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OZET

Isikay, A. I., Fare Ligaman Perforasyon SAK modelinde Squalene Adenozin
Nanoparcalarin Beyin Kan Akimi ve Norolojik Skorlara Etkisi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Ileri Norolojik Bilimler Doktora Tezi,
Ankara, 2019. Bu tez ¢alismasinda amag, fare filaman perforasyon SAK modelinde,
ilk 24 saat i¢inde serebral kan akimi (SKA) degisikliklerini incelemek, squaelen ile
konjiige edilmis adenozinin SAK sonrasi SKA, farelerin fonksiyonel Olgiitleri ve
serebral histolojik bulgularina etkisini incelemektir. Tez ¢aligmasinda her bir grupta
(kontrol SAK, sham, squalene, diisiik doz adenozin, yiiksek doz adenozin, diisiik doz
squalene adenozin ve yliksek doz squalene adenozin) 6’sar olmak {izere toplam 42
Swiss albino fare kullanildi. Sham grubu disindaki gruplarda SAK olusturuldu. Lazer
beneklenme kontrast goriintiileme (LSCI) yontemi kullanilarak farelerin bazal, SAK
sonras1 erken donem ve 24. saat SKA degerleri incelendi. 24 saat sonunda agik alan
testi ile lokomotor aktiviteleri degerlendirildi. Fonksiyonel degerlendirmeleri yapilan
deneklerin beyinleri cresyl violet, TUNEL ve Masson’s trichrome boyamasina tabi
tutuldu. SAK sonras1 erken donemde, kanama gruplarinda SKA’nin global ve ciddi
derecede azaldig1 goriildii. Yiiksek doz squalene adenozin tedavisi uygulanan grupta
SKA degerlerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu gézlendi.
Benzer sekilde yiiksek doz squalene adenozin tedavisi uygulanan grubun agik alan
testi ile elde edilen lokomotor aktivite skoru daha yiiksek bulundu. Histolojik
incelemelerde, yiiksek doz tedavi grubunda daha az yogun olmak iizere tiim kanama
gruplarinda noronal dejenerasyon, apoptoz ve intravaskiiler fibrin tikaglar1 goriildii.
Sonugta, LSCI ile SAK’a bagli SKA degisimlerinin degerlendirilebildigi, yiiksek doz
squalene adenozin uygulanmasinin SAK sonrasi SKA seviyesini diizelttigi bu

degisimin fonksiyonel degerlendirmeye yansidig1 goriildii.

Anahtar Kelimeler: Erken beyin hasari, LSCI, serebral vazospazm, subaraknoid

kanama, squalene adenozin.
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ABSTRACT

Isikay, A. I., The effect of Squalene Adenosine Nanoassemblies on Cerebral
Blood Flow and Neurologic Scores in Mouse Filament Perforation SAH Model.
Hacettepe University Graduate School Health Sciences, Advanced Neurological
Sciences Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2019. The aim of this study is to
investigate the cerebral blood flow (CBF) changes in the first 24 hours following
SAH, the effect of intravenous squalene-adenosine on CBF, functional outcome of
mice and cerabral histologic findings in mice filament perforation SAH model. A
total of 42 Swiss albino mice were used (6 in each of the following groups: control
SAK, sham, squalene, low-dose adenosine, high-dose adenosine, low-dose squalene
adenosine and high-dose squalene adenosine). SAH was induced in all groups other
than Sham group. Laser speckle contrast imaging (LSCI) was used to measure bazal,
immediate post SAH and 24th hour CBF leves. After 24 hours, locomotor activities
were evaluated by open field test. The brains of the subjects who underwent
functional evaluations were subjected to cresyl violet, TUNEL and Masson’s
trichrome staining. In the early period after SAH, CBF was found to be decreased
globally and severely in the bleeding groups. In the high dose squalene adenosine
treatment group, CBF values were significantly higher than the control group.
Similarly, the locomotor activity score obtained by open field test was higher in the
group which received high dose squalene adenosine. Histological examinations
revealed neuronal degeneration, apoptosis and intravascular fibrin plugs in all
bleeding groups, which were less intense in the high-dose treatment group. In
conclusion, it was observed that LSCI can accurately evaluate CBF changes after
SAH. Intravenous application of high-dose squalene adenosine improves CBF after

SAH, which in turn was reflected in functional evaluation.

Key Words: Early brain injury, LSCI, cerebral vasospasm, subarachnoid bleeding,

squalene adenosine.
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1. GIRIS VE AMAC

Intrakranial anevrizmalara bagli olarak gelisen spontan subaraknoid
kanamalar, tim inmelerin yalnizca %5’lik bir kismindan sorumlu olsalar da gorece
daha gen¢ yas grubunda goriilmeleri ve 6liim oranlarinin yiliksek olmasi nedeniyle
neredeyse iskemik inmeyle esdeger sosyoekonomik yiike sebep olmaktadir (1).
Anevrizmal subaraknoid kanama (aSAK) geciren hastalarin yaklasik %15°1 daha
hastaneye ulasamadan kaybedilmektedir (2). Geri kalan hastalar, kanamaya neden
olan anevrizma basarili bir sekilde tedavi edilip tekrar kanamanin 6niine gegilse bile,
ilk kanamanin beyinde yol agtig1 hasarlar ve devam eden patofizyolojik siirecler
nedeniyle ciddi mortalite ve morbidite riski devam etmektedir. Anevrizmal
subaraknoid kanama geciren hastalarin {igte biri, olayr takip eden ilk bir ayda
kaybedilmekte, taburcu olabilenlerin de Onemli bir kismi eski islerine
donememektedir (3).

[k tanimlanmasinin ardindan 40 yil1 agkin siire gegmesine ragmen, aSAK’mn
ikincil hasarlarini tedavi etmede ya da dnlemede ciddi bir ilerleme saglanamamustir.
Merkezi sinir sistemine etki edecek terapdtik maddelerin hizla metabolize edilmesi
ve kandan temizlenmesi, bunun yani sira terapdtik maddelerin kan beyin
bariyerinden kolayca gecememeleri, merkezi sinir sistemi i¢in ilag gelistirilmesinin
oniindeki 6nemli engellerdendir. Subaraknoid kanama ge¢iren hastalarda meydana
gelen gecikmis serebral iskeminin altinda yatan patolfizyolojik siire¢lerin tam olarak
anlagilamamis olmast ya da sonucglar ile nedenler arasinda isabetli iliski
kurulamamasi, bu ciddi hastaliga uygun tedaviler gelistirilememis olmasina katki
saglamaktadir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma squalene ile konjlige edilmis adenozin
molekiillerinin deneysel fare inme ve spinal kord travma modellerinde, ndronal
koruma sagladigin1 ve farelerin ndrolojik fonksiyon skorlarini iyilestirdigini

gostermistir (4).



Bu tez c¢aligmasinda filaman perforasyon yontemi ile olusturulan fare
subaraknoid kanama modelinde squalene adenozin nano pargalarinin lazer
beneklenme kontrast goriintiilleme (LSCl-laser speckle contrast imaging) yontemi
kullanilarak olgiilen serebral kan akimi (SKA) seviyelerine etkisi, erken beyin
hasarinin histolojik bulgularina katkis1 ve bunlarin farelerin fonksiyonel skorlar1 ile

iliskisini incelemek amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Vazospazm ve Kanama Sonrasi Serebral iskemi

Arteriyel kanin subaraknoid mesafeye dolmasi sonucunda, intrakranial
basingta ani ve ¢ok siddetli bir yiikselme meydana gelir ve serebral perfiizyon basinci
diiser. Intrakranial basingtaki bu yiikseklik uzun siire devam edecek olursa, global
serebral iskemi nedeniyle hastada biling kaybina, hatta Oliime yol acgabilir.
Anevrizmal subaraknoid kanama geciren hastalarin yaklasik beste biri, daha
hasteneye ulasamadan dlmektedir (5). Hastaneye ulasabilen ve anevrizmasi basarili
bir sekilde kapatilan hastalar i¢cin de mortalite tehlikesi ge¢mis degildir, zira aSAK
olugmasini takip eden ilk bir ay icerisinde mortalite riski %30 civarindandir. Bu
hastalarda mortalite nedeninin yaygin serebral enfarktlar oldugu uzun yillar 6nce
ortaya konulmus (6) ve bu enfarktlarin nedeninin, aSAK geciren hastalarin %40
%60’1nda goriilen ve kanama sonras1t 7 ila 10. giinde ortaya ¢ikan biiylik arter
spazmlari oldugu distintilmiistiir (7).

Son yillarda, subaraknoid kanama sonras1 gelisen mortalite ve morbiditeden
sorumlu etkenin biiylik damarlarda gelisen anjiografik vazospazm oldugundan siiphe
duyulmasina neden olacak birka¢ bulgu ortaya konulmustur. Ornegin anjiografik
vazospazm gelisen genis arterlerin sulama alanlari ile beyin parenkiminde olusan
yama tarzindaki enfarkt alanlarinin yerleri ortiismemektedir (8, 9). Ayrica,
anjiografik olarak vazospazmi azalttigi gosterilmis olan endotelin reseptor
antagonisti clazosentan’in, randomize kontrollii bir calismada plasebo ile
kiyaslandiginda subaraknoid kanama sonrasi mortalite ve morbidite oranlarini
degistirmedigi gosterilmistir(10). Yakin zamanlh klinik ve deneysel ¢alismalarda,
intrakranial basincin normale doniip serebral perfiizyon basincinin tekrar
saglanmasina ragmen daha kanamanin ilk giinlinden itibaren serebral kan akiminda
diisiikliik olabildigi gosterilmistir (11, 12). Bu bulgular, subaraknoid kanama sonrasi

iskeminin patofizyolojisinde biiyiikk damar vazospazmindan daha baska



mekanizmalar olabilecegini diigiindiirmiis ve erken beyin hasar1 kavraminin 6ne

siiriilmesine yol agmistir.
2.2. Erken Beyin Hasar1 Kavrami

Ik kez 2004 yilinda, subaraknoid kanama (SAK) geciren hastalarda daha
vazospazm gelismeden Once, ilk 72 saatte olusan akut patofizyolojik olaylar
aciklamaya yonelik ‘erken beyin hasar1’ (early brain injury) kavrami ortaya atilmistir
(13). Giiniimiizde erken beyin hasarinin, SAK sonrasi olumsuz sonuglar agisindan
belirleyici olarak goriilen serebral vazospazmdan daha onemli oldugu goriisi
gecerlilik kazanmaktadir (14). Bu baglamda, klasik olarak serebral iskeminin asil
nedeni olarak kabul edilen biiyiik arterlerin vazospazmi kavramina alternatif olarak

yeni mekanizmalar 6ne siiriilmektedir.
2.3. Serebral iskeminin Nedeni Olarak Mikrodolasim Bozukluklar

Yukarida da bashsedildigi lizere, aSAK gelistikten kisa siire sonra (yaklagik
15 dakika icinde) intrakranial basing, kanama sonrasi meydana gelen intrakranial
hematom boyutuna bagli olarak degismekle beraber kanama Oncesi ya da kanama
Oncesine yakin degerlere geri doner ve serebral perfiizyon basinci restore edilir.
Klinik ve deneysel ¢alismalarda, heniiz bliyiik arterlerde vazospazmin goriilmedigi
bu erken donemde serebral perfiizyon basincinin yeterli olmasina ragmen, serebral
kan akiminin bozuk olduguna dair bulgular ortaya konulmustur. Bu bulgular, serebral
kan akimi bozuklugunun patofizyolojisinde daha kiicliik capta damarlarin rol
oynadigim diistindiirmektedir (15).

Serebral damarlar1 saran kanin akut vazokonstriksiyon yapabildigi Herz
tarafindan 1975’te ortaya konulduktan sonra, daha yakin tarihli deneysel sigan
subaraknoid kanama modellerinde subaraknoid mesafedeki damarlarda histolojik
yontemler kullanilarak benzer spazmlar gosterilmistir. Yine bu deneylerde serebral
perfiizyon basincindan bagimsiz olarak, vazokonstriksiyonun diisiik serebral
perfiizyon basinci, artmis kanama boyutu ve inatgt olarak yiliksek seyreden

ekstraseliiler glutamat diizeyleri ile iligkisi ortaya konulmustur (16). Klinik olarak da



Uhl ve Pennings, aSAK geciren hastalarda direkt olarak serebral mikrosirkiilasyonu
ve pial damarlarda inci  kolye seklindeki vazonkonstriksiyonu goézlemleyen ilk
arastirmacilar olmuslardir (17, 18). Deneysel SAK modellerinde, kanamdan sonraki
ilk saatlerde icinde basglamis olup, 72 saate kadar devam eden oldukga benzer
vazokonstriksiyon Oriintiileri gozlenmistir. Kan akimmin %60 %80 oraninda
azalmasina neden olan bu mikrovazospazmlar, en belirgin olarak 10-20 um ¢aph
arteriollerde gozlenirken, pial veniil ya da venlerde hi¢ gézlenmemistir (19).

Kanama sonrast gelisen mikrovazospazmin altinda yatan patofizyolojik
mekanizmalar agik degildir; ancak, klinik ve deneysel veriler, ortamdaki azalmis
nitrik oksit’in (NO) bunda 6nemli bir rolii olabilecegini gostermektedir. Normal
fizyolojik kosullarda, kanda CO> basinci arttiginda, NO aracilikli bir vazodilatasyon
goriilmesi beklenirken, aSAK geciren hastalarda, CO> reaktivitesinin azaldig
goriiliir. Subaraknoid kanamada, NO ve endotelyel nitrik oksit sentaz (eNOS)
seviyelerinin akut olarak diistiigiiniin gosterilmesi NO eksikligi ile vazospazm
arasinda iliski kuran hipotezi desteklemektedir (20).

Mikrovaskiiler diizeyde meydana gelen vazospazmdan sorumlu olabilecek
diger bir mekanizma ise, K* ve homeostazindaki bozukluk ve voltaj bagimli Ca**-
kanal aktivitesinde artisa bagli olarak meydana gelen parenkimal arteriolar

miyositlerin kasilmasidir (21).

2.4. Serebral iskemi Nedeni Olarak Mikrotromboz

Mikrodolasimdaki bozulmaya katki saglayan bir diger mekanizmanin da
mikvaskiiler yapilarda meydana gelen mikrotrombiisler oldugu ileri siiriilmektedir.
Deneysel caligmalar trombozun kanama sonrasi ilk 10 dakikada ve 24. saatte olmak
lizere en Ust noktaya c¢iktigi iki zaman dilimi oldugunu, 48 saat sonunda ise
mikrotrombiislerin kayboldugunu ortaya koymaktadir (22). Mikrotrombiisler yalniza,
vazospazm sonucu daralmis damarlarda goriildiigiinden, trombiis olusumunda altta
yatan sebebin akimin yavaglamasiyla beraber spontan trombosit agregasyonu
olabilecegi diisliniilmektedir. Bunun yani sira fizyolojik kosullarda trombosit

agregasyonunu inhibe eden NO’nun, SAK sonrasi seviyesinin azalmasina bagl



olarak mikrotrombiis gelistigi diisliniilmektedir. Agrege olan ve bunun sonucunda
aktive olan trombositlerden salinan thromboxane de vazokonstriksiyonun konsolide
olmasina katkida bulunmaktadir. Bu mekanizmalardan baska, trombosit
agregasyonu, endotel hasarina sebep olarak kan beyin bariyerinin bozulmasina yol

acmaktadir.

2.5. Kan Beyin Bariyeri Harabiyeti

Mikrovaskiiler hasarin diger bir 6zelligi de, kanama sonrasi ii¢ saat kadar
erken bir siirede baslayip, 72 saat kadar siiren, vazojenik 6deme bagli beyin su
iceriginde artisa yol acan kan beyin bariyeri harabiyetidir (23). Beyin su igeriginin
artmasi, intrakranial basincin yiikselmesine, dolayisiyla beyin perfiizyonunun
bozulmasina yol acar. Artmig basincin mikrovaskiiler yapilarda kollapsa yol agmasi
ve astrosit son ayaklarmin sismesi sonucu kapiller damarlarda meydana gelen
daralma yine aym sekilde dolasimin bozulmasina yol acar (24). Kan beyin bariyeri
harabiyetinin altinda yatan molekiiller mekanizmalar arasinda, matrix
metalloproteinase’lar, ozellikle de matrix metalloproteinase-9, aquaporin miktarinda
artig, hypoxia-inducable factor 1-a, endothelial growth factor ve mitogen-activated

protein kinase bulunmaktadir.
2.6. Kortikal Yayilan Depolarizasyonlar

Kortikal yayilan depolarizasyonlar, serebral korteks iizerinde dakikada 2 ila
6 mm hizinda ilerleyen depolarizasyon dalgalaridir. Normal fizyolojik kosullarda,
depolarize olmus olan noéronlarin repolarizasyonu i¢in gerekli olan enerji bolgesel
kan akiminin artmasina eslik eder. Kanama olan beyindeyse, depolarizasyona eslik
etmesi gereken kompansatuvar hiperemi, 6rnegin ortamda bulunan hemoglobinin
NO’yu baglamast ya da NOS inhibisyonu nedeniyle gozlenemez; aksine kortikal
yayilan depolarizasyona, kortikal yayilan iskemi eslik eder. Dolayisiyla, aSAK
sonras1 meydana gelen bu tir bir iskeminin beyin hasarinda bir rolii oldugu

diistintilmektedir (25).



2.7. Fare Filaman Perforasyon Subaraknoid Kanama Modeli

Fare filaman perforasyon modeli, kafatasi agilmadan, herhangi bir
enjeksiyon yapilmadan, gorece az invaziv sekilde anterior cerebral artery
(ACA)’nin intraluminal olarak perforasyonuna dayanan, insanda meydana gelen
aSAK’1 taklit eden bir SAK modelidir. Esasen si¢an filaman perforasyon modelinin
bir modifikasyonudur. Kanama sonrasi ii¢lincli giinde maksimum diizeyde
vazospazm olugmasi, ani intrakranial basing artisi meydana gelmesi ve kortikal
noronal dejenerasyona neden olmasi nedeniyle, insandaki durumu iyi bir sekilde
modelleyen bir yontemdir (26). Bu modelde, supin pozisyonda yatan farede boyun
diseksiyonu yapildiktan sonra, common carotid artery (CCA), external carotid artery
(ECA) ve internal carotid artery (ICA) ortaya konularak, ECA giidiigiinden ICA’ya

naylon filaman ilerletilmesi ile ACA’da kanama olusturulur (Sekil 2.7.1).

ACA U\
»

Willis
Poligonu

MCA

ICA

scq

ICA

Cerrahi saha

CCA

Sekil 2.7.1. Fare Willis Poligonu ve perforasyon bolgesi. Biihler ve ark. (27)’dan
degistirilerek alinmustir.

Filaman perforasyon modeli, sisternal kan enjeksiyonu modelinde miimkiin
olmayan, ani ve uzamis bir intrakranial basing artisint miimkiin kilar. Yine bu
modelde kanin klinikte goriilene benzer sekilde subaraknoid mesafeye yayildig
goriiliir. Bu nedenle, filaman perforasyon modeli, vazospazm ve ndronal

dejenerasyon calismalari icin en uygun model olarak goriilmektedir. Transgenik ve



knock-out farelerin tiretilmesinde kaydedilen ilerleme, farelerde uygulanan bu modeli
pek cok molekiiler ¢calismanin tasarlanmasina da olanakli kilmaktadir (3).
Tablo 2.7.1°de literatiirde fare filaman perforasyon modeli kullanilarak

yapilan deneysel ¢alismalar siralanmistir (28-30).



Tablo 2.7.1. Fare filaman perforasyon SAK modelleri

Yazar, y1l

Kamii,
1999

Saito,
2001

McGirt,
2002

McGirt,
2002

Parra,
2002

Borel,
2002

Mino,
2003

Gao,
2006

Mesis,
2006

Liu, 2007

Ishikawa,
2009

Sozen,
2009

Suzuki,
2009

‘Wakade,
2009

Feiler,
2010

Sehba,
2010

Ayer,
2011

Friedrich,
2011

Pisapia,
2011

Soy

C57BL/6

CD-1

C57BL/6

C57BL/6

C57BL/6

C57BL/6

CD-1

C57BL/6

C57BL/6

C57BL/6

C57BL/6

CD-1

CD-1

CD-1

C57BL/6

C57BL/6

CD-1

C57BL/6

C57BL/6

Agirhk Filaman
35-40 gr 5/0 naylon
35-40 gr 5/0 naylon
= 5/0 naylon
25+2 gr 5/0 naylon
33+4 gr 5/0 naylon
- 5/0 naylon
35-40 gr 5/0 naylon
- 5/0 naylon
- 5/0 naylon
- 5/0 naylon
21-25 gr 6/0 naylon
35-40 gr 4/0 naylon
35-40 gr 4/0 naylon
- 5/0 naylon
- 5/0 polipropilen
DBE oramone
20-25 gr 5/0 naylon
23-25 gr 5/0 naylon
18-25 gr 5/0 naylon

Incelenen parametre

SOD’un CVS’a etkisi

CuZn-SOD’un iNOS’a etkisi

Simvastatin’in eNOS’a
etkisi

SOD’un CVS’ye etkisi

Model tanimlama

CVS ve vaskiiler hiicre
proliferasyonu iligkisi

Norogenez
CVS ile Apolipoprotein E4
iligkisi
Nimodipine etkisi
NADPH oxidase aracilt
oksidatif stress
Intravital floresan
mikroskopisi

IL-1 ve erken beyin hasari

Caspase-1 inhibitorii ile
norojenik pulmoner 6dem
iliskisi

Curcumin ile CVS/enfarkt
iligkisi

Model tanimlama

Adenozin A2A reseptorleri
ve erken vaskiiler yanit
iligkisi
COX-2 inhibisyonunun

noron koruyucu etkisi

In-vivo uzun siireli
mikroarteriyel konstriksiyon
ve mikrotromboz

Mikropihtilarin zamanla
degisimi

Ornekleme

4,24, 72 saat;
7, 14 giin

24,72 saat;
7 giin

72 saat

72 saat

72 saat

3,24, 72 saat

1-30 giin

72 saat

72 saat

24 saat

30 dakika;

2, 8 saat

24,72 saat

24 saat

72 saat

24,72 saat;
7 giin

1,3, 6 saat

72 saat

3,6, 72 saat

1,2,3,4 giin

Mortalite

%27

%19

%9

%29

%18-38

%15

%100

%11-38

%11-38

%13

%30

%35

%14

%29

%33



Tablo 2.7.1. Devami

Yazar, y1l

Sheng,
2011

Scholler,
2011

Vellimana
2011

Altay,
2012

Altay,
2012

Egashira,
2015

Pang,
2016

Peng,
2017

Soy

C57BL/6

C57BL/6

C57BL/6

CD-1

CD-1

C57BL/6

C57BL/6]
C57BL/6

C57BL/6

Agirhk

20-25 gr

20-25 gr

30-38 gr

30-38 gr

22-30 gr

18+0.4 gr

Filaman

5/0 naylon

5/0 polipropilen

5/0 naylon

4/0 naylon

4/0 naylon

5/0 naylon

5/0 naylon

5/0 naylon

Incelenen parametre

Etil nitrit inhalasyonunun S-
nitrosilated hemoglobin
iizerine etkisi

Bradikinin B1 ve B2
reseptorlerinin rolii

Preconditioning’in
norovaskiiler koruyucu etkisi

Tzofloranin erken beyin
hasari lizerinde koruyucu
etkisi

izofloranin KBB’yi
koruyucu etkisi

MR ile derecelendirme

Apolipoprotein ve erkeb
beyin hasari iligkisi

LncRNA, mRNA ve
inflamasyon iliskisi

Ornekleme

72 saat

24 saat; 7 giin

48 saat

24,72 saat

24 saat

24 saat

72 saat

24 saat

10

Mortalite

%?20-40

%0-82

%06-7

%?20-50

%23-39

%29-39
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2.8. Bir Noromodiilator Olarak Adenozin

Adenozin, merkezi sinir sisteminde pek c¢ok islevi olan endojen bir
noromodiilatordiir. Beyindeki enerji gereksinimi ile enerji iletimi arasinda bir
dengesizlik oldugunda adenozin seviyesi yiikselir. Bu nedenle, artmis ndronal
aktivite, 0zellikle de iskemi ve hipoksi durumlarinda adenozin seviyesinin belirgin
derecede ytikseldigi goriiliir (31).

Adenozin klasik bir norotransmitter gibi islev gormez: vezikiillerde
depolanmaz, eksositoz ile salinmaz ya da presinaptik bolgeden postsinaptik bolgeye
tek yonlii bir sinyal iletimi saglamaz. Bunun yerine, hem homeostatik transseliiler bir
mesajc1 (messenger) hem de norotransmitter salinimin1 ve ndronal uyarilabilirligi
kontrol eden bir ndromodiilator olarak iglev goriir (31).

Adenozinin islevleri yiiksek afiniteli A1, A2a; diisliik afiniteli A;g ya da
seyrek A3 reseptorlerinin uyarilmasi ile yiriitiiliir. Reseptorlerin inhibitor (A1, Az) ya
da stimiilator (A2a, A2s) G-proteinlerine eslesebilmesi ve beynin farkli bolgelerinde
farkl1 reseptor tiplerinin olmasi nedeniyle adenozinin ¢ok farkli fonksiyonlar
gdstermesine olanak saglar.

Adenozinin sinaptik araliktaki seviyelerinin kontrolii astrositler tarafindan
diizenlenir (Sekil 2.8.1) (32, 33). Fizyolojik kosullarda sinaptik araliktaki adenozinin
kaynagi, astrositik vezikiillerden salgilanan ATP’dir. Aciga ¢ikan adenozin
ectonucleotidase’ler yoluyla degrade edilir. Intraseliiler olarak ise adenozin, adenozin
kinaz tarafindan hizla fosforile edilerek AMP’ye doniistiiriiliir. Adenozin kinaz,
erigkin beyninde en yaygin olarak astrositlerde eksprese edilen, adenozin

metabolizmasinin anahtar enzimidir.
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Sekil 2.8.1. Adenozin olsumu ve beynin farkli tiirdeki hiicrelerinde adenozin etkisini
gosteren sema. Farkli hiicreler (mikroglia, astrosit) ve hiicre i¢i kompartmanlar
(presinaptik buton, ndronlarin dendritik bolgeleri) hem adenozin trifosfat (gri
cizgiler) hem de adenozin (siyah ¢izgiler) salabilir. Bu hiicreler ectonucleotidase
aktivitesine sahip olup, ATP’yi adenozine c¢evirebilir ve adenozin tasiyicilari
vasitastyla (silindirler) plazma membranindan hiicre i¢ine ya da disina dogru
adenozin tagtyabilirler. Tim bu kompartmanlar bir ya da birden fazla adenozin
reseptori cesidi (A1, A2a, A2, Az; dikdortgenler) ile donatilmistir. Tiim hiicre tipleri,
ATP ve AMP’yi birbirine ¢evirebilir (Presinaptik butonda kesikli ¢izgi). Adenozinin
ortamdan uzaklastirilmasi, astrositlerde adenozin deaminaz yoluyla olurken, sinir
hiicrelerinde adenozin kinaz yoluyla olur. (Fredholm ve. ark (31)’dan alinmistir)
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Serebral iskemeiye akut cevabin bir parcasi olarak adenozin seviyesinin
yiikselmesi, onun endojen noroprotektif mekanizmanin bir parcast oldugunu
gostermektedir. Adenozinin, ‘iskemik tolerans’ adi1 verilen beyni koruyucu ischemic
preconditioning’in erken fazinda rol aliyor olmast muhtemeldir (34). Yakin zamanl
bir ¢caligma, fare orta serebral arter okliizyon modelinde, okliizyonu takip eden ilk 3
saatte astrosit kokenli adenozin kinaz enzminin miktarinin azaldigini gostermistir
(35). Adenozin kinaz enzimi miktarindaki diisiis, ortamdaki adenozin miktarinda
belirgin bir artisa yol actigindan, bunun beyin hasarina karsi endojen bir koruma
mekanizmasina isaret ettigi sdylenebilir. Bu hipotezi destekleyecek diger bir bulgu
da, adenozin kinaz gen ifadesinin artmis oldugu transgenik farelerde, orta serebral
arter okllizyonuna bagli hiicre 6liimiine duyarliligin artmis olmasidir (36). Aksine,
adenozin kinazdan yoksun noral ya da glial progenitor hiicrelerin, orta serebral arter
okliizyonu yapilmadan bir hafta 6nce striatuma transplante edildigi fare grubunda,
hasarli beyin hacminde belirgin azalma gozlenmistir (37). Bu bulgular, iskemi
nedeniyle meydana gelen hiicre 6liimiiniin, adenozin aktivitesi ile siki bir bigimde

dengelendigine isaret etmektedir.

2.9. Squalene Adenozin

Adenozin, ¢esitli norolojik bozukluklarda ciddi bir fayda potensiyelinin
olmasinin yani sira, kisa plazma yar1 émrii, ciddi yan etkileri ve kan beyin bariyerini
gecemiyor olmasi nedeniyle serebral hastaliklarda kullanim alan1 bulamamaistir (38).

Adenozin molekiilii, dogal ve biyo-uyumlu bir yag olan squalene ile
presipite edildiginde her bir molekiilii amfifilik 6zellikte bir 6n-ila¢ olan ve spontan
olarak bir araya gelerek yaklasik 120 nm c¢apli nanokiireler olusturan
biyokonjiigatlar olusturur (4) (Sekil 2.9.1). Bu sayede adenozinin hizla metabolize
edilmesi 6nlenmis, norovaskiiler iinite ile daha uzun siire etkilesmesi saglanmis ve
sistemik toksisitenin Oniine gecilmis olur. Squalene ile konjiige edilms adenozin
molekiiliiniin, fare orta serebral arter okliizyon inme ve fare spinal kord travma

modelinde néronkoruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (4).



14

OH N

OH OH

Sekil 2.9.1. Squalene-adenozin molekiiliiniin sematik gdsterimi (a). Konjiigasyon
sonras1 squalene-adenozin molekiilii spontan olarak yaklasik 120 nm ¢apinda
nanokiireler olusturur. Sekilde (b) nanokiirelerin cryoTEM ile goriintiilemesine bir
ornek verilmistir. (Gaudin ve ark. (4)’dan degistirilerek alinmigtir)
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2.10. Lazer Beneklenme Kontrast Goriintiileme

Dinamik olarak in vivo kan akiminin gosterilmesi, pek ¢ok uygulama alani
ve pek c¢ok hastalik durumu i¢in faydali bir yontemdir. Klinikte kan akiminin
degerlendirilmesi i¢in magnetik rezonans (MR), bilgisyarali tomografi (BT) ve
ultrason kullanilirken, arastirma ortaminda lazer dopler, beneklenme kontrast
gorilintiileme (speckle contrast imaging) ve foton korrelasyon spektroskopisi gibi,
dinamik 151k sacilimina dayali yontemler kullanilmaktadir (39).

Laser Doppler Flowmetry, 1yi oturmus bir yontem olmasina karsin, tek bir
uzaysal lokalizasyondan veri alabilmesi kullanimini sinirlamaktadir. Daha yakin
zamanda kullanilmaya baglayan LSCI genis bir ylizeyden kan akimi verisi
toplayabilir (39).

Herhangi bir obje, koherent lazer demeti ile aydinlatildiginda, objeden
yansiy1p kameradaki her bir piksele ulastiginda 1sinlarin izledigi yollarda ¢ok kiigiik
de olsa uzunluk farklar1 oldugundan, kamerada bir beneklenme Oriintiisii olusur.
Aydmlatilan obje, hareketli bir obje oldugunda (6r. eritrosit), olusan beneklenme
zamanla degisen bir dalgalanma gosterir (Sekil 2.10.1). Kameranin pozlama siiresi,
benek yogunlugu dalgalanmalarinin zaman 06lgeginden daha uzun oldugunda
(biyolojik dokularda bu siire tipik olarak 1 ms’nin altindadir), benek deseninin
bulaniklasmasina neden olur. Hizli hareket olan boélgelerde, bulaniklasma daha
belirgin olup, bu bolgelerde beneklenmenin uzaysal kontrasti azalir (39). Bu prensip
kullanilarak, pek c¢ok dokudan ger¢cek zamanli kan dolasimi verisi elde etmek

mumkindiir.
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0.1

0.05

Sekil 2.10.1. Basit bir LSCI yontemi diizenegi, bir lazer kaynagi, goriintiilenecek
obje ve bir kameradan olusur (a). Sigcan (ya da fare) korteksinin ham goriintiisii, pek
az bilgi igeriyor gibi goziikse de (b), beneklenme kontrasti hesaplandiginda, goriintii
alaninda sagilima neden olan pargaciklarin hareketine dair 6nemli miktarda veri elde
edilebilir (¢). (Dunn’dan (39) alinmigtir)
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2.11. Acik Alan Lokomotor Aktivite Testi

Acik alan testi ilk olarak 1934 yilinda, kemirgenlerin duygusal durumlarini
degelerndirmek icin gelistirilmistir (40); ancak giiniimiizde kemirgenlerde inme
sonrast motor fonksiyonu ve arayici hareketleri degerlendirmede yaygin olarak
kullanilmaktadir (41). Fare iskemi modellerinde, iskeminin akut evresinde farelerin
hipoaktif fenotip gelistirdigi bilinmektedir (42). Bu hipoaktif evrenin ne kadar
siirecegi, uygulanan iskemi modeline, prosediiriin siddetine ve kullanilan fare soyuna
bagl olarak degisebilir. Hipoaktif evreden sonraki birka¢ giin icinde baslayip aylarla
ifade edilen siirelere varabilen hiperaktif bir evrenin basladigini gozlemleyen bazi
caligmalar da mevcuttur (42, 43). Sonug olarak, iskemi sonrasinda farelerde gelisen
bu aktivite degisiklikleri ve gesitli terapdtik ajanlarin aktivite durumunda yaptigi
degisimleri acik alan lokomosyon testi ile degerlendirmek miimkiindiir.

Bu test i¢in, diisiikk ortam 151k kosullarida, farenin icine yerlestirildiginde
kendisini serbest hissedecegi kadar genis (genellikle bir kenar1 45 50 cm
uzunlugunda kare ya da c¢ap1 45 50 cm olan daire), duvarlar1 farenin kacamayacagi
kadar yiiksek (40-50 cm), kutular kullanilmaktadir (40). Bunun yaninda kutunun
icinde, engel teskil edecek ya da denegi distrakte edecek obje bulunmaz. Farenin
lokomotor aktivitesi, kisa ya da uzun siireli kayit alinacak sekilde fotosel ve 15in
demetleri, kameralar ya da video takip sistemi ile kayit altina alinip analiz edilebilir

(44).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplar

Deneylerde viicut agirligt 25 ile 35 gram arasinda degisen Swiss Albino

cinsi fareler kullanildi. Fareler 12 saat gece 12 saat giindiiz 151k sartlar1 saglanan

standart kafeslerde barindirilip ve gerektigi kadar yem ve suya ulasim saglandi.

Tablo 1°de deney gruplar1 ve her bir grupta uygulanan islemler ve sekil 3.1.1°de

islemlerin akis semasi goriilmektedir.

Tablo 3.1. Deney gruplarina uygulanan islemler.

Deney Grubu Bazal SAK 1.v. enjeksiyon Kontrol
kan akimi kan akimi
Ol¢timii Ol¢timii
Sham + - %S5 Dekstroz +
Kontrol + + %S5 Dekstroz +
Squalene + +  Squalene 9,50 mg/kg +
Diisiik doz adenozin + +  Adenozin 2,75 mg/kg +
Yiiksek doz adenozin + +  Adenozin 5,50 mg/kg +
Diisiik doz squalene-adenozin + +  Squalene-adenozin 7,50 mg/kg +
Yiiksek doz squalene-adenozin + +  Squalene-adenozin 15,00 mg/kg +

SAK: Subaraknoid kanama.

t # foeal SAK

5’ SKA

N&ro 24 saat
SKA

Sekil 3.1.1. Deney protokoliinde uygulanan islem basamaklarinin 6zet gosterimi.
SKA: serebral kan akimi, SAK: subaraknoid kanama, N6ro: nérolojik degerlendirme
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3.2. Subaraknoid Kanamanin Es Zamamih Intrakranial Basing ve Beyin

Kan Akimi Ol¢iimii ile Dogrulanmasi

Deney gruplarinda planlanan islemler (bazal kan akimi degerlendirilmesi,
filaman perforasyon yontemi ile SAK olusturulmasi, bkz. Bolim 3.3 ve 3.4)
uygulanmadan o6nce, LSCI ile oOlgiilen serebral kan akimi degerlerinin SAK
olusumunu tutarl bir sekilde gosterip gosteremedigini belirlemek amaciyla 3 adet
farede, es zamanl intrakranial basing monitdrizasyonu (Sekil 3.2.1) altinda filaman
perforasyon islemi uygulandi. Bu amagla, farelerde vertikal skalp insizyonu
yapilarak frontal ve perietal kemikler ortaya konuldu. Cilt her iki yana ekarte
edilerek, sag temporal adele ortaya konuldu ve linea temporalis superior’dan diseke
edilerek sag temporal kemik ortaya konuldu. Bu noktada kemik drillenerek epidural
mesafeye ulasildi ve agikliktan epidural mesafeye intrakranial basing dl¢glim probu
yerlestirildi (Codman ICP Express, Integra LifeSciences, NJ, USA). Bu islemden
sonra, Bolim 3.2, 3.3 ve 3.4’te anlatilan yontemler kullanilarak serebral kan akimi

degerleri olciildii.

Sekil 3.2.1. Intrakranial basing probu yerlestirildikten sonra kafanin gériintiisii.
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3.3. Bazal Beyin Kan Akiminin Degerlendirilmesi

Deneklere %5 izofloran 2 1t/dk oksijen karigimi solutularak anestezi
indiiksiyonu verildi ve nazal kaniil ile %2 izofloran ve 2 It/dk oksijen solutularak
anestezi idame ettirildi. Fareler stereotaktik cergeveye (Stoelting Co., IL, USA)
yerlestirildi. izofloran anestezisi altinda skalpte yapilan vertikal insizyon ile bregma
ve lamda goriilecek sekilde cilt ve periost diseke edilip bilateral parietal kemikler
ortaya konuldu (Sekil 3.3.1). Ardindan her iki parietal kemik, durada herhangi bir
kanamaya yol agmayacak sekilde yiiksek hizli drill kullanilarak dikkatlice inceltildi.
Drilleme sirasinda termal hasara engel olmak i¢in drillenen yiizey devamli olarak
soguk salin ile irrige edildi. Kortikal damarlar berrak sekilde goriilecek hale
geldiginde drillemeye son verildi. Kemigin tam kat drillenip duranin ekspoze

olmamasina 6zen gosterildi (Sekil 3.2.2).
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Sekil 3.3.1. Farede skalp insizyonu. Kesikli ¢izgi koronal siitiirii, noktali ¢izgi ise
lamdoid siitiirii gdstermektedir. Sar1 boyali alan sol parietal kemigi, B bregmay1, L
lamday1 temsil etmektedir.

Sekil 3.3.2. Drillenmis (sol) ve drillenmemis (sag) parietal kemiklerin goriintiisii.
Drillenen tarafta kortikal vaskiiler yapilar daha net se¢ilebilmektedir.
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Drillemenin ardindan denekler stereo cerrahi mikrosop (Nikon Instruments,
Japan) altina yerlestirilerek ekspoze edilmis kemige mineral yagi (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) uygulandi. Bu sayede kemik lizerinde, lazer 1s181inin homojen
sekilde gecirilmesini saglayan bir film tabakasi olusturuldu. Laser speckle contrast
imaging teknigi (39, 45) kullanilarak farenin bas kismina her iki parietal kemigi
aydinlatacak sekilde 450 nm dalga boyunda lazer demeti diisiiriildii ve yansiyan lazer
stereo mikroskoba bagl kizilotest CCD kamera (Basler Instruments, Germany) ile
kaydedildi. Lazer sagilim Oriintiisii 6zel bir yazilim (ImagelJ) kullanilarak analiz
edildi ve serebral kan akimi degisiklikleri belirlendi. Serebral kan akimi degerleri 3

dakika boyunca kaydedildi. Skalp dikilip fare stereotaktik ¢cer¢ceveden ¢ikarildi.

3.4. Subaraknoid kanama olusturulmasi

Bazal kan akimlar 6lgiilen denekler, anestezi kesilmeksizin supin pozisyona
alindi. Sternum ile ¢ene kemigi arasinda orta hat insizyonu yapilarak derin boyun
fasyasi acildi. M. digastricus venter posterior ve m. sternocleidomastoideus laterale
ekarte edilmesi ile CCA goriildii. CCA’nin distale dogru takip edilmesi ile karotid
bifurkasyon, ECA ve ICA goriildii. ECA distale dogru takip edilerek bifurkasyon
yaptig1 yerin hemen proksimalinden baglandi. Yine ECA {izerinde, daha proksimale
gevsek bir diigim birakildi. ICA da yine distale dogru takip edilerek, a.
pterygopalatina’nin ¢ikis noktast goriildii. Tim bu arteriyel yapilarin ortaya
konulmasinin ardindan CCA ve bifurkasyonun hemen distaline olacak sekilde
ICA’ya gecici klip yerlestirildi. ECA iizerine, gevsek diigiimilin distalinde, kalici
diiglimiin proksimalinde olacak sekilde bir kesi yapilarak damarda bir aciklik
meydana getirildi. Bu acgikliktan 12 mm uzunlugunda 6/0 naylon filaman akim
yoniinlin tersinde 1ilerletilerek gevsek diigiimiin proksimaline gecildi (Pilot
caligmalarda aynm1 yontem kullanilarak 5/0 naylon filaman da kullanildi). Bu diigiim,
naylon filamanin hareketine izin verecek kadar gevsek; ancak kan sizintisina
miisaade etmeyecek kadar siki olarak oturtuldu ve arter, i¢indeki naylon filaman ile
boguldu. Ardindan CCA ve ICA iizerindeki gegici klipler kaldirildi. ECA, kalici

diigiimiin distalinden kesildi ve serbestlestirildi. ECA’nin proksimalde kalan giidiigii,
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karotid bifurkasyon pivot noktasi olacak sekilde dondiiriilerek ECA ve igindeki
naylon filaman, ICA ile aym1 dogrultuya getirildi. Biribirine hizalanan arterlerin
icindeki naylon filaman ICA’ya dogru ilerletildi. Naylon filamanin a.
pterygopalatinea hizasin1 gegmesinin ardindan filaman karotid kanala yonlendirildi.
Bu seviyede intrakranial kompartmana ge¢cmis olan filaman direngle karsilagilana
kadar ilerletildi ve bu diren¢ noktasindan 2 mm daha ittirilereck kanama
gerceklestirildi (Sekil 3.4.1). Sham grubunda tiim islem basamaklar1 uygulandi ancak
kanamanin olusturuldugu son basamak uygulanmadan naylon filaman damarin
icinden geri ¢ekildi. Kanama esnasinda denegin solunumunun gegici bir stire (4 5
saniye) durdugu ya da olduk¢a yavagladigi gozlendi. Kanama olusturulduktan sonra
naylon filaman geri ¢ekildi ve ayn1 anda a. carotis externa lizerinde naylon filamani
bogmus olan diigiim tam olarak sikilarak retrograd kanama engellendi. Bu islemin
ardindan boyun insizyonu kapatildi ve denek serebral kan akimi 6l¢limiiniin tekrari

i¢in stereotaktik ¢ergeveye alindi.
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Sekil 3.4.1. Internal karotid artere filaman yerlestirilmesindeki diseksiyon ve islem
asamalari. (a) Boyundaki kaslarin diseksiyonunun ardindan CCA, ECA, ICA ve a.
pterygopalatina ortaya konuldu. (b) ECA olabildigince distalden diigiimlenerek
kapatildi. Bifurkasyonun hemen distalinde gevsek bir diigim hazirlandi. (¢) CCA ve
ICA iizerine gegici klip yerlestirildi. (d) ECA iizerinde, iki diigiim arasinda kalacak
sekilde bir insizyon yapilarak liimen agildi. (e) Bu insizyondan liimen igerisine
akimin aksi yoniinde 6/0 naylon filaman gonderildi. (f) ECA {izerindeki proksimal
diiglim, filamanin hareketine izin verecek Olclide gevsek ancak kanin disar
sizmasina engel olacak kadar siki bir bi¢imde boguldu.(g) CCA ve ICA iizerindeki
gecici klipler alindi ve ECA distaldeki diiglimiin distalinden kesilerek ayrildi. (h)
Distal ucu serbest hale gelen ECA, ICA ile hizalanarak igerisinden naylon filaman
ilerletildi ve intrakranial ICA perfore edilerek SAK olusturuldu.
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3.5. Subaraknoid Kanama Sonrasi Beyin Kan Akiminin

Degerlendirilmesi ve Intravenoz Enjeksiyonlar

Stereotaktik ¢ercevede pron pozisyonda yatirilan fare, skalpteki siitiirlerin
acilmasinin ardindan madde 3.2’de anlatilan teknik tekrar edilerek bu kez 40 dakika
boyunca kan akimi degerleri 6l¢iildii. Kan akimi 6l¢iim isleminin ilk 5 dakikasi
gectikten sonra halen 6l¢iim devam ederken, Tablo 1°de gosterilen gruplara uygun
sekilde, deneklere kuyruk veni yoluyla tedavi uygulandi. Islemin ardindan skalp
tekrar siitlire edildi ve ayilmasi i¢in denek termal battaniyenin {izerine alindi.

Tamamen uyanan denekler serbest olarak yem ve suya ulasabilecekleri

barinaklarina tasindi.
3.6. Acik Alan Labirent Testi ile Lokomosyonun Degerlendirilmesi

Kanama olusturulmasimi takip eden 24. saatte kontrol, sham, diisiik doz
squalene adenozin ve yiiksek doz squalene adenozin grubundaki denekler, los ortam
15181 bulunan sessiz bir odada, 45 cm x 45 cm genisliginde, 30 cm derinliginde siyah
bir kutuda (Sekil 3.6.1) agik alan labirent testi ile lokomosyon incelemesine tabi
tutuldu (44, 46). Her bir denek ayr1 ayri test edildi. Kutu %10 alkol soliisyonu ile
denegi distrakte edebilecek koku uyaranlarindan arindirildiktan sonra denek kutunun
merkezine yerlestirildi ve 5 dk boyunca hareketleri video kamera ile kaydedildi. Bu
kayitlar Image] programi kullanilarak deneklerin 5 dakika icindeki katettikleri
toplam mesafe ve hareket hizlar1 6l¢iildii. Deneklerin habituasyonun etkisi ile kutu
i¢indeki arama davraniglar1 azalabilecegi icin test sadece bir kez yapildi ve denekler

test Oncesinde kutu i¢ine hig yerlestirilmedi.
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Sekil 3.6.1. A¢ik alan testi i¢in kullanilan 45 x 45 x 30 cm dlgiilerinde siyah kutu.

3.7. Yirmi Dordiincii Saat Kan Akiminin Degerlendirilmesi

Acik alan labirent testinin hemen ardindan denekler yukarida anlatilan
sekilde izofluran anestezisi ile uyutuldu ve pron pozisyonda stereotaktik cergeveye
yerlestrilerek skalp insizyonu agildi. Yukarida anlatilan LSCI teknigi kullanilarak 10

dakika boyunca 24. saat beyin kan akimlar1 6l¢iildii.

3.8. Sakrifikasyon Perfiizyon ve Beyinlerin Ekstraksiyonu

Yirmi dordiincii saat beyin kan akim degerleri elde edilen denekler son
viicut agirliklar1 Slgiildiikten sonra letal dozda kloralhidrat anestezisi ile sakrifiye
edildi. Deneklere 20 ml %35 heparin, ardindan 20 ml %4 paraformaldehit soliisyonu
kullanilarak kardiyak perflizyon yapildi. Perfiizyonun ardindan kafatasi agilan
farelerin beyinleri zedelenmeden, tek bir parca halinde ¢ikarilarak %4

paraformaldehid icinde muhafaza edildi.
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3.9. Parafin Kesitlerin Alinmasi ve Immiinohistokimya

Paraformaldehid soliisyonu i¢inde muhafaza edilmis olan beyinler 2 mm
kalinliginda kesitler alinarak parafin bloklar haline getirildi. Bu bloklardan mikrotom
ile 5 um kalinlikta kesitler elde edildi. Bu kesitler {i¢ gruba ayrildi. Her bir grup
strastyla cresyl violet, Masson's Trichrome (MTC) ve Terminal deoxyribonucleotidyl
transferse (TdT)-mediated biotin-16-dUTP nick-end labelling (TUNEL) boyalar1 ile
boyandi. Bu kesitler mikroskop altinda incelenerek noéronal dejenerasyon/ndéron

kayb, intravaskiiler fibrin tikaclar1 ve apoptoz agisindan degerlendirildi.
3.10. Istatistik Analiz

Istatistik analiz SPSS v. 23.0 yazilimi ile yapildi. Gruplar arasi farkin
karsilastirilmasinda, parametrik degerler icin ANOVA, parametrik olmayan degerler
icin Kruskal-Wallis testleri kullanildi. Post-hoc analizler i¢cin Bonferoni diizeltmesi
uygulanmis Mann-Whitney U test ve t-test yapildi. p<0.05 istatistiksel agidan
anlaml kabul edildi.

3.11 Etik Kurul Onay1

Bu tez galismas1 Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 30.1.2018 tarih ve 2018/01-05 karar numarasi ile Hayven Deneyleri Yerel

Etik Kurulu Yonergesi’'ne gore uygun bulunmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Es Zamanh Beyin Kan Akim ve intrakranial Basi¢c Ol¢iim

Sonuclari

Subaraknoid kanama indiiksiyonu sirasinda kaydedilen intrakranial basing
degerleri ve bolgesel serebral kan akim diizeyleri, filaman perforasyonu sonucu
intrakranial basincin hizla artti§ini bununla es zamanl olarak beyin kan akiminin

bazal degerlerin altina indigini gosterdi (Sekil 4.1.1).
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Sekil 4.1.1. Sol MCA sulanama alanina ait serebral kan akimi1 degerleri. Degerler
bazalin yiizdesi olarak verilmistir. Siyah ok basi: bazal, siyah ok: ICP probu
yerlestirildikten sonra, beyaz ok: kanama olusturulduktan sonra. Daireler es zamanli
ICP degerlerini vermektedir.



29

4.2. 5/0 Naylon Filaman Iskemik Depolarizasyona Yol Acmaktadir

Subaraknoid kanama modelinin optimize edilmesi esnasinda, literatiirde
cesitli yontemlerin kullanildig1 bilgisine dayanilarak, pilot caligmalarda hem 5/0 hem
de 6/0 naylon siitiir intravaskiiler olarak ilerletilerek kanama olusturuldu. 5/0 naylon
stitiir kullanilan deneklerde, subaraknoid kanama ile uyumlu olmayan, daha ¢ok
damarin total okliizyonunu (bazalin %20’s1) andiran LSCI kan akimi degerleri elde
edildi ayn1 zamanda deneklerde yayilan iskemi dalgalar1 gozlendi (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1. Iskemik depolarizasyona bagli LSCI sinyalinde azalma. Kan akimindaki
azalmaya bagli olarak sol hemisferde iskemik diizeylerde sinyal azalmasi
izlenmektedir.
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4.3. LSCI sonuclari ve Subaraknoid Kanama Varhgi

Subaraknoid kanamanin olusturuldugu 6 gruptan toplam 36 farenin, arter
perforasyonunu takip eden 5. dakikada elde edilen bolgesel beyin kan akimi (rCBF
post-SAH) degerleri, sham grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak diisiik
bulundu. Sham cerrahi islemi sonrasinda elde edilen ortalama kan akimlari, sol
MCA, sol ACA, sag MCA ve sag ACA alanlari i¢in sirastyla, bazal degerlerin %87,3,
%92,1, %108,6 ve %104,0’1 olarak olg¢iildii. Buna karsilik SAK olusturulan kontrol
grubunda islem sonrasi kan akim diizeyleri, sol MCA, sol ACA, sag MCA ve sag
ACA alanlan icin sirastyla bazal diizeyin, %39,1, %38,6, %56,2, %55,0’1 olarak
bulundu. Diger deney gruplarina ait SAK indiiksiyonu sonrasi elde edilen sag ve sol
hemisfer kan akim diizeyleri Sekil 4.3.1°de goriilebilir. Buna gore, sham grubunda
uygulanan sham iglemi serabral kan akimi degerlerini 6nemli 6l¢iide etkilemezken,
kontrol grubunda kan akimi degerleri sham grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik
bulundu. Kanama sonrasi dl¢iilen serebral kan akimi degerlerine, SAK eslik edip
etmedigi, SAK indiiksiyonu sonrasi sakrifiye edilen bir grup denekte SAK varligi
gosterilerek konfirme edildi (Sekil 4.3.2).
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Sekil 4.3.1. Sham ve kontrol gruplarinda bazal ve SAK indiiksiyonu takip eden 5-40.
dakikalar aras1 sag ve sol hemisferlere ait kan akimi degerlerinin ortalamasi.
Degerler bazalin yiizdesi olarak verilmistir. R-MCA: sag orta serebral arter, R-ACA:
sag On serebral arter, L-MCA: sol orta serebral arter, L-ACA: sol 6n serebral arter.

Sekil 4.3.2. Sham ve kontrol grubu beyin resimleri. Sham grubunda perfiizyon
sonras1 beyinde SAK izlenmezken (a), SAK olusturulan gruplarda perfiizyon sonrasi
yaygin kanama goriilmektedir (b).
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Serabral kan akimindaki azalmanin arteriyel sistemde meydana gelen
endotel hasar1 ya da kanama sonrasi1 ICA bifurkasyonunda ya da civarinda meydana
gelebilecek bir hematoma bagli arteriyel ttkanmadan mi, yoksa filaman perforasyonu
ile subaraknoid kanama olusumuna mi1 bagl oldugunun gosterilebilmesi i¢in, SAK
indiiksiyonunu takiben, deney gruplarinin disinda birarkilan {i¢ adet denekte
perfiizyon islemi sirasinda ¢ini miirekkebi kullanildi(47). Cini miirekkebi ile perfiize
edilen farelerde, perforasyon olan arteriyel bolgenin distalinde de boyanma izlendi

(Sekil 4.3.3).
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Sekil 4.3.3. Cini miirekkebi ile perfiizyon. SAK islemi sonrasi 24. saatte ¢ini
miirekkebi ile perflize edilen beyinlerden bir 6rnek. Arteriyel perforasyon ve kanama
alan1 (siyah ok basi) ve bu bolgenin distalinde ¢ini miirekkebi ile boyanmis olan sol
ACA ve sol MCA (beyaz ok baglar1) goriilebilmektedir.
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4.4. Intrakranial Basin¢ Ol¢iim Problarinn LSCI kayitlarina etkisi

Model optimizasyonu sirasinda, SAK olustugunun dogrulanmasi amacuyla,
beyin kan akimi Olglimlerinin yani sira intrakranial basing izlemi de yapildi.
Subaraknoid kanama indiiksiyonunun intrkranial basinci arttirdigi bilgisinden yola
cikilarak, sag temporal bolgeye yontem kisminda anlatildigr gibi intrakranial basing
(ICP) katekteri yerlestirildi. Bu farelerde henliz SAK olusturulmadan LSCI ile
Olciilen serebral kan akimlarinda bozulma tespit edildi. Bu bozulmya ilerleyici bir

iskemi dalgasinin eslik ettigi goriildii (Sekil 4.4.1).
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Sekil 4.4.1. ICP probunun etkisi. intrakranial basing probu yerlestirilmis ancak heniiz
SAK olusturulmamis olan farede, iskemi dalgasinin ilerledigi goriilmektedir (Beyaz
ok baslar1).
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4.5. Kanama Sonras1 Kan Akim Degerleri

Subaraknoid kanama olusturulmasini takip eden 24. saatte 6l¢iilen serebral
kan akim degerleri, SAK’1n olusturulmasini takip eden dakikalarda 6lciilen degerlere
kiyasla bir miktar diizelmekle birlikte, bazal diizeylerin altinda kaldi. Ornegin
kontrol SAK grubunda, SAK’tan hemen sonra 4 farkli sulama alanindan 6Sl¢iilen
serebral kan akim hizlarinin ortalamasi, sag MCA, sag ACA, sol MCA ve sol ACA
i¢in sirasiyla %56, %55, %39 ve %38 olarak bulundu. Kanamay: takip eden
yirmidordiincii saatte ayni sulama alanlarina ait serebral kan akimi degerleri sirasiyla
%353, %57, %51 ve %50. Benzer sekilde squalene adenozin ile tedavi verilen iki
deney grubunda da, SAK sonrasi 24. saat serebral kan akimi diizeyleri, SAK sonrasi
5. dakikada olciilen kan akimina kiyasla ylikselme gosterdi. Yiiksek doz squalene
adenozin verilen grupta sag MCA, sag ACA, sol MCA ve sol ACA sulama
alanlarinda bahsedilen iki zaman noktasi i¢in dl¢iilen kan akimi degerleri sirasiyla su
sekildedir: %58, %59, %45, %45; %139, %144, %135, %]152. Tim deney
gruplarindaki 5. dk ve 24. saat serebral kan akimlarinin seyri Sekil 4.5.1°de ve 6rnek
deneklere ait renk kodu verilmis serebral kan akimi verisi Sekil 4.5.2°de goriilebilir.
SAK sonrasi 5. dakika ortalama serebral kan akimi degerleri sag hemisfer i¢in Sekil
4.5.3’de, sol hemisfer i¢in Sekil 4.5.4’te verildi. Dort farkli arteriyel sulama
alanindan Olgiilen serebral kan akimi diizeyinin gruplar arasi karsilastirilmast Sekil
4.5.5’te goriilebilir. Buna gore, sham grubunun serebral kan akimi degerleri, diger
tim gruplara kiyasla yiiksek bulundu. Kanama olusturulan gruplarin post-hoc

analizinde kan akimi diizeyleri agisindan fark gosterilemedi.
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Sekil 4.5.1. Dort farkli sulama alanina ait bazal, kanama sonras1 5. dk ve kanama
sonrasi 24. saat serebral kan akimi diizeylerinin seyri. L-ACA: sol anterior cerebral
artery, R-ACA: sag anterior cerebral artery, R-MCA: sag middle cerebral artery, L-
MCA: sol middle cerebral artery, SAH: subaraknoid kanama, SqAd High: yiiksek

doz squalene adenozin verilen grup.

Sham

Kontrol

SgAL

SgAH

Sekil 4.5.2. Renk kodu verilmis serebral kan akimi verisi. SAK sonrasi sham
grubunda belirgin bir diisiis izlenmezken kanama gruplarinda serebral kan akimi
azaldi. Yirmidort saat sonunda yiiksek doz tedavi grubunda (SqAH) kontrol grubuna
kiyasla serebral kan akiminda artis izlendi.
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Sekil 4.5.3. Sag hemisfere ait 5. dakika ortalama serebral kan akimi degerleri. R-
MCA: sag middle cerebral artery, R-ACA: sag middle cerebral artery
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Sekil 4.5.4. Sol hemisfere ait 5. dakika ortalama serebral kan akimi degerleri. L-
MCA: sol middle cerebral artery, L-ACA: sol middle cerebral artery
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Sekil 4.5.5. Kanama sonrast 5. dakika serebral kan akimi diizeylerinin istatistiki
karsilastirilmasi. Biitiin sulama alanlarinda sham grubu kan akimlar1 diger gruplara

kiyasla yiiksek bulundu (p

0.044)
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4.6. Tedavi Gruplarinda 24. Saat Kan Akim Degerleri

Yukarida bahsedildigi gibi, 24. saat serebral kan akimi diizeylerinin bazal
degerlere kiyasla bir miktar yiikseldigi izlendi; ancak yiiksek doz squalene grubunda
serebral kan akimi seviyeleri diger kanama gruplarina kiyasla anlamli derecede
yliksek bulundu. Kontrol SAK grubunda 24. saat serebral kan akimi diizeyleri R-
MCA, R-ACA, L-MCA ve L-ACA sulama alanlar1 i¢in sirasiyla su sekildeydi: %53,
%357, %52, %51. Buna karsilik yiiksek doz squalene adnozin verilen grupta ayni
sulama alanlarina ait degerler sirastyla, %140, %144, %135, %153 seklinde bulundu.
Benzer sekilde, diisiik doz squalene adenozin tedavisi uygulanan grupta da 24. saat
kan akimi diizeyleri yiikselme egilimi gosterdi ancak fark istatistiklsel olarak anlamli
cikmadi. Bu grupta R-MCA, R-ACA, L-MCA ve L-ACA sulama alanlar1 i¢in kan
akimi degerleri sirastyla %102, %111, %99, %105 seklinde bulundu. Tiim gruplara
ait 24. saat serebral kan akim1 degerleri sag hemisfer i¢in Sekil 4.6.1°de, sol hemisfer
icin Sekil 4.6.2°de verilmistir. Kan akimi degerlerinin gruplar arasi istatistiksel

karsilastirilmast Sekil 4.6.3’te verilmistir.
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Sekil 4.6.1. Sag hemisfere ait 24. saat ortalama serebral kan akimi degerleri. R-

MCA: sag middle cerebral artery, R-ACA: sag middle cerebral artery
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Sekil 4.6.2. Sol hemisfere ait 24. saat ortalama serebral kan akim1 degerleri. L-MCA:
sol middle cerebral artery, L-ACA: sol middle cerebral artery
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Kanama sonrasi 24. saatte serebral kan akimi diizeylerinin istatistiki

Sekil 4.6.3.
karsilastirilmasi.

Tiim sulama alanlarinda yiiksek doz squalene-adenozin grubu

0.044). Diisiik doz

tedavi grubunda serebral kan akimi diizeyleri kontrol grubuna kiyasla yiikselme

serebral kan akimlar1 kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulundu (p

limi olsa da fark anlamli degildi(p=0.167).

egi
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4.7. Acik Alan Lokomoyon Testi Sonuclari

Boliim 3.6’da anlatilan agik alan lokomosyon testinde, yiiksek doz squalene
adenozin ile tedavi edilen grubun, test siiresince kat ettigi mesafe, kontrol grubunda
ortalama kat edilen mesafeye kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.041).
Acik alan testinde sham, kontrol, yliksek doz squalene adenozin ve yiiksek doz
squalene adenozin gruplar1 i¢in katedilen ortanca mesafe degerleri sirasiyla su
sekildedir: 3196 mm, 7774 mm, 6219 mm, 5066 mm. Diisiik doz squalene grubunda
katedilen mesafe kontrol grubuna kiyasla daha yliksek olmak ile beraber, fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Gruplara ait grafik gosterim Sekil 4.7.1°de,
farelerin agik alan testinde katettikleri yolu gosteren ornekler ise Sekil 4.7.2°de

verilmigtir.
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Sekil 4.7.1. Konrol, sham, yiiksek ve diisiik doz squalene gruplarinda farelerin agik
alan lokomosyon testinde katettikleri mesafeleri gosteren grafik. Yiiksek doz tedavi
grubu, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha uzun mesafe katetmistir.
(p=0,041). Control: Kontrol SAK grubu, Squaleneoyl-adenosine high dose: yliksek
doz tedavi grubu, Squaleneoyl-adenosine low dose: diislik doz tedavi grubu.

il

Sham Yliksek doz SgAd Kontrol SAK

Sekil 4.7.2. Kontrol, sham, yiiksek ve diisiik doz squalene gruplarinda farelerin agik
alan lokomosyon testinde katettikleri yollarin izlerine 6rnek.



47

4.8. Kortikal Noronal Dejenerasyon

Denekler kanamanin 24. saatinde letal dozda klorhidrat uygulandiktan sonra
perfiize edilip beyinleri ¢ikarildi. Sham grubunda kortikal néronal dejenerasyona
isaret eden bir bulguya rastlanmazken (Sekil 4.8.1) subaraknoid kanama olusturulan
gruplarin tiimiinde cresyl violet boyamasi ile az ya da ¢ok kortikal néronal
dejenerasyon gosterilebildi. Kontrol SAK, diisikk ve yiliksek doz adenozin ve
squalene gruplarinda, kortikal noronal dejenerasyonun, yaygin bir oriintiiden ziyade
tiim kortikal alanlara yayilmis; ancak yer yer korunmus kortikal néron gruplarinin da
goriildiigii, birbiri arasinda gegise sahip olan yama tarzinda bir goriintii ile temsil
edildigi gozlendi. Benzer bir oriintii, tedavi gruplarinda da; ancak bu sefer subjektif
olarak daha hafif kortikal néronal dejenerasyon bulgularimin eslik ettigi sekliyle
gozlendi (Sekil 4.8.2).
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Sekil 4.8.1. Sham grubuna ait cresyl violet boyamasi. Belirgin ndronal dejenerasyon
goriilmemektedir.
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Sekil 4.8.2. Sham grubu disinda kalan gruplarda cresyl violet boyamasi. Sol siitun
kortikal dejenerasyonun yogun olarak goriildiigii, sag siitun ise nisbi olarak daha az
dejenerasyonun goriildiigii bolgelere 6rnek olarak verilmistir.
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4.9. Kortikal Noronal Apoptoz

Kanama indiiksiyonunun 24. saatinde sakrifiye edilen denekler perfiize
edildikten sonra ¢ikartilan beyinler Cresyl Violet boyasmin disinda, ndronal
apoptozun degerlendirilmesi amactyla TUNEL boyasi ile boyandi. TUNEL boyasi ile
boyanan beyinlerde, cresyl violet ile boyanmada goriinen Oriintliye benzer sekilde,
kortekse yayilmis, daginik apoptotik odaklar goriildii. Sham grubunda apoptotik
odak goriilmezken, apoptoz bulgularinin, kontrol SAK, squalene ve adenozin
grubunda, squalene adenozin gruplarina kiyasla daha belirgin oldugu bulundu. Sekil

4.9.1°’de TUNEL boyamasi yapilan 6rnek kesitler goriilmektedir.
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Sekil 4.9.1. TUNEL boyamasi. Sol siitun TUNEL, orta siitiin DAPI ve sag siitun
flizyon yapilmig goriintiileri icermektedir. Konrol SAK grubunda (a, b, c¢) ¢ok sayida
apoptotik hiicre goriiliirken, sham grubuna ait 6rneklerde (d, e, ) belirgin bir apoptoz
bulgusu yoktur. Adenozin grubundaki (g, h, i) apoptoz bulgulari, diisiik doz (j, k, 1)
ve yliksek doz (m, n, 0) squalene adenozin grubuna kiyasla daha belirgindir.
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4.10. Kortikal Dokuda Intravaskiiler Fibrin Tikaclar

Subaraknoid kanamay1 takip eden 24. saat sonunda, deney gruplar arasinda
ortaya ¢ikan serebral kan akimi farkliliklarinin nedeninin ortaya konulmasi, bu
farkliliklar ile mikrovaskiiler diizeyde meydana gelen bozukluklar arasinda iligki
aranmast amaciyla beyinler Masson’s trichrome (MTC) teknigi ile boyandi ve
intravaskiiler fibrin tikaglarinin varligi arastirildi. Sekil 4.10.1’de MTC ile boyanan
kesitlere ait ornekler goriilmektedir. Sham grubunda, MTC ile neredeyse hic fibrin
tikact goriilmezken, SAK olusturulan gruplarda kortikal mikrovaskiiler yapilarda
intraluminal fibrin tikaglarina rastlandi. Squalene adenozin ile tedavi edilen
farelerde, intravaskiiler fibrin tikaclarinin sayisinin diger gruplara kiyasla daha az

oldugu goriildi.
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Sekil 4.10.1. Deney gruplarinda intraluminal fibrin tikaglari.
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4.11. Gruplardaki Kilo Kaybi

Deneklerin baglangigtaki ve sakrifiye edilmeden 6nce 6lgiilen viicut agriligi
degerlerinde elde edilen degisim yiizdeleri Sekil 4.11.1°de goriilebilir. Buna gore,
gruplar arasinda viicut agirligindaki degisim anlamli bulundu (p<0.001). Post-hoc
analizde, sham grubu ve yiiksek doz squaelene adenozin grubundaki viicut agirlig
kayb1 diger gruplara kiyasla diistiktii(sirasiyla p=0.002, p=0.030). Diisiik doz

squaelene adenozin grubunda ise diger gruplara kiyasla anlaml fark izlenmedi.

0.0
-125 -13.7 -16.5 5.9 -7.0 -15.6 -149
-5.0
|
-10.0

% Kilo kaybi

-20.0

N2
S S
(S (S
o> o>

Sekil 4.11.1. Gruplardaki kilo kaybi. Ad: adenozin, SqAd: squalene adenozin
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5. TARTISMA

Anevrizmal subaraknoid kanama sonrasi gelisen ndrolojik kotiilesmeden
klasik olarak sorumlu tutulan biiylik arter vazospazmi, bu Oliimciil hastalik
hakkindaki bilgi birikimimiz arttik¢a, yerini patofizyolojik siliregte daha c¢ok
sorgulanmaya baglayan erken beyin hasari ve mikrodolagimdaki bozukluklara
birakmaya baslamistir (48). Bu nedenle serebral mikrodolasimda hemen SAK sonrasi
ve takip eden ilk 72 saat igerisinde meydana gelen degisikliklerin hem zamansal hem
de uzaysal ¢ozilinlirliigii yliksek yontemlerle incelenmesi patofizyolojik siireclerin
anlasilmasina katkida bulunacaktir.

Bu tez caligmasinda, yukarida sayilan gerekliliklerden dolayi, literatiirde
daha evvel SAK modellerinde kullanilmamig olan LSCI yontemi kullanilarak, SAK
sonrasi ilk bir saat i¢cinde ve daha sonra SAK’1 takip eden 24. saat sonunda meydana
gelen degisiklikleri tiim serebral kortikal yiizeyi incelemeye olanak verecek sekilde
degerlendirme imkani bulunmustur. Serebral kortikal kan akimi, yine benzer sekilde,
Laser Doppler Flowmetry (LDF) yontemi kullanilarak da degerlendirilebilmektedir;
ancak bu sekilde serebral korteksin belirli bir noktasindan 6l¢iim yapabilecegi igin,
SAK gibi global olarak tiim beyni ilgilendiren patofizyolojik bir siiregte LSCI’nin,
LDF’ye iistiin oldugu diistiniilmiistiir. Sekil 5.1’de SAK sons1 elde edilen kayitlardan
bir 6rnek verilmistir. Bu 6rnekte, LDF ile degerlendirilmesi ancak kafatasinda ¢ok
sayida pencere agilarak ve es zamanli olarak birden ¢ok prob yerlestirilerek miimkiin
olabilecek olan, serebral korteksteki dort farkli arteriyel sulama alanimin zaman
icinde degisen serebral kan akim grafigi verilmistir. Sayilan nedenlerden Otiirii

calisgmamizda serebral kan akimi1 LSCI teknigi ile degerlendirilmistir.
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Sekil 5.1. Kontrol SAK grubu farelerden birine ait serebral kan akimi degisim
grafigi. L MCA: sol orta serebral arter, L ACA: sol anterior serebral arter, R ACA:
sag anterior serebral arter, R MCA: sag orta serebral arter.

Calismada, bazal serebral kan akim degerleri kaydedildikten sonra, SAK
olusturulmus ve kanama indiiksiyonunun ardindan ilk 40 dakika boyunca serebral
kan akiminin degerlendirilmesine devam edilmistir. Calisma protokoliinde bu siirenin
belirlenmesinde iki neden gozetilmistir. Yapilan pilot ¢aligmalar ve Hidayetov ve ark.
tarafindan daha once gergeklestirilmis, kanama sonrasi birinci saati degerlendiren tez
caligmasinda, serebral kan akiminin, SAK indiiksiyonunun yaklasik 15. dakikasinda
baslayip 40-60. dakikalarda, bazal diizeyin altinda plato degerlerine ulasmis oldugu
gosterilmistir. Ayrica genel anestezi siiresinin gereksiz yere uzatildiginda
hemodinamik parametreleri etkileyerek serebral kan akimini bozacagi da
diisliniildiiglinde, bazal kan akimi 6l¢iimiinii takiben SAK sonrasi ilk 40 dakika
olgtime devam edilerek denekler uyandirilmig ardindan 24. saat sonunda serebral kan

akimi degerlendirmesi tekrar edilmistir.
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Bu calisma protokolii ile ilgili olarak tartigilabilecek diger bir konu da
kanama modeli olarak filaman perforasyon tekniginin se¢ilmis olmasidir.
Subaraknoid kanama sonrasi patofizyolojik siiregler esasen pek ¢ok hayvan tiirii ve
pek cok yontem kullanilarak degerlendirilebilmektedir. Kiigiik boyutlari, kolay
tiretilebilmeleri, bakim ve barinma maliyetlerinin diigiik olmasi, transgenik ve knock-
out soylarin Tretilebilmesi nedeniyle, subaraknoid kanama modellerinde fare
kullanilmas1 oldukca avantajlidir (49). Buna ek olarak, serebral kan akiminin tiim
serebral korteksten Ol¢lilmesi planlandigindan, gorece ince ve kolayca drillenerek
kullanilan lazer 15181 dalga boyu i¢in homojen bi¢imde gecirgen hale getirilebilecek
bir kafatasina sahip oldugundan mevcut tez ¢alismasinin fareler ile yapilmasini
gerekli kilmigtir.

Giliniimiize kadar pek c¢ok grup, sisterna magna i¢ine kan enjeksiyonu(50),
intrasisternal ven perforasyonu (51) veya eksternal karotid arterden intraluminal
olarak ilerletilen bir filaman ile Willis poligonunda perforasyon yapmak suretiyle
(52-55) farede SAK modeliyle galigmalar yayimlamistir. intraluminal perforasyon
modeliyle yapilan 6ncii ¢aligmalar farelerde gecikmis serebral vazospazm (52, 56,
57), norolojik disfonksiyon (55, 57, 58), beyin 6demi formasyonu (53, 55) ve
klinikte goriilene benzer olarak %30 civarinda mortalite elde etmistir (53, 55, 57). Bu
bulgulara dayanilarak, filaman perforasyon yonteminin, insanda meydana gelen
aSAK’1 diger metodlara kiyasla daha benzer sekilde simiile ettigi diistiniildiigiinden,
mevcut tez ¢alismasinda da fare filaman perforasyon modeli kullanilmistir.

Literatiire bakildiginda (Bkz. Tablo 2.7.1), fare SAK modellerinde Ishikawa
ve ark. (54) disinda 6/0 naylon kullanilarak SAK olusturulmadigi, siklikla 5/0 naylon
siitiir kullanildig1 goriilmektedir. Bu tez caligmasinda yapilan pilot deneylerde, 5/0
naylon siitiir kullanilarak olusturulan kanama modellerinde, LSCI ile 6lgiilen kan
akimi1 degerlerinin damar okliizyonunda goriilene benzeyen derin iskemik
seviyelerde oldugunun tecriibe edilmesi nedeniyle, deney protokoliine 6/0 naylon
siitiir kullanilarak devam edilmesine karar verilmistir. Literatiirde serebral kan akimi
Olglimlerinin daha o6nce hep LDF ile yapildig1 diislintildiiginde, 5/0 naylon

kullanilarak yapilan ¢alismalarda kan akimi degisikliklerinin farkedilememis olmasi
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ihtimali oldugu gibi, bulgularimizin 6nceki caligmalarla tam bir karsilastirmasi da
miimkiin gozilkkmemektedir; ancak SAK’1 simiile edecek bir modelde kullanilmasi en
uygun olan filaman kalinligima karar verilmeden once bu calismadan elde edilen
serebral kan akimi1 sonuclarinin da akilda tutulmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Filaman perforasyon modelinin bir dezavantaji, islemin kafatas1 kapaliyken
yapiliyor olmasi nedeniyle, damar igerisinden ilerletilen filamanin, arter
perforasyonuna yol a¢ip agmadiginin ve kanama olusup olusmadiginin kesin olarak
bilinememesidir. Her ne kadar, kendi deneylerimizde, filamanin uygun derinlikte
oldugu ve tam kanama oldugunu diisiindiiglimiiz sirada farede birka¢ saniye siiren
solunum depresyonu gelistigini gézlemlemis olsak da, ayni belirsizlik gerekgesi ile
Plesnila grubu, intrakranial basin¢ monitérizasyonu altinda kanama indiiksiyonu tarif
ettikleri bir yontem tarif etmistir (59). Tarif edilen bu metodda, kanama
olusturulmadan 6nce, farenin kafatasina hem LDF probu hem de epidural mesafede
kalacak sekilde ICP probu (Codman ICP Express, Integra LifeSciences, NJ, USA)
yerlestirilmektedir (Sekil 5.2). Kendi c¢alismamizda gergeklestirdigimiz pilot
deneylerdeki gozlemlerimiz, esasen insanda klinik kullanim i¢in gelistirilmis bu ICP
problariin farede kullanima ¢ok uygun olmadig1 yoniindeydi. Nitekim, yine kendi
pilot calismalarimizda, ICP probu yerlestirilen farelerde LSCI ile dlciilen serebral
kan akiminin bazal degerlerin altina indigini gdzlemledik. Literatiirde kanama
konfirmasyonu i¢in ICP monitorizasyonu kullanilan calismalarda serebral kan
akiminda degisimi not edilmemis olmasinin nedeni, bu ¢alismalarda, serebral kan
akiminin yine LDF ile tek bir noktadan degerlendirilmis olmas1 olabilir. Oysa LSCI
ile serebral korteksin genis bir alanindan alinan kan akimi verisi, ICP probu
yerlestirildiginde meydana gelen degisimleri gosterebilmektedir. Sekil 4.1.1°de ICP
probu yerlestirilmesi sonrasinda ve ardindan kanama olusturulmasi ile sol MCA
sulama alaninda meydana gelen degisiklikler verilmistir. ICP probunun
yerlestirilmesi ile olan serebral kan akimi degisikliginin nedeni, ICP probunun
uyguladigi lokal basing nedeniyle olabilecegi gibi, dura mater - kalvaryum iligkisinin

bozulmasi nedeniyle meydana gelen optik degisiklikler de olabilir.
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Sekil 5.2.  Fare kafatasina epidural bolgeye ICP probu yerlestirilmesi. Prob
biiyiikliigiiniin fare kafatasi ile olan iliskisine dikkat ediniz. (Schuller ve ark.(59)’dan
alinmistir)

Subaraknoid kanama modellerinde, 0Ozellikle intraluminal filaman
perforasyon modellerinde, ICP monitérizasyonunun kanamanin konfirme edilmesi
i¢cin her ne kadar gerekli goriilse de, calismamizda vurguladigimiz sekilde, LSCI ile
yiiksek uzaysal ve zamansal ¢oziiniirliikle izlenebilen serebral kan akimi degerleri de
kanamay1 yiiksek hassasiyet ile dogrulamaktadir (Bkz. Sekil 4.3.1 ve 4.3.2). Burada
tartisilmas1 gereken konu, kanama siddeti ile serebral kan akimi degisiklikleri
arasindaki iligkidir; zira kanama indiiksiyonu ile elde edilen daha yiiksek ICP

degerlerinin daha siddetli bir kanamaya yol ag¢tigi c¢ikarimi yapilabilirken,
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calisgmamizda bu c¢ikarimla analoji gosterecek bir degerlendirme yapilmamistir.
Ileride, serebral kan akimindaki degisimler ile kanamanin hemen sonrasinda
sakrifiye edilen hayvanlarda Orne8in Sugawara skoru (60) ile degerlendirme
yapilarak kan akimi degisimi-kanama siddeti iliskisini gosterecek c¢alismalar
planlanabilir.

Literatiire baktigimizda, adenozin’in hizla metobolize edilmesi nedeniyle,
adenozin ile ilgili yolaklar ve subaraknoid kanamaya etkisi ile iliskili calismalarin, ya
adenozin analoglari ile ya da adenozin reseptorleri lizerinden yapildigini gérmekteyiz
(61-64). Lin ve ark. si¢an sisternal enjeksiyon SAK modelinde adenozin Axa reseptor
analogu olan CGS 21680°nin, kanamanin 48. saatinde degerlendirilen vazospazm
bulgularint hafiflettigini ve endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
ekspresyonundaki baskiyr azalttigin1 bildirmistir(62). Benzer sekilde adenozin 24
reseptorlerinde agonist etki gosteren ATL-146e de rodent femoral arter vazospazm
modelinde, vazospazm bulgularinda azalmaya neden olmustur(61). Luo ve ark. SAK
ve adenozin Az reseptorleri {lizerinden inflamasyonun etkilerini arastirdiklar
calismasinda, Az agonisti olan 2-chloro-N6-(3-iodobenzyl)-adenosine-50-N-
methyluronamide (CL-IB-MECA) ile mikroglial aktivitede diislis gostermis, TNF-
alpha ve IL-beta ekspresyonunda azalma oldugunu belirtmiglerdir. Bu sayede
norolojik hasarda ve beyin 6deminde azalma saglayabilmislerdir(63). Bu bulgularin
aksine, Sehba ve ark. Aza adenozin reseptor - knockout fareler ve wild-type fareler
iizerinde gergeklestirdikleri SAK modelinde, knock-out farelerde vazospazm sonucu
damar ¢aplarindaki daralmanin ve tip IV kollajene ait boyanmanin daha az oldugunu
gostermislerdir(64). Literatliirde verilen bu bugular celiskili goriinmekle birlike,
ortaya ¢ikan sonug¢ farkliliklar1 esasen adenozin reseptdr agonistlerinin farkli
adenozin reseptor tipleri ile farkli derecelerde etkilesime geg¢mesine ve selektif
etkinin var olmamasina bagli olabilir. In-vitro ¢alismalarda, ligand-reseptor
etkilesimini arastirmak agisidan afinite-bazli ayrim yapilmasi nisbi olarak kolayken,
in-vivo c¢aligmalarda reseptor seciciliini degerlendirmek daha zordur. Adenozin
analoglar1 yerine, intrinsik bir molekiil olan adenozinin kullanilmasi bu baglamda

daha faydali olabilir.
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Gaudin ve ark. adenozini dogal bir lipit olan squalene ile konjiige ederek
adenozinin hizla metabolize edilmesinin Oniline gegmis ve nodrovaskiiler {nite ile
uzun siire etkilesim halinde kalmasina olanak saglamistir. Bu sayede, iskemik inme
modelinde farelerde meydana gelen enfarkt hacimlerinde azalma saglamis ve kontrol
grubuna kiyasla yiiksek norolojik islev skorlar bildirmistir (4).

Bu tez calismasinda SAK olusturulan tiim gruplarda, SAK sonras1 serebral
kan akimi global olarak %60 civarinda bir diisiis gostermistir. Yirmidordiincii saat
sonrasinda elde edilem serebral kan akimi degerleri, kontrol gruplarinda hafif bir
yiikkselme gosterse de bazal degerlerin altinda kalmistir. Bunun aksine yiiksek doz
squalene-adenozin verilen gruplarda, 24. saat kan akimi degerlerinin anlamh
derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. Calismamizda, histolojik bugular, serebral
kan akimi verileri ile paralellik gostermektedir. Kontrol gruplarinda Cresyl violet,
TUNEL ve MTC boyalarn ile elde edilen ndronal dejenerasyon, apoptoz ve
intraluminal piht1 tikaglara ait bulgular literatiirde verilen orneklerle benzerdir (4,
65). Bununla beraber tedavi gruplarinda, ndronal dejenerasyon, apoptoz ve
intravaskiiler tika¢ bulgular1 var olmakla beraber daha az yogunlukta izlenmistir.
Yine Gaudin’in (4) ¢alismasindaki bulgularla paralellik gosterecek sekilde, mevcut
caligmada agik alan lokomosyon testi ile degerlendirilen fonksiyonel dlgiitler, yiliksek
doz tedavi grubunda daha iyi bulunmustur. Diisiik doz tedavi grubunda, serebral kan
akimi degerleri ve lokomotor aktivite skorlarinda bir diizelme egilim olsa da kontrol
grubu ile arasinda anlamli fark gosterilememistir. Bunun nedeni squalene adenozinin
doz bagiml bir etki gostermesi olabilecegi gibi, deney grubu sayisinin fazla olmasi
nedeniyle post-hoc analizlerde alpha degerinin ¢ok diismesi de sonucu etkiliyor
olabilir. Bu nedenle ileride, bu caligmalarda elde edilen veriler 1s181nda daha az grup
sayist ile deneyler tasarlanabilir.

Bu ¢alismada, kullanilan fonksiyonel 6l¢iit, deneklerin kanamayi takip eden
24. saatteki lokomotor aktivitesidir. Deneyde farelerin ndérolojik skorlarinin
degerlendirilmesinde, literatiirde yaygin olarak bildirilen Olgiitlerin neden
kullanilmadig1 noktasinda hakli bir elestiri gelebilir. Esasen inme modelleri igin

gelistirilmis pek ¢ok fonksiyonel 6l¢iit mevcuttur. Modifiye Bederson skoru, Katz
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skoru, Garcia Skoru ve Parra skoru pek ¢ok skorlama sisteminden birkagidir(66);
ancak norolojik skorlama sistemleri ile ilgili en 6nemli sorunlardan biri, bunlarin
fokal iskemi, en sik da orta serebral arter iskemi modelleri i¢in gelistirilmis
olmalaridir. Subaraknoid kanama modeliyle, deneklerde fokal iskemi bulgular
nadiren gelisebilmekle beraber, cogu denekte fokal norolojik bulgulardan ziyade
hafiza, gorsel-uzamsal anlamlandirma (visuospatial construction) ve yliriitme
islevlerinde (executive function) defisitler olusmaktadir (67). Gergekten de,
calismamizda Garcia skoru ile degerlendirilen gruplar arasinda belirgin fark
saptanmamistir (paylasilmamis veri). Bunun nedeni iskemi modellerinde kullanilan
test skorlarindaki standart sapmanin biiylik olmasi ile agiklanabilir (Sekil 6.3). Agik
alan testi ise, oldukca az kullanilmis ve norodavranigsal degerlendirme konusunda
heyecan verici firsatlar vaadeden bir testtir (68). Literatiirde, sican SAK modelinde
acik alan testi kullanilan iki (69, 70), fare SAK modelinde agik alan testi kullanilan
bir calisma mevcuttur (71). Bu c¢alismalarin ikisi, SAK sonrasi ambulatuvar
aktivitenin sham grubuna kiyasla diisik oldugunu gostermistir. Mevcut tez
caligmasindaki lokomotor aktivite bulgulari, literatiirdeki kisith sayida ornekle
paralellik gostermektedir. Bu bulgular, her ne kadar validasyon gerektirse de ileriki
caligmalarda, agik alan lokomosyon testi, norolojik skorlama yontemleri ve kanama
siddeti arasindaki iligkiyi gosterecek ¢alismalar i¢in Oncii olabilir.

Deneklerin viicut agirligindaki degisimler de kismen beslenme ve i¢gme
davranislarindaki olusan degisiklikleri yansitmasi agisinda énemlidir (67). Ornegin
sicanlarda sisternal kan enjeksiyonu sonrasi istahin azaldigr ve 3 ila 5 giin i¢inde
normale donme egilimi gosterdigi bildilmistir (67). Bizim ¢alismamizda da sham ve
yuksek doz squalene adenozin tedavi gruplarinda viicut agirliklarinda diger gruplara
kiyasla anlamli derecede daha diisiik diizeyde azalma goriilmiistiir. Bu bulgular genel

olarak denegin iyilik halini yansitiyor olabilir.
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Scoring System Mean SD

Modified Bederson Score

Day 1
Sham 4.923 0.2774
SAH 3.350 1.568
Day 2
Sham 4.923 0.2774
SAH 3.667 2.093
Day 3
Sham 5.000 0.000
SAH 4.000 1.604
Katz Score
Day 1
Sham 5.231 8.604
SAH 28.27 23.51
Day 2
Sham 1.000 1.915
SAH 24.67 24.39
Day 3
Sham 1.000 1.915
SAH 16.92 1.115
Garcia Neuroscore
Day 1
Sham 16.92 1.124
SAH 11.15 5.008
Day 2
Sham 16.69 1.377
SAH 11.73 5.849
Day 3
Sham 16.85 1.625
SAH 12.40 5.422
Parra Neuroscore
Day 1
Sham 25.56 1.315
SAH 19.60 5.795
Day 2
Sham 25.44 1.365
SAH 19.13 6.589
Day 3
Sham 26.19 0.9106
SAH 19.93 6.829

Tablo. 5.3. Norolojik degerlenendirme skorlar1 ve standart sapma degerleri
(Matsumura ve ark. (66)’dan alinmistir).
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6. SONUC

Bu tez calismasinda

LSCI kullanilarak serebral kan akimi 6l¢iimii ile, filaman perforasyon modelinde

kanama konfirmasyonu yapilabildigi,

Subaraknoid kanama olusturulan deneklerde, hiperakut donemde serebral kan

akiminda %60’ a varan diisiis gozlendigi,

Kanamay takip eden 24. saatte serebral kan akiminin, hemen kanama sonrasi
degerlere kiyasla bir miktar diizeldigi; ancak bu diizelmenin sadece yiiksek doz

tedavi grubunda anlamli diizeylere ulastigi,

Kanama sonrast uygulanan agik alan testi ile degerlendirilen lokomotor
aktivitenin sham grubu ile kanama gruplar1 arasinda anlamli derecede farkli
oldugu, tedavi gruplarinda ise fonkisyonel Olgiitlerde diizelme seklinde bir

egilim oldugu,

Cresyl-violet, TUNEL ve MTC boyamalar1 ile kanama olusturulan gruplarda,
sham grubundan farkli olarak ndronal dejenerasyon, apoptoz ve intravaskiiler
fibrin tikaclar1 gosterilebildigi, bu bulgularin tedavi gruplarinda daha hafif
oldugu

gosterilmistir.
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