan serebral arterlerinin kullanilarak yapilmasidir. insan damarlarinin in vivo
deneylerde kullanilamamasi ve postmortem vazospastik insan arterlerinin
incelenmesinden sinirh bilgi alinmasi nedeni ile hayvanlar (zerinde bazi deney
modelleri gelistirilmistir. Hayvanlarda yapilan in vitro galismalarda incelenecek arter
dekapitasyon isleminden sonra derhal ¢ikarilmali ve formolde tespit edilmelidir. Arter
tespitin ardindan otolog kanda ortadan kaldirilacak sekilde ¢esitli testlere tabi
tutulmahdir. Ancak bu c¢alismalarin en 6nemli kisitlamasi arterleri dogal cevrelerinden
ayirmayi gerektirdiginden elde edilecek bilgi de sinirli olacaktir (75).

Deney hayvanlarinda subaraknoid kanama olusturabilmek icin pek ¢cok yontem
kullanilmistir. Bunlardan baslicalari baziller arterin delinerek SAK olusturulmasi, arterin
cerrahi olarak ortaya cikarilarak baska bir bolgeden alinmis kanin arter etrafina
yerlestirilmesi ve giinimuzde bilinen, en ¢ok uygulanilan sisterna magnaya baska bir
bolgeden alinan kanin enjekte edilmesiyle kanin arter etrafinda toplanmasini saglayan
yontemlerdir (75).

Subaraknoid boslukta bulunan intrakranial arterlerde periferik sistem
arterlerinden farkli olarak adventisya tabakalari iyi gelismemistir ve vazovazorumlari da
bulunmamaktadir. Adventisyadan BOS yoluyla beslenen bu arterlerin kanamayla
birlikte porlarina eritrosit infiltrasyonu goriilmektedir. Bu nedenle insanlardaki SAK ve
vazospazma yakin bir durum saglanabilmektedir. Ayrica hayvanlarda kollateral akim iyi
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gelistigi icin vazospazma baglh norololik defisit nadir olarak ortaya ¢ikar. Baziller arteri
kullanmanin bir diger avantaji da hayvanlarda posterior sirkllasyonun iyi gelismis
olmasidir. Biz de galismamizda en gok tercih edilen ve glinimizde en ¢ok kullanilan
yontem olan sisterna magnaya otolog kan enjeksiyonu ile subaraknoid kanama
modelini uyguladik (75).

Deneysel vazospazmin degerlendirmesinde anjiyografi, TCD ve histolojik
Olglimler yaygin kullanilan yontemler olup bolgesel serebral kan akiminin élglilmesi ve
transkraniyal magnetik stimulasyon gibi yontemler de bildirilmistir (105, 109, 110,111,
112). Biz ¢alismamizda glvenilir ve tarafsiz yontemlerden biri olan ve kantitatif
sonuglar elde etmemize imkan saglayan bir yontem olmasi nedeniyle stereolojik
Olglimlerle degerlendirme yapmayi tercih ettik.

Multifaktoryel oldugu disinilen serebral vazospazmin fizyopatolojisi
ginimizde halen tam olarak aydinlatilamamistir. Patogenezinin altinda yatan
mekanizmalar arasinda endotel hasari, subaraknoid mesafedeki kanin ¢oziilmesi
esnasinda ortaya ¢ikan spazmotik ajanlarin yol actigl diz kas kontraksiyonu, damar
duvarinin inflamatuvar ve imminolojik reaksiyonlari sayilabilir. Yapilan deneysel
calismalarda subaraknoid mesafedeki kanin vazospazma neden oldugu ve BT'deki kan
miktarinin vazospazmla iligkili oldugu bulunmustur (22, 49, 50).

Serebral vazospazm tedavisinde amag¢ etkilenen damarlari dogrudan veya
dolayli olarak dilate etmek ve bunun sonucunda serebral kan akimini artirmaktir.
Standart tedavi yontemi olan hipervolemi, hemodilusyon ve hipertansiyon serebral
vazospazm igin profilaktik olsa da vazospazmi dnlememekte ve bir¢cok hastada bu
girisimlere karsi direng gozlenmektedir. Bu ylzden, 3H tedavisi halen sorgulanmakta
olup yeni c¢alismalarda da vyiksek komplikasyon oranlari nedeni ile artik
Onerilmemektedir. 3H tedavisinden sonra glindeme kalsiyum kanal blokerleri gelmis
fakat bu ilaglarin yaygin kullanimi etkilenen arterlerde vazodilatasyona yol agmamalari
ve hipotansif etkileri nedeniyle sinirlanmistir. Vazodilatorler gecikmis serebral
vazospazmin tedavisinde dnemli bir yere sahip olmakla birlikte, serebral vazospazmda
yararlh oldugu duslintlen hipertansiyon etkisini ortadan kaldirmasi, serebral
arteriyollerde dilatasyon sonucu serebral kan akimini artirarak ¢alma fenomenine yol
acmasi gibi etkiler de gosterebilir (113).

Transluminal serebral anjiyoplasti ve vazodilatorlerin intraarteriyel enjeksiyonu
rezistan vasospazm olgularinda denenmis, fakat hem isleme bagh komplikasyonlarin
ylksek olmasi, hem de uzun dénemli izlemlerinde norolojik sekel tzerine klasik Gglu
tedaviden farklh etki gostermedikleri saptanmistir (43).
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Galismamizda kullanilan leptin, 167 amino asit igeren, 16 kDa molekiil
agirliginda yag hiicresi ve bircok dokudan salgilandigi saptanan, plazmada belirli bir kan
diizeyi olusturan kanda serbest ve proteine bagh olarak tasinan bir polipeptitdir (88,
89). Kana gectikten sonra 6zel reseptorleri aracihgl ile kan beyin bariyerini asarak
merkezi sinir sistemine ulasir ve besin alimini azaltip, enerji harcamasini arttirarak
etkisini gosterir (87). Literatiirde leptinin en ¢ok bilinen bu 6zelligi disinda serebral
vazospazm patogenezinde roli oldugu bildirilen mekanizmalara karsi Onleyici etki
olusturubilecegini distindigiimiiz o6zelliklerinden  bahsedilmis fakat SAK sonrasi
gelisen vazospazmin etkilerini azaltmaya yonelik bir ¢calisma ise tespit edilememistir.

Avraham ve ark. yaptiklari ¢alismada iskemik néronal hasar sonrasi ratlarda
eksojen leptin uygulamasinin norogenez ve anjiogenezde artisa neden oldugu
bildirmislerdir (77). Yine Avraham ve ekibinin 2012 yilina ait ¢alismasinda ise, leptinin
iskemik noéronal hasar sonrasi ge¢ donemde uygulanmasinin bile nérogenez ve
anjiogenezde etkili oldugu gosterilmistir . Bu durum leptinin potent AMP kinaz
inhibitoéri olmasi nedeniyle iskemik néronal dokuda eksojen uygulandiginda
noroprotektif, norogenetik ve anjiogenez etkisi oldugunu géstermektedir (76).

Nakagawa ve ark. ile Matsuda ve ark. eksojen leptin uygulanmasi ile ayni anda
NO sentetaz inhibitdri olan N-monomethyl-Larginine (L-NMMA) de verilerek leptinin
NO’ dan bagimsiz olarak vazodilatasyona neden oldugunu géstermislerdir (80, 81).

Watson ve ark. leptinin anti-oksidan enzimler olan katalaz, glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz diizeylerini artirarak direkt olmasa da dolayli
yoldan anti-oksidan etkinligi oldugu soylemislerdir (78).

Liapakis ve ark. ratlarda yanik dokusunda eksojen leptin uygulamasinin erken
doku angiogenezini artirarak iyilesmeye olumlu katkida bulundugunu belirtmislerdir
(82).

Paul Raymond bir calismasinda 1.2 mg/ml rat leptin solisyonundan 10 pl
topikal (g6z damlasi) uygulanmasi sonrasi 30. dkda BOS’ta, 60. dkda serumda pik
yaptigini gostermistir (83).

Biz de c¢alismamizda beyin cerrahisi yogun bakim kliniklerinde suuru kapali
hastalarda vyeni tedavi modellerinin olusturulmasina katkida bulunacagini
disindigimiz leptinin topikal (g6z damlasi) uygulanabilme GstlinlGglu ile SAK
sonrasinda ortaya cikan ve multifaktoryel patogeneze sahip oldugu kabul edilen
serebral vazospazmi o6nleyici etkisini inceledik.
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Galismamizdan elde edilen veriler degerlendirildiginde tim gruplarin serum
leptin dlzeyleri karsilastirildiginda Grup 1 ile topikal leptin tedavi uygulanan Grup 3 ve
Grup 5’in serum leptin dlizeyleri arasinda tedavi uygulanan gruplar lehine istatistiksel
anlamli fark gorildi (p<0.05). Bu sonug topikal uygulanan leptinin sistemik dolasi
gectigini gostermistir.

SAK yapilarak 7 giin topikal leptin tedavisi uygulanan Grup 5’in Grup 1 ve Grup 4
ile karsilastirilmasinda baziller arter Iimen alani élglimlerinde vazodilatasyon lehine
anlamli istatistiksel fark tespit edilirken (p<0.05), media tabakalari arasinda istatistiksel
bir fark tespit edilmedi (p>0.05). Tunica medianin limene oranlamasinda en biylk
oran 0.46 ile Grup 4’te, en diisiik oran 0.18 ile Grup 5’te tespit edildi.

Tunica media alaninin [imen alanlarina oranlari degerlendirildiginde, en yliksek
oran 0,46 ile Grup 4’ te, en dislik oran 0,18 ile Grup 5’ te elde edilmis olmasi yapilan
¢alismada morfolojik degisikliklerin ortaya yaklasik 7 glinde ¢iktigini diisiindtirmektedir.
Oranin Grup 4’te en yiksek, Grup 5te en disuk cikmasi olasi limen daralma ve
genislemesinin sadece ayni oranda tunica mediadaki kalinlasma ve incelmenin yaninda
baska hticre ici yollarla da kontrol edildigini gostermektedir.

Watson ve ark. (1999) leptinin anti-oksidan enzimler olan katalaz, glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz diizeylerini artirarak direkt olmasa da dolayli
yoldan anti-oksidan etkinligi oldugu sdylemislerdir. Elde ettigimiz sonuglarin da leptinin
bu hicre i¢i vyollarda meydana getirdigi degisikliklerden kaynaklandigini
disinmekteyiz. Bu yaklasim Giuseppe ve ark. (2000) da belirtilen sonugclarla
ortliismektedir.

Avraham ve ark. (2012) leptinin iskemi sonrasi onemli derecede noroprotektif
,norogenetik ve anjiyogenetik etkileri oldugunu bildirmislerdir. Calismamizdan elde
ettigimiz sonuglar leptinin muhtemel anjiyogenetik etkisinden kaynaklanmis olabilir.
Cunkl leptinin mevcut anjiyogenetik etkisini, oncelikle limen c¢apinda artis ve
devaminda Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) araciligiyla gerceklestirdigini
dislinmekteyiz.

Leptin etki mekanizmasi distinidldiginde vazodilatasyon yapici etkisi yaninda,
anti-oksidan, angiogenetik ve noroprotektif etkilerinin de olmasi tedavide basariy
arttirmaktadir. Leptinin 6zellikle suuru kapali subaraknoid kanamali hastalarda topikal
uygulanabilme avantajiyla serebral vazospazmin énlenmesinde kullanimi dislintlmeli
ve bu konuda daha fazla calisma yapilmasi planlanmahdir.
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6. SONUC

Bu calismada mevcut literatiirde onerilen teropatik dozlar uygulanmistir. Gz
damlasi seklinde topikal leptin uygulamasi sonrasi serum leptin diizeyi olgimleri ile
sistemik dolasima etkin diizeyde ge¢mekte oldugu gosterilmistir. Topikal uygulama
UstlnlGgu ile sistemik dolagimda etkin diizeye ulasan leptinin deneysel subaraknoid
kanamaya bagh gelisen baziller arter vazospazminda tekrarlayan dozlarda
vazodilatasyona neden oldugu gosterilmistir.
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