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OZET

Subaraknoid kanama sonrasi gelisen vazospazmin meydana gelisi ve olusum
mekanizmalart ile ilgili yapilan klinik ve labaratuar ¢aligmalar neticesinde, bu patolojik
durumun multifaktoriyel ve igice girmis bir ¢ok biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda

olustugu diisiiniilmektedir.

Ancak anevrizma riiptiirii neticesinde subaraknoid alana olan kanamada
eritrositlerin hemolizi sonucunda ortaya ¢ikan oksihemoglobinin, vaskiiler ve ndronal
yapilarda patolojik siireci baglatan bir ¢ok reaksiyonda rol almasi nedeniyle vazospazmin
olusumuna neden olan en 6nemli faktorlerden biri oldugu kabul edilmektedir. Bununla
beraber hemoglobine olan affinitesi oksijenden 1000 kat daha fazla oldugu tespit edilen
Nitrik oksid adlt molekiiler yapinin kesfiyle beraber, SAK sonras1 miktarinin azalmasinin,
vazospazm gelisiminde c¢ok Onemli bir faktdor oldugu ileri siiriilmektedir(1).
Oksihemoglobinin ve diger kan hiicrelerinin kanama sahasinda baglattigi inflamasyon,
serbest radikal iiretimi, lipid peroksidasyonu ve apopitoz, vaskiiler yapilarda vazospazma
neden olarak damarsal yapilarin konstrikte olmasina ve néronal ve vaskiiler yapilarin
iskemiye girmesine neden olmaktadir. Vaskiiler endotelyal hiicrelerde olan bu hasar ve
serbest radikal iiretimi nedeniyle NO’in hem yapimi azalmakta hemde varolan NO
tilketilerek damarlar konstrikte olmaktadir. Bu amacgla vazodilatatér, antienflamatuar,
antioksidan ve serebral kan akimi regiilasyon 0Ozellikleri olan NO’in miktarinin
arttirtlmasinin  vazospazmda iyi bir tedavi segenegi olacagini diislindiik. Bu amagla
fosfodiesteraz V inhibitor etkisi ile NO-cGMP yolaginin artimina neden olan, klinikte
erektil disfonksiyon ve pulmoner hipertansiyon tedavisinde kullanilan sildenafil sitratin
vazospazm tedavisindeki etkilerini arastirmak amaciyla deneysel ¢alismamizi

gergeklestirdik.

Bu calismada 7 adet Sprague-Dawley cinsi agirliklar1 245-550 gr arasi olan erkek
ratlardan olusan 4 grup olusturuldu. Grup 1’de yer alan ratlara hi¢ bir islem uygulanmadan
sakrifikasyon uygulandi. Grup 2’de yer alan ratlarin sisterna magnalarma 0.4 cc/kg’a
otolog arteryal kan verilerek deneysel subaraknoid kanama olusturuldu. Grup 3’te yer alan
ratlara aynm1 sekilde subaraknoid kanama olusturularak kanamadan hemen sonra 5

mg/kg/giin sildenafil oral olarak verildi. Grup 4’te yer alan ratlarada ayni1 usulde deneysel
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subaraknoid kanama olusturularak kanamadan hemen sonra 15 mg/kg/giin sildenafil oral
verildi. Deneyde, Ostrojenin iskemide eksitoksisiteyi, glutamat reseptor etkinligini ve
immun enflamasyonu azaltarak akson myelinizasyonunu sinaptogenezisi ve dendritik

dallanmay arttirarak noroprotektif etki gdstermesi nedeniyle erkek rat kullanildi(2).

Subaraknoid kanama yapilan tiim ratlar 48.saatte sakrifiye edildi. Tiim ratlarin
baziller arterlerinden 3’er kesit alinarak baziller arterin ¢ap1 freeware imaj analiz sistemleri
(ImagelJ, version 1.341; National Institutes of Health, Bethesda, MD) bilgisayar programi
ile olgiildii. Lipid peroksidasyon degerleri icin baziller arterin besledigi serebellumdan
ornekler alind1 ve tiyo barbitiirik asit yontemi ile nmolTBA/g yas doku olarak hesaplandi.
Gruplardaki baziller arter kesitlerindeki apopitozu gostermek amaciyla In Situ Cell
Detection Kit, POD (Roche, Germany) kullanildi. Apopitotik indeks immiinreaktif
nukleuslarin total endotel hiicre sayisina orani ile hesaplandi. Sonuglar yilizde olarak ifade
edildi. Buna gore boyanma saptanmayan kesitler Grade 0, %0-24 oraninda apopitoz Grade
1, %25-49 arasindakiler Grade 2, %50-74 arasindakiler Grade 3 ve %75-100 oraninda
arteriyal apopitotik hiicre boyanmasi gosterenler Grade 4 olarak ifade edildi. In Situ Cell
Detection Kit ile yapilan ¢alismalarda apopitotik hiicrelerle beraber nekrotik hiicrelerde de
TUNEL reaksiyonunun yanlig pozitif reaksiyona neden olmasindan dolay1 kaspaz 3,
kaspaz 8, p53 ve sitokrom c¢ adli apopitotik markerlarda ¢aligilmistir(3). Calismamizda
sitokrom c¢’yi apopitotik mitokondriyal yolagi, kaspaz 8’1 kaspaz bagimli yolagi, kaspaz
3’1 kaspaz bagimli ve bagimsiz yolun ortak iiriinii, p53°l ise tiim apopitotik silirecin en

onemli marker1 oldugu i¢in kullandik(100,101).

Buna gore SAK grubundaki ratlarin baziller arterler kesit alanlarmin kontrol
grubuna gore %57 oraninda daraldigi, sildenafil S5Smg/kg/giin verilen grupta ise daralmanin
kontrol grubu olan grup 1’e gore %16.8 oldugu tespit edildi. Sildenafil 15 mg/kg/gilin
verilen grupta ise bu daralmanin %7.1 oldugu goriildii. Elde edilen kesit alanlar1 istatiksel
acidan Post Hoc Tukey testi ile karsilastirildiginda sildenafilin vazospazma kars1 koruyucu
etkisinin oldugu saptandi (p<0.0001). Lipid peroksid degerlerine bakildiginda SAK
olusturulan Grup 2’deki lipid peroksid degerinin kontrol grubu olan grup 1’e gore belirgin
olarak arttig1 goriildii. Tedavi gruplarindaki lipid peroksid miktarlarimin grup 2’deki
degerlere gore anlamli derecede azaldig: tespit edildi (p<0.0001). Gruplardaki In Situ Cell
Detection Kit (POD (Roche, Germany) ile yapilan immunohistokimyasal boyama yontemi
ile apopitotik hiicre oranlarina baktigimizda grup 2, 3 ve 4’teki apopitotik hiicre

ylizdelerinin sirasiyla %88, %83 ve %81 oldugu, kontrol grubundaki apopitotik hiicre
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ylizdesinin %0 oldugu saptandi. Kaspaz 3, kaspaz 8, sitokrom c ve p53 ile yapilan
incelemede herhangi bir islem yapilmayan kontrol grubu grup 1de endotelyal hiicrelerde
apopitotik bir boyanma saptanmazken, tedavi gruplari ile SAK grubu arasinda apopitotik
endotelyal hiicreler incelendiginde herhangi bir fark saptanmadi. Tedavi gruplarinin

apopitoz lizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 goriildii.

Sonuglar dahilinde sildenafilin vazospastik damarlar {izerindeki iyilestirici etkisi ve
lipid peroksidasyonunu o©nlemedeki anlamli sonuglar1 nedeniyle yakin gelecekte
vazospazm tedavisinde yer alabilecek bir ilag olduguna inaniyoruz. Apopitozu
engellemenin vazospazm olusumunu engellemeyecegini, vaskiiler ve noéronal hiicreleri
canli tutmada yeterli olmadigini, tedavinin amaciin ve asil dnem verilmesi gereken
konunun kan pihtisinin kimyasal reaksiyonlarint engellemek, lipid peroksidasyon

olusumunu 6nlemek ve NO miktarini arttirmak oldugunu diigiiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Subaraknoid kanama, Vazospazm, apopitoz, lipid

peroksidasyonu, sildenafil.
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ABSTRACT

After fulfilling many clinical and experimental studies about the mechanism of
cerebral vasospasm following subarachnoidal hemorrhage, it is thought that this

pathologic disease to become after many connecting reactions and it is multifactorial.

It is widely accepted that oxyhemoglobine, appearing following hemolysis of
erythrocytes in the subarachnoidal space as a result of bleeding after rupture of an
aneurysm, is the most important factor in the pathogenesis of vasospasm because of acting
in many reactions causing the pathological process against the vascular and neuronal
tissues. However since the discovery that nitric oxide, an endothelial derived relaxing
factor has 1000 times higher affinity for hemoglobin than oxygen, it is put forward that
decreased NO availibility following SAH is one of the most important factor in
vasospasm(1). Vasoconstriction, vasospasm of the vessels and ischemia in the neurons and
vascular tissue cells is the cause of inflammation, free radical production, lipid
peroxidation and apoptosis developing after oxyhemoglobin and other blood products.
Because of the damage in the vascular endothelial cells and production of free radicals,
either decreasing NO availibility or running out of the present NO, cause of conctriction of
the vessels. As we take into consideration of decreased levels of NO and antiinflamatuar,
vasodilatation, antioxidan and cerebral blood flow regulation effect of NO; we thought that
increasing the amount of NO availibility would be a good option in the treatment of
vasospasm. We carried out our experimental study aiming at searching out the effect of
sildenafil citrate PDE V inhibitor on cerebral vasospasm, which are currently approved for
the treatment of erectil dysfunction and pulmonary hypertension by increasing NO-cGMP
pathway.

In this study 7 male Sprague-Dawley rats weighting between 245-550 grams were
grouped into 4 groups. In group 2 ,3 and 4 the cisterna magna was aseptically punctured
with a needle and 0.5 ml/kg of autologous arterial blood obtained by directly puncturing
the femoral artery was slowly injected intracisternally. Group 1 (Control) rats were
sacrificed and submitted to biochemical study without surgical manipulation. Group 3 and
group 4 after administering the blood intracisternally, received 5 mg/kg and 15 mg/kg
sildenafil respectively for 2 days, respectively. Estrogen has a neuroprotective effect by

decreasing excitotoxicity, glutamate receptor activity and immun inflamation and by
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increasing axonal myelinization, synaptogenesis and dendtritic branch so that we used

male rats in the experiment.

All rats were decapitated following sacrification using high dose anesthetic agent
on the second day. The rats basillary artery were sectioned from three seperate zones and
three sections were obtained from each rat. Basillary artery luminal sectional areas were
measured using freeware computerized image-analyse systems (Imagel, version 1.341;
National Institutes of Health, Bethesda, MD). For lipid peroxidation study cerebellum
section samples from the rats fed by basillary artery were taken. The concentration of lipid
preoxides was measured by thiobarbituric acid test. Immunohistology using the ApopTag
Peroxidase In Situ Apoptosis Cell Detection Kit, POD (Roche, Germany) was used to
demonstrate apoptosis in a cross section of basillary artery. Apoptotic index was calculated
as the number of the immunoreactive nuclei per total number of endothelial cells,
expressed as a percentage. No positive staining of endothelial cells with the ApopTag have
been expressed as Grade 0, 0-24% immunostaining of endothelial cells as Grade 1, 25-49%
as Grade 2, 50-74% as Grade 3, 75-100% immunostaining of endothelial cells have been
expressed by Grade 4. Considering possible false positive results in TUNEL reaction in
necrotic cells, each section was immunostained using for p53 (Clone Pab 240, mouse
monoclonal antibody, NeoMarkers), caspase 3 (CPP32, NeoMarkers), caspase 8 (FLICE,
NeoMarkers) and cytochrome ¢ (Clone 7HS8.2C12, mouse monoclonal antibody,
NeoMarkers). Under light microscope examination, the positivity for all of these
antibodies was calculated as positive and negative in the endothelial cells of basillary
artery. In our atudy we used cytochrome c, representing the apoptotic mithocondrial
pathway; caspase 8 respresenting the caspase dependent pathway, caspase 3 representing
the both caspase dependent and independent pathway and p53 playing the essential role in

the whole apoptotic cascade.

In the SAH group(Group 2) the basillary artery circumferences constriction rate
was 61.7% compared with the control group (Group 1). In the SC (5mg/kg)-treated SAH
group, the basillary artery circumference contriction rate was 16.8% and in the SC-treated
15mg/kg SAH group this rate was 7.1% compared with the control group (Group 1). For
the comparison of the effect of SC treatment after SAH, a Post Hoc Tukey test was
performed between the groups. P value was less than 0.05 was considered significant. The

results of group 1 between group 2, group 1 between group 3 and group 1 between group 4
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was regarded as statistically significant (p<0.0001). As we take a look at the lipid peroxide
results , lipid peroxide values in SAH group (group 2) was significantly higher compared
with gruop 1(p<0.0001). the lipid peroxide values in the treatment groups (group 3 and
group 4) was significantly decreased compared with group 2 (p<0.0001). We observed that
sildenafil has prevented lipid peroxidation. The apoptotic cells rate, the immunostaining
with In Situ Cell Detection Kit (POD (Roche, Germany)in the groups were 0%, 88%, 83%
and 81%, respectively. With the immunostaining using for p53, caspase 3, caspase 8 and
cytochrome c, there was no actual apoptotic nuclei in group 1. In group 2, 3 and 4 there
was no significant difference in the number of apoptotic nuclei among these groups. In

conclusion no preventing effect of sildenafil has been detected against apoptosis.

In conclusion, we believe sildenafil will take a part in the treatment of vasospasm
in the future because of improving effect on the vessels and preventing effect of lipid
peroxidation. We think that impeding apoptosis is not enough to cure vasospasm and not
enough to keep the cells alive; the main aim of the treatment and the most important issue
is to hinder the chemical reactions of the blood cells in the subarachnoid region and lipid

peroxidation and to increase NO availibility.

Key Words: Subarachnoidal hemorrhage, Vasospasm, apoptosis, lipid

peroxidation, sildenafil.
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1. GIRIS

Bir intrakranial anevrizmanin riiptiire olmasi subaraknoid mesafeye yaklasik olarak
150 ml taze kan salinmasina ve arterlerin lokalize oldugu araknoid sisternlerin kan ile
dolmasina neden olur. Subaraknoid mesafedeki kan miktar arttikga vazospazm gelisme
riskide artar. Ortamda bulunan kandaki eritrositlerin pargalanmasi ile agiga c¢ikan
oksihemoglobin, methemoglobine doéniisiimii sirasinda serbest radikal olusumu goézlenir.
Serbest radikaller vaskiiler ve noronal yapilarda lipid peroksidasyonunu baslatirlar. Lipid
peroksidasyonu neticesinde olusan lipid radikalleri, serbest radikaller ve oksihemoglobin
hiicre membran yapisinin bozulmasina bdylece hiicre membran potansiyelinin
olusamamasina ve hiicre i¢i kalsiyum birikimi ile hiicre 6liimiine neden olur. Vaskiiler
endotel hiicrelerindeki bu 6liim vaskiiler permeabilitenin artmasina, endotelyal hiicrelerin
saglam oldugu zamanda var olan endoteliuma bagimhi vazodilatasyon ve
vazokonstriksiyon dengesinin bozulmasina neden olur. Vaskiiler endotelyal hiicre hasari
sonras1 endotelyumdan iiretilen NO miktarinda azalma olur. Bununla beraber ortamda
yapimu artan superoksidler NO’1 peroksinitrite doniistiiriir. Boylece hem oksihemoglobinin
tiretimini arttirmast hemde NO tiikenmesi nedeniyle (-) feed-back etkisi gosterememesi
sonucu normalde vaskiiler tonusun diizenlenmesinde 6nemli faktdr olan NO/endotelin
dengesi endotelin lehine bozulur. Endotelin (6zellikle endotelin-1) bilinen en giiglii

vazokonstriktor ajandir. Serebral damarlar1 vazokonstriksiyona ugratir (7,8,28,30).

Normal sartlar altinda vaskiiler endotelyumdan salinan NO guanil siklaz1 aktive
ederek GTP’den ¢cGMP olusumuna yol acar. cGMP’de K’ kanallarim1 aktive ederek
hiicrenin hiperpolarize olmasina saglayarak vede fosfokinaz G yolu ile vaskiiler
dilatasyona neden olur. NO’in ayn1 zamanda 6zellikle SAK sonrasi diiz kas hiicrelerinde
ve adventisyal fibroblastlarda yapimi artan ve superoksid olusumunda rol alan NADPH
oksidaz adli enzim {izerine inhibe edici etkisi vardir. NO’in 16kosit adhezyonunu saglayan
ICAM-1, VCAM-1 ve P-selektin gibi adhezyon molekiillerinin salinmini azalttigida
bilinmektedir. NO diizeyinin azalmasi var olan inflamasyonun dahada siddetlenmesine
neden olacaktir. Tiim bu siire¢ sonunda inflamasyon, serbest radikal iiretimi, lipid

peroksidasyonu, NO miktarinin azalmasi, vaskiiler yapilarda apopitotik degisim



vazospazmin kliniginin olugsmasina neden olmakta SAK sonras1t morbiditeyi ve mortaliteyi

biiylik oranda arttirmaktadir (5,15,91).

Sildenafil sitrat yapisal olarak bronkodilator olan zaprinasta benzeyen bir
pirazolomidion derivesidir. Klinikte rutin olarak erektil disfonksiyon ve pulmoner
hipertansiyon tedavisinde kullanilan selektif bir tip V fosfodiesteraz inhibitoriidiir.
Sildenafil sitratin a¢ karnina oral alindiginda emilimi olduk¢a hizlidir. Sildenafilin

yarilanma Omrii insanlarda 2.4 saat, erkek ratlarda 0.3 saattir (6).

Tiim bu siire¢ sonunda inflamasyon, serbest radikal tiretimi, lipid peroksidasyonu,
NO miktarinin azalmasi, vaskiiler yapilarda apopitotik degisim vazospazmin kliniginin
olugsmasina neden olmakta SAK sonrast morbiditeyi ve mortaliteyi biiyilkk oranda

arttirmaktadir.

SAK sonrast meydana gelen vaskiiler endotelyal zedelenme sonrasi kan diizeyi
diisen NO’i arttirmak amaciyla fosfodiesteraz V’i inhibe ederek NO-cGMP yolagini
arttiran klinikte bu amacla erektil disfonsiyon ve pulmoner hipertansiyon tedavisinde
kullanilan sildenafil sitratin deneysel subaraknoid kanama sonrasinda serebral arterlerde
olusan vazospazm, lipid peroksidasyonu ve apopitoza karsi koruyucu ve tedavi edici etkisi

incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SUBARAKNOID KANAMA

Subaraknoid kanama vakalarinin %85°de kanamanin kaynagi intrakranial riiptiire
anevrizmalardir ve 10/100000 kiside goriilmektedir. En sik goriilen anevrizma tipi sakkiiler
anevrizmalardir ve olugsmasinda multifaktoriyel nedenler yer alir. Arteryel bifurkasyondaki
hemodinamik stres, konjenital medial defektler, dejeneratif arteryel duvar degisilikleri,
hipertansiyon, sigara i¢gme, ateroskleroz, alkol alimi gibi nedenler anevrizma gelisiminde
ve riiptiiriinde rol alir. Subaraknoid kanama genellikle 50°1i yaslardaki insanlarda goriiliir
ve kadinlarda erkeklere oranla 1.5 kat daha siktir.Herhangi ani baslangi¢cli bas agrisina
(siddetli veya hi¢ beklenemedik) aksi kanitlanmadigi slirece SAK 0n tanisiyla
yaklagilmalidir (114,115,116,117).

Bulanti, kusma, biling kayb1 veya BOS’daki kan iiriinlerinin neden oldugu
irritasyona bagli meningismus gelisimi (ense sertligi, fotofobi, brudzinski ve kernig
bulgular1) SAK kliniginde goriilebilir, ancak sadece ani baglangichi bas agrisida SAK
kliniginde goriilen tek bulgu olabilir (114,115).

Yanlis teshis ciddi sonuglarla beraber biiyiik problemlere neden olur. Anevrizmadan

tekrar kanama olmasi ilk kanamadan sonra goriilen klinikten daha kotii prognoza sahiptir.

SAK’m teshisinde Onerilen ilk tetkik kontrastsiz kranial tomografidir. CT’de
hastalarin %95’de anevrizma riiptlirii sonras1 ilk 24 saatte subaraknoid sisternlerdeki

yiiksek dansiteli kan pihtis1 goriiliir (118).

CT’de teshis edilmis SAKI1 hastada bir sonraki tetkik CT anjio olmalidir. CT scan
sonrast ¢ogu anevrizmay1 teshis etmede nispeten non invaze, hizli bir metodtur. Ancak
SAK’li hastada E. Moniz tarafindan 1927 yilinda gelistirilen serebral arteriogram

anevrizmal SAK teshisinde altin standart metodtur. Hizli ve basaril1 bir anevrizma cerrahisi



tekrar kanamay1 6nlemede vazospazm ve apopitoz gelisme riskini azaltmada ve klinigin

daha iyi bir prognoza sahip olmasinda anahtar bir rol oynar (119).

Tablo 2.1. Subaraknoid kanama sonrasi gelisen komplikasyonlar

1. Erken ve ge¢ donemde hidrosefali gelismesi

Riiptiire anevrizmali hastalarin %15-20’sinde subaraknoid mesafedeki kan ile
iliskili hidrosefali goriilebilir.

2. Nobet (%3-26)

3.  EKG degisiklikleri (QT uzamasi, ST depresyon)
4. Hiponatremi

5. Serebral 6dem

6. Vazospazm

2.2. KLINIK VAZOSPAZM

Serebral arterlerin vazospazmi, SAK sonrast morbidite ve mortalitenin major
nedenlerinden birisidir. Rebleeding anevrizmal riiptiiriin en korkulan komplikasyonu
olmasina ragmen vazospazm Oliim ve norolojik sekellerin primer potansiyel reversible
nedenidir. Serebral vazospazm SAK sonrasi genellikle 4.-12. giinler arasinda gelisir, 6.-8.
giinler arasinda pik yapar ve ikinci haftada c¢oziiliir. Vazospazm gelismesinde risk
faktorleri; CT de tespit edilen sisternlerdeki kan (kalinligi Smm. den fazla ise vazospazm
gelisme riski %96°dir.), kotii norolojik seviye, dnceden varolan hipertansiyon, sigara igme
hikayesidir. Anevrizmal kanama sonrasi hastanin kliniginin kotiilesmesini vazospazma
baglh oldugunu, klinigini bozan diger nedenleri elendikten sonra soOyleyebiliriz. Bu
nedenler hiponatremi, sepsis, hipoksi, hidrosefali ve postiktal paralizi ile birlikte olan
nobetlerdir. Vazospazm gelisme riskini azaltmak ic¢in hipovolemiden kacinmak,
hipotansiyon ve hiponatremiye karsi onlem almak gerekmektedir. Cesitli non randomize

klinik calismalarda intraoperatif veya postoperatif kataterle verilen fibrinolitik ajanlarin
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(rTPA,urokinaz) vazospazmin gelisimini azatti§i gosterilmistir. Cerrahi  sonrasi
semptomatik serebral vazospazm gelisen hastalara uygulanacak tedavide oncelikle
intravendz sivi replasmanini arttirmak vardir. Sivi replasmani ile tansiyon artar, kardiak
output artar ve serebral perflizyon basinci artar. Semptomatik vazospazmin tedavisinde
oldukca yaygin goriilen 3H tedavisinin (hipervolemi, hemodilusyon, hipertansiyon) yarari
heniiz tam olarak teyit edilememistir. Ancak mevcut literatiirde bu tarz tedaviyle bildirilen
basarili sonuglar alinan vaka serileri bulunmaktadir. Ancak bu yaymlar vazospazm

tedavisinde rehber olacak yeterli kanit1 barindirmamaktadir (120,121).

Bu bilgiler 1s181nda 6nerilen tedavi sekli sematik olarak anlatilmistir.

Erken anevrizma cerrahisi

J

Serebral iskemi bulgulari konjestif veya iskemik kalp hasta-
g1 hikayesi

Hct 35, Hb>10 olacak sekilde olmasi pulmoner arter kateterizasyonu ve
Hipervolemi veya direk anjioplasti
(CVP 8-10, PCWP 14-16 mmHg)

Inotropik ajan tedavisi

(dopamin veya dobutamln) kan basincr>200 mmHg ama
ﬂ ﬂ Klinik cevap yok

Klinik cevap klinik iyilesme yok infarkt agisindan CT ¢ekimi
ve/veya kan basinci infarkt yok ise
artim1 yok

fenilefrin veya norefrin balon anjioplasti

(alfa agonist) ajan infiiz- perkutanz transluminal balon

yonun eklenmesi anjioplasti (TBA)

Tablo 2.2. Vazospazm tedavi semasi

SAK sonucu olusan injurynin altta yatan mekanizmalarini aydinlatmaya yonelik
calismalar devam etmesine ragmen, klinik durum iyi tarif edilmis ve dokiimante edilmistir.
Anjiografik olarak spazm saptanan hastalarin yaklasik yarisinda iskemik nérolojik sekel
gelisir. Anjiografik ve klinik vazospazmin ilk 3 giin icerisinde goriilmesi olduk¢a nadirdir.
Serebral vazospazmin teshisinde klinik ve radyolojik olarak korelasyon gerekir. Anjiografi

vazospazmi saptamada gold standart tan1 yontemi olmasina ragmen, transkranial doppler



ultrasonografide tanida kullanilabilir. TCD serebral vaskiiler akim hizin1 6lgebilen giivenli
ve non-invaziv tani yontemidir. Middle serebral arter akim hizinin 20 cm/sn.’den biiyiik
oldugu hastalar yiiksek klinik spazm riskine sahiptirler. Kanama sonrasi vazospazm
gelisimi basal sisternlerdeki kan miktarina baglidir. Pasqualin ve arkadaglarinin 309
vakalikk seri caligmalarinda yetiskin  anevrizma hastalarinin  yapilan  kranial
tomografilerinde kalin sisternal kan tabakasina sahip olanlarda vazospazm gelisme riski
%351 iken, ¢ok ince kan tabakalar1 olan hastalarda vazospazm gelisme riskinin %2

oldugunu yayinlamislardir (122,123,124).

2.3. VAZOSPAZMIN EPIDEMIiYOLOJiSI

SAK sonrast hastalarin %70’de serebral vazospazm goriilmektedir. Bunlarin

%36°da beyin iskemisi ve enfarkt: gelisir. (Biller ve ark.)

Fischer ve ark. gore %33-50 oraninda vazospazm goriiliir. Weir ve ark. 1978’de
serebral vazospazmin SAK’tan sonraki 4.-12. giinler arasinda gelistigini, 6.-8. Giinler

arasinda pik yaptigini ve 2. hafta igerisinde ¢6ziildiiglinii yayinladilar.

SAK sonrasit 3.-12. giinler arasi yapilan anjioda radyolojik olarak vazospazm
goriilme oran1 %16-66’dir. Bununla birlikte Mayberg SAK’tan sonraki 40. giinden itibaren
gecikmis vazospazm goriilebilecegini bildirmistir. Kan miktar1 arttik¢ca vazospazm gelisme
riskide artar. CT de tespit edilen sisternlerdeki kan kalinlig1 5 mm.den fazla ise vazospazm

gelisme ihtimali %96°dur.

Vazospazm gelisme ihtimali ile ateroskleroz, diabet, HT, cinsiyet ve yas arasinda

bir iliski gosterilememistir.



2.4. VAZOSPAZM FiZYOPATOGENEZI

2.4.1 Vaskiiler diiz kaslarin kasilma mekanizmasi

Vaskiiler diiz kaslar yavas, tonik ve uzun stireli kasilirlar. Kasilmalarinda mekanik,
elektriksel ve kimyasal uyaranlar rol oynar. Mekanik olarak damar duvarinda transmural
basing artinca damarda sekonder dilatasyon gelisir. Basing diisiince tekrar kasilma olur.
Buradaki mekanik etkiye gore diiz kasin kendisi tarafindan diizenlenen kasilma-gevseme
reaksiyonlarina vaskiiler diiz kasin miyojenik cevabi1 denmektedir. Vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin elektriksel uyarimi ise L ve T tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarindan L-tipi
kalsiyum kanallarinin agilmasina, membranin depolarize olmasina ve hiicre i¢i kalsiyumun
artarak damarda kontraksiyon gelismesine neden olur. Hiicre i¢i kalsiyum artis1 hem ekstra
selliiller mesafeden kalsiyum kanal yollar1 ile hemde hiicre i¢i kalsiyum depolarindan
(sarkoplazmik retikulum) saglanir. Hiicre ici kalsiyum artis1 olmasiyla kalsiyum, hiicre
icinde kalmoduline baglanir. Kalmodulin 6zel kalsiyum baglayan bir protein yapidir.
Kalsiyum kalmodulin kompleksi MLCK (myosine light chain kinase) adli enzimi aktive
ederek myozin hafif zincirlerinin fosforile olmasini saglar. Fosforilasyon sonrasi miyozin
bast ve aktin filamentlerinin arasinda gergeklesen capraz bag olusumu vaskiiler diiz kas

hiicrelerinin kasilmasina neden olur (8,30).

Ayrica vaskiiler diiz kas hiicrelerinde potasyum (K') kanallari mevcuttur. Bu
kanallar K;;, Katp, Ky ve BK kanallaridir. Vaskiiler tonusun diizenlenmesinde 6zellikle BK
ve K, kanallar1 gorev alir. K, kanallar1 istirahat halindeki membran potansiyelinin
olusturulmasinda ve artmis luminal basinca myojenik cevaptan sorumludur. Membran
depolarize olup kalsiyum artis1 oldugu zaman BK kanallar1 acilir, hiicre i¢indeki (+) ytkli
K" disar1 ¢ikar, hiicre hiperpolarize olur. Boylece L-tipi kalsiyum kanallar1 kapanir ve

vazodilatasyon gerceklesir (10,11,12,125).

Hiicre icindeki kalsiyum dengesi ve vaskiiler tonusun olusturulmasinda 3 temel
sistem vardir.

1) Fosfoinozitol yolu

2) G-protein ile etkilesim yol

3) NO-cGMP yolu



Fosfoinozitol yolu: Cesitli substratlarin reseptorleri ile etkilesimi sonucu bu yolak
aktive olur. Bu basamakta fosfolipaz C (PLC) aktive olur. Fosfatidil inozitol 4,5’1 hidrolize
eder ve diagilgliserol (DAG) ve IP3 olusumuna neden olur. DAG protein kinaz C (PKC)’yi
aktive eder ve vaskiiler kasin devamli (sustained) kasilmasindan sorumludur. IP3 ise hiicre

ici kalsiyum depolarindan kalsiyum salinmasini saglar (13,14).

G-protein ile iliskili yol: Bu yolda iki tip G proteini bulunmaktadir. G ve Gi. Bu G
proteinleri ile etkilesim sonucunda G adenilat siklazin aktive olmasina, G; enzimin inhibe
olmasina neden olur. cAMP’nin aktive olmast MLCK’ nin inhibe olmasina neden olarak
kasilmay1 inhibe eder. cAMP ve cGMP seviyeleri, siklazlar tarafindan sentezlenmesi
yoluyla, fosfodiesterazlar (PDE) tarafindan yikimi yolu ile dengede tutulur. 11 farkli PDE
tanimlanmistir. PDE 4 ve 7 cAMP’ye, PDE 5, 6 ve 9 cGMP’ye spesifiktir (15,16).

NO-cGMP yolu: Bu yolda ise L-Arjininden Nitrik oksid sentetaz (NOS) tarafindan
sentezlenen NO, guanil siklazi (GC) aktive ederek GTP’den cGMP olusumuna neden olur.
Temelde iki farkli guanil siklaz enzimi bulunmaktadir. NO sensitif GC ve membrana
lokalize natriiiretik activated GC. NO sensitif GC o, izoformu beyin hari¢ tiim dokularda
sentezlenmektedir. axB; izoformu ise sinaptik iletiye spesifiktir. Diiz kaslarda NO o3,
GC’a baglanmasiyla GTP’de cGMP sentezi gerceklesir. cGMP inozitol reseptorlere etki
eder, myoglobulin hafif zincir fosfatazi defosforile eder ve diiz kaslarda relaksasyona
neden olur. cGMP protein kinaz yoluyla Ky kanallarin1 aktive eder, voltaj bagimh

kalsiyum kanallarinin kapanmasiyla damar dilatasyonu olur (17).

2.4.2 Inflamasyon

SAK sonrasi1 kanamanin oldugu boélgeye kan hiicrelerinin go¢ etmesi ve
inflamasyona ait belirtilerin goriilmesi 3. saatte baslar. Inflamasyonun bu akut déneminde
lokositlerle vaskiiler endotelyal hiicrelerin arasinda bir takim etkilesimler baslar. Bu
etkilesimde I6kositlerin vaskiiler hiicrelere adhezyonunu saglayan bir takim adhezyon

molekiilleri bulunmaktadir. Bunlar ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106), Mac-1



(CD11b/CD18), LFA ve selektinledir. ICAM-1 vaskiiler endotelyal hiicrelerden salgilanir.
Lokositlerin endotelyum boyunca ekstravazyonu ve periadventisyal aralifa geg¢mesini
saglar. Daha sonra selektinlerden E-selektin, P-selektin ve L-selektin l16kositlerin vaskiiler
liimene toplanmasina ve daha siki adhezyonuna neden olur. Lokositlerin bu yerlesimi stabil
hale getirilirken kemoatraktan ve kemokin adli molekiillerle dolasimdaki diger 16kositlerin
bu bolgeye birikimi saglanir. Bu arada 16kositlerin transendotelyal migrasyonu gerceklesir.
Selektinlerle saglanan siki adhezyonun LFA ve Mac-1 adli adhezyon molekiilleri ile daha
kuvvetlenip stabil hale gelmesi saglanir. Lokositlerin damar duvart boyunca diapedezi
goriiliir. Kanama sahasinda olusumu iyice kuvvetlenen l6kositler aktif oksijen
molekiillerini {iretip salgilamaya baglar. Buda endotelyal disfonksiyona ve hiicre igine

kalsiyum geg¢isine neden olur (21,22,126,127, 128,129).

Kanda bulunan diger hiicrelerden graniilositler, monositler, lenfositlerde
inflamasyon sahasina toplanir ve c¢esitli substratlarin salgilanmaya baslanmasiyla
inflamasyonun akut evresi baslamis olur. Bu substratlar TNFa, IL-1a, IL-1pB, IL-6 ve IL-
8°dir. Inflamasyon sahasma toplanmis ¢esitli kan hiicrelerinden bu inflamatuar
mediatorlerin sentezi ve diizenlenmesi ise normalde hiicre stoplasmasinda inaktif halde
bulunan bir transkripsiyon faktorii Niikleer Faktor kappaB (NF-kB)dir. Bir diger faktor ise
SAPKs’lardir. Inaktif halde bulunan NF-«kB diger reaksiyonlarla iiretilmeye baslanan
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), Hidrojen peroksid (H,O,), hidroksiradikal (OH") ve
superoksid (O;") gibi serbest radikaller tarafindan aktive edilir. Bdylece vazospazmin

inflamasyonal kaskadi resmen baslamis olur (18,19,20,30).

Kanama ve inflamasyon alaninda salgilanan substratlardan biri olan TNFa trimerik
17kDA polipeptidtir. Monositler ve makrofajlar tarafindan {iretilir. TNFa ¢ogu hiicre i¢in
sitotoksik etkisi olan bir inflamatuar sitokindir. Hedef hiicrede reseptdr trimerizasyonuna
neden olur ve TNFR-1 sinyal kompleksini aktive eder. Aktive olmus TNFR-1’de
apopitotik kaskadlardan zimojen halde inaktif olarak bulunan prokaspaz 8’i kaspaz 8’e
cevirerek kaspaz 8’e bagimli hiicre 6liimiinii baglatir. TNFa ayrica hipotalamusu uyararak
viicut sicakligmmi arttirir. Karacigerde akut faz reaktanlarinin sentezini indiikleyerek

organizmay1 katabolik siirece sokar (23,24,25).

IL-1 ortamda bulunan monositler ve makrofajlar tarafindan salgilanir. IL-18

vaskiiler endotelyal hiicrelerde DNA fragmantasyonuna neden olur. Zaten ortamdaki
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serbest radikaller tarafindan aktive olmus NF-kB’nin aktive edilmesinde (+) feed-back

etkisi vardir (18,26) .

IL-6 vaskiiler endotelyal hiicrelere etkiyerek endotelyal permeabiliteyi arttirir. Yine
IL-8’de benzer mekanizmayla endotelyal hiicrelere baglanir ve permeabilite artisina neden
olur. Inflamatuar siirecte sahada kan hiicrelerinden eritrositler kiimelesip trombus
formasyon olusumuna neden olur. Bu trombiiste IL-1B, TNFa ve Ify gibi akut faz
reaktanlar tiretilir. Kanamanin ilk 24 saati i¢cinde goriilmeye baslanan bu siire¢, kanamanin
3-4. giiniine gelindiginde sahada artmis fagositoz, salgilanmaya baslanan IL-1, IL-6 ve IL-
8’in seviyelerinin iyice artmasi ve lokositlerin sonradan degraniile olmasiyla endotelin

saliniminin oldugu goriiliir (25,26).

Inflamasyon siireci vazospazm olusumundaki en onemli faktdrlerden biridir.
Liteartiirde inflamatuar reaksiyonlarini onlemeye yonelik yapilan deneysel ¢alismalarda
vazospazmi Onlemede basarili sonuclar elde edilmistir. Sills ve ark. ibuprofen implantlar
kullanarak lokositler ve endotelyal hiicreler arasindaki etkilesimi engelleyerek vazospazm
gelisimini Onlediklerini yayinlamislardir. Pradilla ve ark. benzer bir diigiinceyle hareket
ederek CDI11b/CD18 antikorlar1 vererek nétrofil ve makrofajlarin adhezyonunu bloke
ederek ve peri adventisyal alana migrasyonunu Onleyerek vazospazm gelisimini

onlediklerini agiklamiglardir (21,27,56).

2.4.3 Serbest Radikal Reaksiyonu, Lipid Peroksidasyonu

Subaraknoid kanama sonrasi ortama go¢ eden dolasimdaki monositlerin,
lenfositlerin, 16kositlerin, graniilositlerin, makrofajlarin inflamasyona olan etkileri yaninda
ortamda bulunan eritrositler inflamatuar reaksiyonlar yaninda baska zincirleme
reaksiyonlarida aktive etmektedir. Subaraknoid araliktaki eritrositlerin par¢alanmasiyla
aciga cikan oksihemoglobin methmoglobine cevrilirken giiclii bir serbest radikal olan
superoksidler (O;") olusur. Superoksidler superoksid dismutaz (SOD) ile H,O,’e ¢evrilir
(27,28).
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0,+0,+2H" > H,0,. 0,

Superoksid dismutaz

Tablo 2.3. Hidrojen peroksid olusumu

Olusan H,0O; kanama sonucu ortamda bulunan eritrositlerin pargalanmasiyla agiga
cikan demir ile reaksiyona girer ve hidroksiradikallerin (OH") olusumuna neden olur.

Boylece Haber Weiss ve Fanton reaksiyonu adi verilen serbest radikal reaksiyonu baslamis
olur (28).

Oz_ + F€3+ —_— > F62+ + 02

Tablo 2.4. Haber — Weiss Reaksiyonu

H,0,+Fe?* ——» Fe’" + OH + .OH

Tablo 2.5. Fenton Reaksiyonu

Serbest radikallerin atomik yapilarina bakicak olursak, normalde elektronlar atomik
yapida bir yoriingede bulunurlar. Bir yoriingede en fazla iki adet elektron bulunabilir. Eger
yoriingede bir elektron bulunursa buna eslenmemis elektron adi verilir ki, serbest radikaller

bdyle bir atomik yapiya sahiptirler. Normal biyolojik yapilar iki elektrona sahiptirler ancak
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ortamda radikallerin varhiginda radikaller eslenmemis elektronlarin1 eslemeye yonelik
normal biyoljik yapilarla etkilesime girerek normal yapinin elektronunu almaya yonelir.
Boylece kendisini karali duruma getirirken, normal atomik yapiy1 eslenmemis elektrona
sahip bir radikal haline getirir. Boyle bir reaksiyonun baslamasi zincirleme reaksiyon
seklinde diger yapilara yayilir. Hidrojen atomu bir protonu, bir elektronu olan radikaldir.
Bundan dolay1 hidrojen atomunun bir biyolojik molekiilden ¢ikarilmasi biyolojik dokuyu
direk karasiz hale sokacaktir. Iste hidroksiradikali lipidler dahil bir ¢ok biyolojik molekiille
bu sekilde etkir (28,29).

LH+OH — H,O+L"

LH: Lipid, OH : Hidroksiradikal

Hidroksiradikal ¢ok giiclii bir reaktiftir. Molekiil yapisinda bulunan hidrojen
atomunu biyolojik molekiiliin yapisindan c¢ikararak serbest radikal zincir reaksiyonunu
tetikler. Olugan bu serbest radikaller neticesinde gelisen oksidatif stres hiicre DNA’sinin
parcalanmasina, hiicre membrani iyon transportunu saglayan protein yapilarin ve diger

protein yapilarin yikimina neden olur.

Bunun neticesinde hasarlanmis hiicre i¢ine kalsiyum birikimi olur ve hiicre i¢i yikim
enzimleri etkinlesir. Yine hiicre membraninin yapisindaki yag asidinin metilen karbonuna
bagl olan hidrojen atomunu yapidan ¢ikararak eslenmemis elektrona sahip lipid radikali
olusumuna sebep olur. Lipid radikali molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek
peroksiradikaline doniisiir. Peroksiradikalde lipid hidrokside indirgenir. Bunun neticesinde
hiicre membran1 destabilize olup membran potansiyeli olusturamaz hale gelir. Vaskiiler
endotelyal hiicrelerde gelisen lipid peroksidsyonu sonucunda hiicre yapisinda hasar olusur,

vaskiiler permeabilite artig1 neticesinde hiicre i¢i kalsiyum birikimi olur (29).

0O, ve H,0O, gibi invivo iiretilen serbest radikaller OH ‘e goére ¢ok daha az
reaktiftirler. Ama bu tamamen zararsiz olduklar1 anlamina gelmez. Ozellikle O, vaskiiler
endotelyal hiicreler tarafidan {iretilen ve wvaskiiler tonusun devaminda rol alan ve

vazodilatasyon olusumu agisindan ¢ok 6nemli bir molekiil olan NO ile reaksiyona girer.
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NO’1i peroksinitrite (NOO")’e indirger. Peroksinitrit toksik bir metabolit degildir ancak OH"
olusturmak tizere ayrisabilir (31,35,36).

O, invivo olarak kimyasal reaksiyonlar sirasinda 6rnegin otooksidasyon esnasinda
istenmeden olusabilir. Ancak aerobik mekanizmalarin bu durumlara karsi savunma
sistemleri vardir. O,” SOD ile H,0O,’e, H,O,’te glutatyon peroksidaz ve katalazlarla
zararsiz bilesiklere doniistiirtiliir. SAK sonrasi gelisen bir ¢ok reaksiyon neticesinde olusan
vazospazm siirecinde dokularin SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi savunma
mekanizmalar1 yeterince fonksiyon yapamaz hale gelir ve vazospazmin gelisiminde en
onemli faktorlerden biri olan serbest radikaller etkisiz hale getirilememis olur. Boylelikle
dokular oksidatif strese maruz kalirlar. Oksidatif stres hiicre metabolizmasinda bir takim

bozukluklara neden olur (32,33,34,38). Bunlar:

DNA yapisinin bozulmasi

intraselliiler serbest Ca™ miktarinda yiikselme

hiicre membrani iyon transportunun zarar gérmesi

lipid peroksidasyonu (38,39).

Intraselliiler kalsiyum artis1 ise hiicre i¢inde niikleaz, proteaz, protein kinaz C,
fosfolipazlarin aktive olmasina hiicrenin nekrotik ve apopitotik bir siirece girerek oliimiine
neden olmaktadir. Tiim bu veriler géz oniine alindiginda lipid peroksidasyonu noronal

yapilara, vaskiiler dokulara olusan hasarda ¢ok biiyiik bir rol almaktadir (40,41).

SAK sonrast ortamdaki eritrositlerin hidrolizi ile agiga c¢ikan oksihemoglobinin
serbest radikallerin olusumu ve lipid peroksidasyonu iizerinden vaskiiler ve néronal
dokularda olusturdugu hasar disinda daha bir ¢ok reaksiyonu baglatarak vazospazma yol
acan sliregte yer alir. Bunlardan biride oksihemoglobinin farkli mekanizmalarla vaskiiler
diiz kaslarda kalsiyum artisina ve vazokonstriksiyona neden olmasidir. Oksihemoglobin,
IP3 salinimim arttirarak hiicre i¢i depolardan kalsiyumun hiicre i¢ine saliniminda rol alir.
Ayrica voltaj bagimsiz kalsiyum kanallarimi etkileyerek hiicre i¢i kalsiyum artigina neden
olur ve bunun neticesinde vaskiiler dokuda kasilmaya yol acar. Hiicre i¢i kalsiyum
artisinda oksihemoglobinin aktive ettigi bir bagka mekanizma ise, tirozin kinaz ve protein

kinaz C enzimleri tizerinden vaskiiler dokudaki K~ kanallarindan K, kanalinin inhibe
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edilmesi ile membran depolarizasyonu ve voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin aktive
edilmesi sonucu hiicre i¢i kalsiyum miktarinin arttirilmasi reaksiyonlaridir. Bu tiir bir
reaksiyon neticesinde vaskiiler diiz kaslarda uzun siireli kontraksiyon gelismektedir

(43,45,46,47).

Watanabe ve ark. yaptiklari hayvan deney c¢aligmasinda tirozin kinazi farmokolojik

olarak bloke etmis ve vazodilatasyon gelistigini bildirmistir (48).

Oksihemoglobin TNFa, IL-1, IL-6 gibi sitokinlerin salinimini attirmaktadir.
Bununla beraber oksihemoglobin NO etki mekanizmasinda yer alan sGC adli enzimin
heme kismina baglanarak enzimi inaktive etmektedir, serbest radikal tiretimi yoluyla NO’1

peroksinitrite ¢evirerek NO miktarini azaltmaktadir (49,50)

Bu yonde gelisen tiim reaksiyonlar neticesinde normal serebral vaskiiler tonusun
dengelenmesinde endotelyal kaynakli gevsetici faktor NO ile bilinen en giicli
konstriktorlerden endotelin arasindaki denge endotelin lehine olacak sekilde bozulur.
Bununla beraber endotelin gen ekspresyonunu arttirarak dokulardaki endotelin

hakimiyetini arttirir (30,51)

2.4.4 Endotelin

Normalde serebral damarlardaki vaskiiler tonusun diizenlenmesinde Endotelyal
Kaynakli Vazorelaksan Faktorler (EDRF) ile endotelyal kaynakli vazokonstriktér maddeler
vardir. EDRF’ler; NO, Ach, bradikinin, histamin, subtans P, norokinin A, nérokinin B,
PGFa; Vazokonstriktor maddeler ise serotonin, PGE,, Trombaksan A,, norepinefrindir.
Ancak cesitli mekanizmalarla EDRF’lerin 6zellikle NO’in miktarinin azalmasina paralel
olarak serebral vazospazmda bilinen en giiclii vazokonstriktéor maddelerden endotelin

sorumludur. (51,52,53).

Endotelinin 4 izopeptid formu tarif edilmistir. Bunlar ET-1, ET-2, ET-3 ve ET-4.
Endotelinler 21 aminoasite sahip vazoaktif peptidlerdir. Bunlardan ET-1’in SAK sonrasi

vazospazmda esas rol alan endotelin tipi oldugu bilinmektedir. Endotelinler farkl
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reseptorler yoluyla etkinliklerini gerceklestirirler. ET-A reseptorlerine ET-1 ve 2’nin
yiiksek affinitesi vardir. Bu reseptorler vaskiiler diiz kas hiicrelerine lokalizedir. ET-B,
reseptorleri vaskiiler endotelyumda, ETB, reseptorleride diiz kas hiicrelerine lokalizedir

(52,54).

ET-1 ekstraselliller mesafedeki kalsiyumun intraselliiler alana girmesi ve
intraselliiler kalsiyum artis1 saglamasiyla kontraksiyona neden olur. Ancak intraselliiler
kalsiyum artigin1 voltaj bagimli kalsiyum kanallarini etkileyerek degil, 3 tip voltaj bagimsiz
kalsiyum kanallarin1 etkileyerek basarir. Bu voltaj bagimsiz kalsiyum kanallar1 NSCC-1, 2
(nonselektif katyonik kanal) ve SOCC’lerdir (store operated kalsiyum kanallar1) (55).
Endotelinin bu bagimsiz kalsiyum kanallarii aktive etmesiyle G,, PLC ve IP3
(fosfoinozitol yol) kaskad:r aktive ederek vazokonstriksiyon olusumunu saglar (56). Genel

olarak kalsiyumun hiicre i¢ine girmesi dort yolla olmaktadir.

1- Voltaj bagimli kalsiyum kanallar1
2- Reseptor bagimli kalsiyum kanallari
3- Voltaj bagimsiz kalsiyum kanallari

4- Kalsiyum sizmasi

Hiicre membrani depolarize oldugu zaman voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 agilir
ve kalsiyum hiicre igine girer. iki tip voltaj bagimli kalsiyum kanali vardir. Bunlar L ve T
tipi kalsiyum kanallaridir. L tipi kalsiyum kanallar1 diiz kas kontraksiyonunda baslatic1 ve
diizenleyici rol oynamaktadir. T tipi kalsiyum kanali ise diisiik depolarizasyonda acilir ve
kisa silirede kapanir. Reseptor bagimli kalsiyum kanallar1 ise G proteini ile eslesik islev
goriirler. Kalsiyum sizmasinda ise kalsiyum kimyasal gradientine gore hiicre i¢ine girer
ancak hiicre icersinde membran potansiyel degisikligine neden olmaz, diiz kas

kontraksiyonu goriilmez (8,30).

Voltaj bagimsiz kalsiyum kanallarindan ise NSCC-1"ve SOCC’de G/PLC yolag,
NSCC-2’de ise Gq ve Gy ile baglantili yollar aktive olur. Bundan dolay1 endotelin
etkilerini bloke etmede bu ii¢ tip farkli voltaj bagimsiz kalsiyum kanalin1 bloke etmek
amaciyla SK&F 96365 ve LOE90S8 adli iki blokdr kullanilmistir. SK&F 96365 NSCC-2 ve
SOCC’ya etkinken, LOE908 NSCC-1 ve 2’ye etkindir (56,57).
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Endotelin bu kalsiyum kanallar1 yoluyla vaskiiler dokularda kontraksiyon ile birlikte
farkl1 fonsiyonlara neden olur. Bunlar prolin rich tirozin kinaz (PYK2), EGRF reseptor
protein tirozin kinaz (EGRF PTK) stimulasyonu, arasidonik asit salinimi, hiicre
proliferasyonu, mitojen activated protein kinaz (MAPK) stimulasyonu gibi fonksiyonlardir

(58,59,60).

Arasidonik asit salimimi ve onun biyolojik aktif metabolitleri olan ldkotrienler,
trombaksanlar ve PG’ler vaskiiler kontraksiyonda dnemli rol alirlar. Yapilan ¢aligmalarda
endotelinin aragidonik asit salinimin sitozolik fosfolipaz A, enzimi ile ger¢eklestirdigini,
bu enzimin ise yine endotelin salinimina neden oldugu MAPK ve protein kinaz C ile

fosforilasyonu neticesinde aktif oldugu bildirilmistir (61,62).

Endotelinin tiim bu reaksiyonlar1 gerg¢eklestirip vazospazmdaki patolojik siiregte yer
almasi ekstraselliiler kalsiyum varligina baghdir. Kalsiyum olmadan sadece NO miktarinin
azalmasina sekonder olarak veya oksihemoglobin tarafindan sentezinin indiiklenmesi
neticesinde miktarinin artmis olmast bu tiir reaksiyonlar1 gergeklestirmesi acisindan
miimkiin degildir. Bununla beraber ET-1’in ET-A reseptorleri lizerinden voltaj bagimsiz
kalsiyum kanallarin1 aktive etmesiyle farkli kalsiyum kanallarinin farkli G proteinlerinden
olusan G proteini/PLC ve IP3 kaskadlarim1 harekete gecirerek yukarida sozii edilen
fonksiyonlar1 gergeklestirmesinden dolay1 bu mekanizmalara yonelik bloke edeci ajanlar

tedavi segenekleri agisindan 6nemli yer almaktadir (79, 80).

2.4.5. Nitrik Oksid

NO, L-Arjiinden NOS enziminin katalize ettigi bir reaksiyonla invivo olarak
sentezlenir. Daha sonra NO sGC adli enzimi aktive ederek, GTP’den cGMP olusumuna
neden olur. iki farkli GC vardir. NO-sensitif GC ve natriiiretik peptid (NP)-activated GC.

Tiim dokularda bu enzimin o, f3; formu bulunur. Beyinde ise o,3; izoformu bulunur (63).

cGMP’de myoglobulin hafif zincir fosfataz1 (MLCF) defosforile ederek diiz

kaslarda relaksasyona neden olur. Ayn1 zamanda cGMP, fosfokinaz G yoluyla K¢, ve Ky
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adli K" kanallarmi aktive ederek diiz kas hiicrelerinin hiperpolarize olmasina, voltaj
bagiml kalsiyum kanallarininda kapanmasina neden olur. cGMP’lerin inaktive edilmeleri
fosfodiesterazlar yoluyla olur. Bugiine kadar 30 farkli izoenzimi tespit edilmistir.
Bunlardan PDE 1, 2, 3, 4, 5, 7 vaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan sentezlenir. PDE 5
Ozellikle diiz kaslarda ¢cMP’nin hidrolizinden sorumlu major fosfodiesterazdir. Sildenafil
ile yapilan deneysel ¢alismlarda PDE 5 inhibisyonu yolu ile devamli yiiksek bir NO
platosu elde edilmistir (64,65,66).

NO’in invivo olarak iiretilmeleri, NO ile NOS arasindaki (-) feed-back ve PRMT-1
(tip 1 protein arjinin metil transferaz)’in L-Arjinini metilasyonu ile diizenlenir. PRMT-1 ile
metilasyonu sonrasinda L-Arjinin tekrar metilasyonu SDMA (simetrik dimetilarjinin) ve
ADMA (asimetrik dimetil arjinin) olusumuna neden olur. ADMA’nin hipertansiyonda,
renal disfonksiyonda, aterosklerozda, stroke’da ve serebral vazospazmda olusan endotelyal

disfonksiyonda kompetatif endojen NOS inhibitorii oldugu bildirilmistir (67,68,70).

2.4.6. Nitrik Oksid’in Serebral Vaskiiler Yapiya Olan Etkileri

Serebral arterlerde ve beyinde nNOS tespiti serebral kan akiminda NO’in rolii
oldugu olgusunun ortaya konmasina neden olmustur. Ayni1 damarlarda eNOS ve nNOS’1n
birlikte mevcudiyeti SKA’nin otoregiilasyon ve kemoregiilasyon mekanizmalari ile siki bir

sekilde kontrol altinda tutuldugunu gostermektedir (70).

Tiim dokular icinde SSS’i en fazla kan akimina sahip olan yapidir. Kan akimi siki
kontrol edilir, metabolik ihtiyaca gore kan akim1 hizli bir sekilde ayarlanir. Bu ¢ok 6nemli
bir durumdur ¢iinkli beynin enerji deposu yoktur ve néronal aktivasyon igin gerekli olan
oksijen ve glukoz siirekli dolasimla saglanir. Bu gibi 6zel sartlardan dolayr NO’in SKA
regiilasyonundaki 6nemi c¢ok fazladir. Beyine saglanan kan miktar1 sadece beyinin
ihtiyacina gore degil aynt zamanda MABP’a gorede ayarlanir. MABP’daki
degisikliklerden IKB-SPB, pH, pCO, gibi mekanizmalar sorumludur. Bu mekanizmalar ise
beyin sapindaki vazomotor merkezler, noronal ganglia, genel noronal aktivite ve beyin
metabolizmas1 gibi yap1r ve faktorlerce diizenlenir. SSS’deki tiim damarlar g6z Oniinde

bulundurulugunda NO’in iletici, rezistans arterlerde ve vendz sistemde etkin rol aldig
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goriilir. NO’in damarlar iizerinde oldugu kadar ET-1, prostosiklinin seviyelerinde

degisiklige yol agarakta etkinlik gosterdigi bilinmektedir (71,72,73,74).

SKA’nin otoregiilasyonu SPB/MAPB degisikliklerine karsi koruyucu hemostatik bir
mekanizmadir. Bu otoregiilasyonun olugmasinda vaskiiler endotelyum, diiz kas hiicreleri
ve adventisyada bulunan ndronal yapilar yer alir. Bu yapilar kan basincina, CO, ve pH
degisikliklerine oldugu gibi otokrin, parakrin ve endokrin stimuluslara duyarhidir ve gelen
stimuluslara gore damarsal yapinin ¢apinda degisikliklere yol acarak cevap verirler. Bu
cevap mekanizmasinin olusabilmesi i¢in damarsal yapinin adventisyasinda sempatik ve

parasempatik innervasyonlar vardir (75,76).

Diiz kas tabakasi artmis kan basincina spazm gelistirerek cevap verir. Diiz kas

kontraksiyonunda iki farklt molekiiler mekanizma oldugunu goriiriiz.
1- Mekanik bir stimulasyon oldugu zaman intraselliiler kalsiyum mobilize olur ve
kalmodulin ve MLCK’nin aktive olmasi myozin hafif zincirinin fosforilasyonu

ile sonuglanir ve diiz kas kontraksiyonu olur.

2- Fosfokinaz C’nin aktivasyonu yoluyla myozinin, kaldesmonin ve kalpoininin

fosforilasyonu ve sonrasinda MLCK nin fosforilasyonu mekanizmasidir (77,78).
Media tabakasinda kimyasal, oto-, para-, ve endokrin stimulusa voltaj bagimli ve
bagimsiz kanallar yoluyla intraselliiler kalsiyum seviyesinde degisiklikler olusarak cevap

gelisir (79).

Intima tabakas1 ise (endotelyal tabaka) shear strese ve dolasimda bulunan

hormonlara EDRF ve EDKF (ET-1, AT-II, PF2,) salinim1 yoluyla cevap verir (80).

NO ¢ok kisa yar1 6mre, hizli ve giiglii vazodilator etkiye sahiptir.
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2.4.7. Subaraknoid kanama sonrasi Serebral Kan Akimi

SAK’tan sonra hemen erken donemde, bu siki SKA kontrolii bozulur. Bu
cogunlukla IKB’a sekonder olarak akim azalmasina baghidir. Ayn1 zamanda SAK’tan
sonra serebral metabolizma ‘uyku’ moduna gecer. Ancak bu durum gegicidir. Vazospazm
gelistiginde ise kemoregiilasyon bozulur, serebral kan hacmi artar, serebral kan akimi
azalir. Bunun nedeni proksimal arterlerin konstrikte olmasi, distal damarlarin
dilatasyonuna yol agar. SAK’1n erken déneminde bozulmus olan SKA otoregiilasyonu bu
donemde iyice bozulur. Bunun nedeni ise normal sartlar altinda kemoregiilasyonun
eNOS’lar tarafindan diizenlenmesi ve vazospazmda bu fonksiyonun bozulmasi ve
damarlarin néronal kontroliiniin kaybolmasidir. Goérlinen o ki, NO-bagimh regiilator

sistemlerin hasar gérmesi otoregiilasyonun kaybolmasina neden olur (81,82,83).

NO’in vazospazm fizyopatolojisindeki rolii ise kesin degildir. Arteriyal duvar
boyunca artmis tiiketimi, endotelyal hasar sonrasi azalmis {iretimi, inflamatuar
reaksiyonlarda yer aliyor olmasi veya bunlarin hepsi olabilir. Ancak en ¢ok kabul edilen
gorlis, NO’in oksihemoglobinler tarafindan tiiketilmesi, yok edilmesi goriislidiir. Bu
hipotezin temelinde yatan nokta NO’in sGC’mm heme kismima olan yiiksek affinite
0zelliginin olmasidir. Hemoglobininde heme kismina olan yiiksek affinitesi nedeniyle NO
eritrositler tarafindan yikilir. Bu durum oksihemoglobinin methemoglobine doniisiimiine
neden olur. Bir bagka teori ise Hb’nin sGC’1in heme kismindaki demirin oksidasyonuna
neden olarak sGC’1 inaktive etmesidir. Buda cGMP iiretiminin azalmasina yol agmaktadir.
Serebral vazospazm gelismesinde NO’e bagimli hipotezlerden bir baskasida SAK sonrasi
eNOS’in  ADMA tarafindan inhibisyonudur. Baglangicta oksihemoglobin tarafindan
gerceklestirilen NO eliminasyonu, sonradan perivaskiiler alanda artan ADMA seviyeleri ile

eNOS’1n inhibe edilmesi NO seviyelerinin diigmesine neden olmaktadir (70,74,85,86).

Olugsan bu reaksiyonlar sonucunda NO azalmasi 16kosit ve plateletlerin
adhezyonunun artmasina ve var olan inflamasyonun dahada siddetlenmesine neden
olmaktadir. NO adhezyon molekiillerinin salinimini inhibe etmektedir. Bunla beraber
NO’in azalmasi miyozin fosfatazi inhibe eden Rho kinazin artis1 ile sonuglanir ki bu

durumda uzun stiren diiz kas kontraksiyonu ile sonuglanir (87).

19



NO, NADPH oksidaz adli ROS yapiminda esas rol oynayan vaskiiler endotelyal
hiicrelerde, diiz kas hiicrelerinde ve adventisyal fibroblastlarda sentezlenen enzimi,
enzimin sitozolik komponentlerinden gp91*™* sentezini azaltarak veya p47°" adh
sitozolik komponentinin membrana transloke olmasini azaltarak inhibe etmektedir. NO
azalmasi NADPH oksidazin sentezinin artmasiyla sonuglanarak daha fazla superoksid

tiretimi ile sonuglanmasina neden olacaktir (88,89,90,91,92).

2.4.8. Apopitoz

Intrakranial anevrizmanin riiptiirii ve subaraknoid alan olan kanama neticesinde
kanin yaptigi mekanik basing yaninda trombositlerin, I8kositlerin, graniilositlerin,
monositlerin, makrofajlarin ve eritrositlerin gergeklestitdigi ¢cok cesitli reaksiyonlarla ve
ortama salman vazoaktif —maddelerle inflamasyon, serebral kan akiminin
otoregiilasyonunun bozulmasi, vaskiiler endotelyal hiicre harabiyeti, endotelin/NO oraninin
artmasi vaskiiler morfolojik degisiklik ve vazokonstriksiyon gibi daha bir ¢ok
mekanizmayla noronlarda ve vaskiiler dokuda iskemi siirecine girilmis olur. Iskemik
stirece girilmesiyle beraber zaten hasarlanmis olan iyonik pompalar ATP yetmezligi
sonucu fonksiyonlarini yapamaz hale gelir. ATP’nin tilkenmesi sonucu Na/K, ATPaz,
3Na/Ca ve Na/H transport pompalar1 fonksiyon géremez hale gelir. Na konsantrasyonu
hiicre i¢inde artmaya baslar buda L tipi voltaj duyarli kalsiyum pompalarini acarak hiicre
icine kalsiyum girisine neden olur. Buda glutamat gibi eksitatér aminoasitlerin sinaptik
araliga salinmasima neden olur. Boylece NMDA reseptorleri aktive olarak kalsiyumun
hiicre i¢ine girisini hizlandirir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin artmasida lipaz, fosfolipaz,
proteaz, endoniikleaz gibi yikici enzimlerin artisina neden olur. Bu durum apopitoza yol
acan etmenlerin aktivasyonuna yol acar. Netice itibariyle oksihemoglobin, trombin,
sitokinler, proteazlar, endoniikleazlar, metHb, bilirubin, serbest radikaller apopitoz

mekanizmasini harekete gegirirler (94,95,96,97).

Apopitoz ilk kez Kerr ve ark. tarafindan tanimlanmistir (101). Normal gelisim
stirecinin bir sonucudur. Nekrozisten farkliliklar1 vardir. Nekrozise ugramis bir hiicrenin
histolojik 6zellikleri arasinda sitoplazmanin ve hiicre i¢i organellerin sismesi, membranin

disrliptiiri ve hiicresel yapinin boliinlip pargalanmasi vardir. Apopitozun bulgularina
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baktifimizda nukleustaki kromatin yapinin yogunlastigim1i ve ayrilmalar gostedigini,

sitoplazmanin yogunlastigini, niikleer yapinin biitiinliigliniin bozuldugunu goriiriiz (98,99).

Apopitozun olusmasinda 3 farkli yolak tanimlanmistir.

1- Kaspaz bagimli yolak (kaspaz 8)
2- Kaspaz bagimsiz yolak (AIF)

3- Mitokondriyal yolak (sitokrom ¢, kaspaz 3) (100).

Bu 3 ana kaskadin baglatilmasinda ve diizenlenmesinde p53 basrolii almaktadir. p53
bir transkripsiyon faktoriidiir. Ozelliklede sitokinlerden TNFo nin baslatti1 apopitozda rol
alir. Fosforilasyonu ve sonrasinda sitoplazmada stabile olmasiyla Bax adli proteinin
sentezini ve mitokondriyal translokasyonunu stimiile eder. Bax ve Bcl-Xs proapopitotik
proteinler, Bcl-2 ve Bcl-xL ise antiapopitotik protein yapilardir. p53°tiin  Bax’in
mitokondriyal translokasyonuna neden olmasi sitokrom c¢’nin salinimina neden olur. p53
bunun disinda mitokondriden AIF saliniminada neden olur, buda kaspaz bagimsiz yollarida
etkiledigini gosterir. Culmsee ve ark. p53 inhibitorii (pifithrin-a) vererek Bax’in sentezini

azaltmiglar ve kaspaz 3’1 inaktive ettiklerini bildirmislerdir (101,102,103).

Sitokrom ¢ normalde mitokondrinin i¢ ve dis membranlar1 arasinda yer alir.
Solunum zincirinde kompleks III ve IV proteinleri arasindadir. p53’iin etkisiyle
mitokondriden sitozole salinimi solunum zincirinin durmasia ve mitokondriyal ATP
sentezinin azalmasina neden olur. Bu durumda superoksid formasyonunun olusumunu
kolaylagtirict ~ etmenlerden biridir. Sitokrom c’nin sitozole salinmasi proenzim olarak

bulunan prokaspaz 3’{in kaspaz 3’e doniisiimiine neden olur (104,105,106,107).

Kaspaz protein familyasinin 3 adet subtip vardir.

1- Interldkin 1-B konverting enzim (ICE) familyasi (kaspaz 1, 4, 5)
2- CED-3/CPP-32 familyasi (kaspaz 3, 6, 7, 8, 9, 10)

3- ICH-1/Nedd2 familyasi (kaspaz 2) (108).

ICE familyas1 apopitozada rol almaz. Sitokinlerle olan reaksiyonlarda gorev

yaparlar. Kaspaz-1, IL-1p adli proinflamatuar sitokinlerin hiicresel tasinmasini
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diizenleyerek inflamasyonda yer alir. Kaspazlardan 6zellikle kaspaz-3 PARP, laminin,
aktin, histonH1 gibi hiicre iskeletini olusturan protein yapilarini parcalar, hiicre yapilarini
ayristirarak hiicreleri apopitotik hale getirir (3). Kaspaz 8 kaspaz 3’e direk olarak etki
ederek apopitotik siiregte yer alir. Kaspaz bagimli yolu temsil eder. Kaspaz 8 spesifik
ligandlarin Fas veya TNF gibi 6lim reseptorlerine baglanmasiyla oligomerize olur ve

apopitotik siirece dahil olur (108,109).

Apopitotik stirecin sonunda gelisen endoteyal apopitozis endotelyal yapinin
vaskiiler yapidan kopmasina internal elastik laminanin kollajen yapisinin kanla temasina
neden olur. Buda plateletlerin bu alan yapigsmasina ve trombus formasyonunu
olusturmasina, diiz kas hiicrelerininde kan dolasimindaki vazoaktif ajanlarla direk temasina

neden olarak damarlarin konstrikte olmasiyla sonuglanir (108).

2.4.9. Sildenafil

Sildenafil klinikte rutin olarak erektil disfonksiyon tedavisinde kullanilan selektif
bir tip V fosfodiesteraz inhibitoriidiir. Sildenafil sitrat yapisal olarak bronkodilatér olan
zaprinasta benzeyen bir pirazolomidion derivesidir, ancak mevcut vazodilatatorlerle ilisili
degildir. Zaprinast ve sildenafil fosfodiesteraz (PDE) tip V’in selektif inhibitorleridir.
Sildenafilin pirazolopirimidion nukleosu PDE tip V izoenziminin endojen ligandi olan
c¢cGMP’nin guanozin bazina ¢ok benzer. Sildenafilin pirazoloprimidion nukeosundaki

propil, metil ve etoksil gruplar1 molekiiliin PDE tip V spesifitesini saglar.

Tablo 2.4.8 Sildenafilin kimyasal yapis1
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PDE tip V enzimi ayrica akcigerler, trombositler, bobrek, dalak ve degisik vaskiiler
ve visseral diiz kaslarda izole edilmis ancak kalp kasinda saptanmamistir. PDE tip V
inhibisyonu ile sildenafil degisik dokularda cGMP akumulasyonuna neden olur. cGMP’nin
rolii sinyal iletimi islemlerinde cAMP modiilasyonudur. cGMP ayrica nitrik oksid ve atrial
natriliretik ile diizenlenen tonusun G protein baglantili reseptorlerine ikincil mesajcidir.
Vaskiiler endotelde nitrik oksid sentezi ve salinimi ve non- adrenerjik, non-kolinerjik
sinirler periferal dokuda vazodilatdr tonustan sorumludur. Nitrik oksid ayni zamanda
trombosit agregasyonu ve kan akiminin diizenlenmesinde rol oynar. Sildenafil cGMP

hidrolizini inhibe ederek NO miktarini arttirir (110,111,112,113).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu caligmanin biitiinii Baskent Universitesi Etik kurulu tarafindan deneysel
aragtirmalar icin belirlenen kurallar ve prosediirler dogrultusunda, gerekli onay
(22/02/2007 tarih DA07/09 say1) alindiktan sonra yiiriitiilmiistiir. Calismada agirliklar1 245
ile 510 gram arasinda Sprague-Dawley tiirii erkek toplam 28 adet rat kullanildi. Ratlarin
genel saghigi calisma Oncesi kontrol edilmis ve her rat yer aldigi gruba goére uygun
yontemle isaretlenmistir. Deney siiresince ratlar 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik ortamda

kafeslerde tutuldu. Standart labaratuar yemi ile beslendi.

3.1 Sildenafil Sitratin Hazirlanmasi

Calisma icin sildenafil nitrat solusyonu Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Bilim dalinda hazirlandi. Normal sildenafil sitrat (Viagra® Pfizer) tabletleri
manuel olarak toz haline getirildi. Toz haline getirilmis 100 mg.lik tabletlerden hassas
tartida gruplara gore 5 mg/kg.lik ve 15 mg/kg.lik ilag paketleri hazirlandi. Bu paketler

ratlara saline solusyonu ile beraber oral olarak verildi.

3.2 Anestezi

Bir gece onceden ag¢ birakilan ratlarda genel anestezi Ketamin (60 mg/kg) (Ketalar
Parke Davis) ve Xylazine (10mg/kg) (Rompun-%2 Bayer) karigtminin intraperitoneal
enjeksiyonu ile saglanmustir (111). Anestezi ratlar agriya yanitsiz olacak ve deney sirasinda
spontan solunumlarina devam edecek sekilde ayarlanmis, gerektiginde ek doz verilmistir.
Deney sirasinda ratlarin viicut 1si1s1 rektal 1s1 probu ile kontrol edilerek 37 C° sabit

tutulmustur. Islem sirasinda nasal maske ile 1.5 1t/dk. dan 0, verilmistir.

Calisma sonrasi ratlar normal oda 1s1sinda (20-22 C°) tutulmuslardir.
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Islemden 48 saat sonra tiim gruplardaki ratlara yiiksek doz pentobarbital sodyum

(120 mg/kg) verilerek dekapitasyon yapilmistir.

3.3. Gruplar

Tablo 3.1. Calisma gruplarinin 6zeti

15mg/kg)

GRUPLAR RAT SAYISI TEDAVI PROTOKOLU
Grup 1 (kontrol) 7 SAK ve tedavi yok

Grup 2 (SAK) 7 SAK sonrasi tedavi yok
Grup 3 (SAK + oral sildenafil 5 7 SAK sonrast 48 saat 5
mg/kg) mg/kg sidenafil

Grup 4 (SAK + oral sildenafil 7 SAK sonrasi 48 saat 15

mg/kg sildenafil

Grup 1 (Kontrol) (n:7)

SAK olusturulmayan bu gruptaki ratlar, genel anestezi saglandiktan sonra

torakotomi yapilarak sol ventrikiilleri kaniile edildi ve %10 formaldehid ile beyin

dokusunun perfiizyonu saglandi. Daha sonra ratlar dekapite edilerek normal baziller

arterlerin ¢apini belirlemek i¢in baziller arter beyin sap1 ile ¢ikarildi. Patolojik inceleme

icin formol solusyonu igine alindi. Histolojik inceleme i¢in baziller arterin %5’lik bolimii

%?2 gluteraldehid i¢ine, normal néronal dokudaki lipid peroksidayon degerlerinin tayini

icin beyin sapindan ve serebellumdan 0.5 cm’’liik drnekler alindi ve -80 derecede sakland.
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Grup 2 (SAK) (n:7)

Genel anestezi saglandiktan sonra, ratlarin inion ile atlas arasi tras edildi. Batticon®
ile saha temizligi yapildiktan sonra ratin basi 45 derece fleksiyonda olmasini saglamak igin
spang rulo haline getirildi ve anterior servikal bdlgeye yerlestirildi. Inion ile atlas arasina
yaklasik 2 cm.lik cilt insizyonu yapildi. Cilt gegildi, oksipital adale oksipital kemikten kiint
olarak disseke edildi. Ardindan posterior servikal adaleler disseke edilerek atlantooksipital
membran ortaya kondu (sekil 3.1). Sonrasinda rata prone pozisyon verildi. Sol inguinal
bdlgenin batticon ile saha temizligi yapildr ve cilt insizyonunun ardindan sol femoral arter
ortaya kondu (sekil 3.2). Femoral arter kateterize edildi, 0.4 ml/kg’a nonheparinize arteryal
kan alind1 ve sisterna magnaya, esit miktarda BOS bosaltilmasini takiben 30 saniye siirede
enjekte edildi. Kanin geriye sizmasini 6nlemek amaciyla 5 dakika boyunca kanin verildigi
insulin ignesi atlantooksipital membranin girdigi noktada tutuldu. Bu islemi takiben ratlar
15 dakika siireyle trendelenburg pozisyonda tutularak kanin prepontin sisternaya yayilmasi
sagland1 (sekil 3.3 ve 3.4). Ratlar tamamen uyandiktan sonra kafeslerine alindi. 48 saat
sonra ratlara kontrol grubundaki islemler uygulanarak baziller arterler beyin sapi ile

birlikte ¢ikarildu.

Grup 3 (SAK + 5 mg/kg oral sildenafil) (n:7)

Ayni1 yontemle ratlara SAK olusturulduktan 2 saat sonra oral olarak 5 mg/kg’a toz
haline getirilmis sildenafil verildi. Ikinci giin tekrar oral olarak 5 mg/kg’a sildenafil verildi.

48. saatin sonunda ratlara kontrol grubundaki islemler uygulandi.

Grup 4 (SAK + 15 mg/kg oral sildenafil) (n:7)

Ayni yontemle ratlara SAK olusturulduktan 2 saat sonra oral olarak 15 mg/kg’a toz
haline getirilmis sildenafil verildi. Ikinci giin tekrar oral olarak 15 mg/kg’a sildenafil

verildi. 48. saatin sonunda ratlara kontrol grubundaki islemler uygulandi.
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Sekil 3.1. Atlantooksipital membran

Sekil 3.2. sol femoral arter
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Sekil 3.3. ve sekil 3.4. Prepontin sisternlerdeki ve baziller arter etrafindaki subaraknoidal
kanama




3.4 Verilerin Toplanmasi

3.4.1 Patolojik Verilerin Degerlendirilmesi

Ratlar sakrifiye edildikten sonra beyin sap1 ve serebellum doku 6rnekleri histolojik,
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal ¢aligmalara alinmistir. Isik mikroskobi ¢alismasi
icin alinan beyin sapina ait doku 6rnekleri %10’luk formalin solusyonu i¢inde en az 24 saat
tespit edilmistir. Doku takip isleminde, doku %96’lik alkol ile dehidrate edilip ksilol ile
seffaflandirilarak parafin asamalarindan gecirilmistir. Doku parafine gomiilerek parafin
blok elde edilmistir. Parafin bloktan 0.5 pm kalinliginda kesitler Hemotoksilen&Eozin
(H&E) ile boyanmis, hazirlanan boyal kesitler 1sik mikroskobu (Olympus U-DO3®,

Tokyo, Japonya) ile incelenmistir.

3.4.1.1 Arterial Liimen ¢apimin Olgiimii

BUTF Patoloji AD’da her bir baziller arterin {ist, orta ve alt béliimlerinden birer
kesit alindi. Her grubun baziller arterleri 151k mikroskobunda en uygun kesiti temin etmek
icin incenlendi. Seri kesitler arasinda en uygun olan hemotoksilen eozin boyali baziller
arter histolojik kesitleri digitalize edildi ve luminal kesitlerin ¢evre uzunluklarinin
taslaklar1 olusturuldu ve her baziller arterin ¢ap1 freeware imaj analiz sistemleri (ImagelJ,
version 1.341; National Institutes of Health, Bethesda, MD) bilgisayar programi ile
oOl¢iildii. Resim 4.1-4.3 da her gruba ait Hemotoksilen Eozin ile boyali baziller arter

alanlar goriilmektedir.

3.4.2 Immiinohistokimyasal Boyama Yontemleri

Baziller arter kesitlerindeki apopitozu gostermek amaciyla In Situ Cell Detection Kit,
POD (Roche, Germany) kullanilmistir. Parafine gomiilmiis dokular azalan
konsantrasyonlarda alkol ile deparafinize ve rehidrate edilmistir. Daha sonra Orneklerin
permeabilitesini arttirmak amaciyla, doku 6rnekleri ilk olarak proteinaz K (20 mg/ml) ile
oda 1sisinda 15 dakika boyunca muamele edildi. Endojen preoksidaz aktivitesini bloke

etmek amaciyla oda 1sisinda 5 dakika %3’liik hidrojen peroksid uygulanmasinin ardindan
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75 ul equilibration tamponu (buffer) uygulandi. Dokular daha sonra niikleotidlerin 3°’OH
serbest ucuna polimerizasyonunu katalize ederek DNA kirilmis kenarlarinin isaretlenmesi
icin TUNEL reaksiyon karisimiyla muamele edildi. Kestiler daha sonra 30 dakika boyunca
Converter-POD ile inkiibe edildi, daha sonra renk gelisimi i¢in 12 dakika 3-Amino-9-
etilkarbozol uygulandi. Sonrasinda kesitler metil yesil ile boyandi ve lam {izerine
yerlestirildi. Her basamak arasinda lamlar PBS ile yikandi. Boylece kesitlerde arterlerin
endotelyal hiicrelerinin nukleuslarinda boyanma  gosterildi. Apopitotik  indeks
immiinreaktif nukleuslarin total endotel hiicre sayisina orani ile hesaplandi. Sonugclar yilizde
olarak ifade edildi. Buna gore boyanma saptanmayan kesitler Grade 0, %0-24 oraninda
apopitoz Grade 1, %25-49 arasindakiler Grade 2, %50-74 arasindakiler Grade 3 ve %75-

100 oraninda arteriyal apopitotik hiicre boyanmasi gosterenler Grade 4 olarak ifade edildi.

Formaldehit ile fikse edilmis ve parafine gomiilii dokular kesildi. Deparafinizasyon
ve rehidrasyondan sonra her kesit p53 (klon Pab240, fare monoklonal antibody,
Neomarkers), kaspas 3 (CPP32, tavsan monoklonal antibody, NeoMarkers), kaspas 8
(FLICE, tavsan poliklonal antibody, NeoMarkers) ve sitokrom c (Klon 7H8.2C12, fare
monoklonal  antibody, = NeoMarkers) kullanilarak immiin boyama  yapild1
Immiinhistokimya prosediirleri asagidaki prosediire gore standart avidin-biotin kompleks

methodu kullanilarak gerceklestirildi.

Biitiin antibadiler icin antijen tekrar kazanma islemi 20 dakika 700W ta 10Mm sitrat
tampon (Ph 6.0) da mikrodalga firinda gergeklestirildi. Sonra endojen peroksidaz aktivite
30 dakikada 9%0.3 H202 ile bloke edildi. 10 dakika nonspesifik tespit blokaji icin TBS (50
Mm TRIS-HCI, 150 Mm NaCl, Ph 7.4) de %S5 bovine serum albiimin ile inkubasyondan
sonra kesitler oda sicakliginda nemlendirilmis 6zel bir odada 2 saat primer antibadiler ile
inkiibe edildi. AEC+ substrat kromojen solusyonu uygulanmasini takiben kesitler 15
dakika peroksidaz isaretli polimerler ile inkube edildi. Sonra hemotoksilen ile boyandi.

Basamaklar arasinda lamlar TBS’ de 2 kez yikandi.

Negatif kontroller i¢in primer antibodyler atlandi ve non-immiin serumlar yerine
kullanildi. Pozitif kontroller i¢in boyanan doku kesitleri imalat prosediiriine uygun bir
sekilde degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak p53 i¢in kolonik adenokarsinoma, kaspas 3

i¢in tonsil, kaspas 8 i¢in mide, sitokrom c i¢in kardiak kas dokusu kullanildi.
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p53 immiinreaktivitesi i¢in yalmzca niikleer boyanma diger antibodyler igin ise
sitoplazmik boyanma pozitif olarak degerlendirildi. Isik mikroskopu altinda basiller arterin
endotelyal hiicrelerinde bu antibodylarin hepsi ig¢in pozitif yada negatif olarak pozitivite

degerlendirilmesi gerceklestirildi.

3.4.3 Biyokimyasal Verilerin Degerlendirilmesi

Baziller arterin besledigi serebellar dokudan alinan 6rneklerin lipid peroksidasyon
degerleri, HUTF biyokimya AD’da Uchiyama ve Mihara’nin tiyobiitiiriik asit ydntemi
kullanilarak hesaplandi. Doku o6rnekleri tartildiktan sonra %10’luk homojenatlar1 elde
edilecek sekilde 25 mM Tris-HCI (pH:7) tamponu iceren 150 mM KCI ile cam-teflon
homojenizator kullanilarak buz banyosunda homojenize edildiler. Elde edilen %10’luk
homojenatlarin 0.5’er mililitresi, 3 ml %1’lik H;PO4s ve 1ml % 0.67’lik TBA ile
karistirillarak kaynar su banyosunda 45 dakika bekletildiler. Daha sonra tiipler sogutuldu ve
tizerlerine dorder ml n-butanol eklenerek calkalandi. Tipler santrifiij edilerek su ve n-
butanol fazlarinin ayrilmasi saglandi. N-butanol fazina gecen rengin siddeti 532 nm’de
spektrofotometrik  (Shimadzu UV-120-02  Spectrophotometry) olarak  okundu.
Malondialdehidin TBA ile olusturdugu rengin molar absorbtivitesinden (M:1.56 x 10°)
yaralanilarak lipid peroksit degerleri gram yas doku basina nmol TBA/gram yas doku
olarak hesaplandi (tablo 4.4 ve grafik 2)

3.4.4 Istatiksel verilerin degerlendirilmesi

Toplam 4 grubun baziller arter kesit alanlari, lipid peroksidasyon degerleri ve
apopitotik vaskiiler endotelyal hiicre sayist verilerinin normal dagilim gosterip
gostermedigini saptamak amaciyla ANOVA testi, gruplar arasi farklilik ise Post Hoc
Tukey testi ile degerlendirildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Baziller arter liimen kesit cap olciimleri

Deney siiresince yapilan islemler ratlar tarafindan iyi tolere edildi. Grup 2’den 2,
grup 3’ten ve Grup 4’ten 1 ‘er rat kanamadan sonraki 1. iinde kaybedildi. Calismaya
toplam 28 adet rat dahil edildi. Tiim gruplardan elde olunan baziller arterlerden 3 adet kesit
almmustir. Kesitler Hemotoksilen-Eozin ile boyanmistir. Dort gruba ait Hemotoksilen-
Eozin ile boyanmis kesit 6rnekleri Resim 4.1-4.3’de gosterilmektedir. Toplam 28 adet ratin
liimen kesit alan1 freeware imaj analiz sistemleri (ImageJ, version 1.341; National
Institutes of Health, Bethesda, MD) bilgisayar programi ile dl¢lilmiistiir. Sonuglar standart

sapmalartyla tablo 4.1 ve grafik 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1 : Vazospazm sonrasi baziller arterlerin kesit cap dl¢timleri (um)

Ort+£SD (um) Azalma (%)
Grup 1 (kontrol) 2342+386 -
Grup 2 (SAK) 1008+109 %S7
Grup 3 (SAKH+sildenafil Smg/kg) 1972+118 %16.8
Grup 4 (SAK+sildenafil 15mg/kg) 2201+132 %7.1

Dort gruba ait veriler ANOVA testi ile degerlendirildi (Tablo 4.2.). Sonuglarin
istatiksel olarak anlamli oldugu goériildii (p<0.0001).
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Tablo 4.2. Tiim gruplar igin uygulanan ANOVA test

ARTER CAP OLCUMLERI

p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

Subaraknoid kanama olusturulan ve tedavi verilmeyen Gup 2’de baziller arterlerin
kesit ¢ap Olciimleri kontrol grubuna gore (grup 1) %57 oraninda azalmaktayken,
subaraknoid kanama olusturulan ve 5mg/kg’a sildenafil uygulanan grupta (grup3) %16.8
oraninda saptandi. Subaraknoid kanama olusturulan ve 15 mg/kg’a sildenafil verilen grupta

ise (grup 4) azalma oran1 %?7.1 olarak belirlendi. (tablo 4.1 ve grafik 4.1) (Resim 4.1-4.3)

Elde edilen kesit ¢ap Ol¢imleri Post Hoc Tukey testi ile karsilagtirildi. p<0.05
istatiksel acidan anlamli olarak kabul edildi. Buna gore kontrol grubu olan grup 1 ile
subaraknoid kanama olusturulan ve tedavi verilmeyen grup 2’nin karsilastirilmasinda
p<0.0001 degeri elde edildi. Subaraknoid kanama olusturulan ve tedavi verilmeyen grup 2
ile subaraknoid kanama olusturulan ve 5 mg/kg’a sildenafil verilen grup 3
karsilagtirildiginda p<0.0001 degeri elde edildi. Yine grup 2 ile subaraknoid kanama
olusturulan ve 15 mg/kg’a sildenafil verilen grup 4 baziller arter Kkesitleri
karsilastirildiginda p<0.018 saptandi. Ancak grup 3 ile grup 4 sonuglar1 karsilagtirildiginda
p>0.228 degeri saptandi. Elde olunan bu sonuglara gore sildenafilin vazospazmi 6nemli
derecede engelledigi, ancak doz miktar1 ile tedavinin etkinliginin artmadigi gosterildi
(Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Gruplar aras1 karsilastirmanin yapildig: Post-Hoc Tukey testi

Bagimli Degisken: CAP OLCUMLERI

SAK Kontrol Kontrol grubu

SAK+5mg sildenafil
SAK+15mg sildenafil

SAK+5mg sild SAK+15mgsildenafil

-743,5714
-602,2857
-373,8571

228,4286

116,1314
116,1314
116,1314

116,1314

0,0001
0,0001
0,018

0.228

-1063,9362
-922,6505
-694,2219

-91,9362

-423.,2066
-281,9209
-53,4924

548,7934

p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

4.2. Serebellar doku lipid peroksid miktarlar

48. saatte dort gruba ait serebellar dokulardan elde edilen lipid peroksidasyon
degerleri tablo 4.4 ve grafi 4.2 ‘de sunulmaktadir.

Tablo 4.4 : Serebellar dokularin lipid peroksidasyon degerleri (nmol TBA / g yas doku)

113.6+5.1

200.1+5.5 %76.9
137.7+4.5 %21.2
130.8+4.0 %15
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Dort  grubun lipid peroksidasyon degerleri ANOVA testi kullanilarak
degerlendirildi. Sonuglarin istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii (Tablo 4.5) (grafik 4.2)

Tablo 4.5. Tiim gruplar i¢in uygulanan ANOVA testi

Lipid peroksid
Degiskenlerin Kkarelerinin Degisken
toplami df Kkarelerinin ortalamasi F Anlamhhk
Gruplar arasi 29927,964 3 9975,988 422,513 0,0001
Grup ici 566,666 24 23,611
Toplam 30494,630 27

p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

Subaraknoid kanama olusturulan ve tedavi verilmeyen grup 2’de lipid peroksid
miktar1 kontrol grubuna gore (grup 1) %76.9 oraninda artmaktayken, sildenafil Smg/kg’a
verilen gruba ait lipid peroksid miktari, kontrol grubuna gore (grup 1)%21.2 oraninda
arttig1 saptandi. Subaraknoid kanama olusturulan ve 15 mg/kg’a sildenafil verilen grupta
ise (grup 4) lipid peroksid miktarinda artma oran1 %15 olarak belirlendi. (tablo 4.4 ve
grafik 4.1)

Elde edilen lipid peroksid miktarlar1 Post Hoc Tukey testi ile karsilagtirildi. p<0.05
istatiksel ac¢idan anlamli olarak kabul edildi. Buna goére kontrol grubu olan grup 1 ile
subaraknoid kanama olusturulan ve tedavi verilmeyen grup 2’nin karsilagtirilmasinda
p<0.0001 degeri elde edildi. Subaraknoid kanama olusturulan ve tedavi verilmeyen grup 2
ile subaraknoid kanama olusturulan ve 5 mg/kg’a sildenafil verilen grup 3
karsilastirildiginda p<0.0001 degeri elde edildi. Yine grup 2 ile subaraknoid kanama
olusturulan ve 15 mg/kg’a sildenafil verilen grup 4 baziller arter kesitleri
karsilagtirildiginda  p<0.0001 saptandi. Ancak grup 3 ile grup 4 sonuglan
karsilastirildiginda p>0.062 degeri saptandi. Elde olunan bu sonuglara gore sildenafilin
lipid peroksidasyonunu Onemli derecede azalttigi, ancak doz miktar1 ile tedavinin

etkinliginin artmadig1 gosterildi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Gruplar arasi karsilastirmanin yapildig1 Post-Hoc Tukey testi

Bagimli Degigken: Lipid peroksid

(I) Gruplar1 (J) Gruplan Ortalama Standart | Anlamhhk | %95 giivenlik
fark (I-J) Hata arahdy
Altsmir | Ust sinr
SAK Kontrol Kontrol grubu 86,4857 2,5973 0,0001 79,3207 | -93,6508
SAK+5mg sildenafil -62,4143 2,5973 0,0001 55,2492 69,5793
SAK+15mg sildenafil 69,3143 2,5973 0,0001 62,1492 76,4793
SAK+5mg sild 2,5973 -0,2650
SAK+15mgsildenafil 6,9000 0,062 14,0650

p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

4.3. Gruplardaki apopitoz sonuclari

Kontrol grubunda (grup 1) In Situ Cell Death Detection kit, POD (Roche, Germany)
kiti ile immunohistokimyasal boyamada endotelyal hiicrelerin hi¢birinde pozitif boyanma
saptanmadi (Resim 4.4 ve 4.5). Grup 2 ile subaraknoid kanama olusturulan ve sildenafil
Smg/kg’a verilen grup 3 ve SAK olusturulan ve sildenafil 15 mg/kg verilen grup 4’teki
apoptotik endotelyal hiicre sayilar1 Grafik 4.3’te verilmistir. Gruplarin elde edilen
apopitotik hiicre sayilar1 Post Hoc Tukey testi ile karsilastirildi. p<0.05 anlamli kabul
edildi. Grup 1 ile grup 2’nin karsilagtirllmasinda p<0.0001 degeri elde edildi ve istatiksel
acidan anlamli kabul edildi. Grup 2 ile grup 3’tn ve grup 2 ile grup 4’iin
karsilastirilmasinda p>0.05 degeri elde edildi ve istatiksel agidan anlamli olmadig1 goriildii.

(p>0.05) (Resim 4.4-4.9).

Elde edilen sonuglara goére kontrol grubu grup 1°de In Situ Cell Death Detection
Kit, POD (Roche, Germany) ile yapilan immunohistokimyasal ¢aligmada hicbir vaskiiler
endotelyal hiicrede boyanma olmadigi  saptandi. SAK olusturulan grup 2 de
immunohistokimyasal olarak boyanan vaskiiler endotelyal hiicre sayisinin tiim endotelyal
hiicre sayisina gore oranin ortalama %88, tedavi gruplart grup 3’te bu oranin %83 ve grup
4’te %81 oldugu gorildi. Grup 1 ile grup 2, 3 ve 4 degerlerinin karsilagtirilmasinda

sonuclarin istatiksel agidan anlamli oldugu saptanirken (p<0.0001), grup 2 ile tedavi
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gruplar1 olan grup 3 ve grup 4’iin apopitotik hiicre oranlarimin karsilastirilmasinda
sonuglarin istatiksel agidan anlamli olmadigy, sildenafilin SAK sonrasi1 goriilen apopitotik

hiicre sayisini etkilemedigi goriildii (p>0.05).

Gruplara kaspaz 3, kaspaz 8, p 53, sitokrom c apopitotik markerlar: ¢alisildi. Grup
1’de vaskiiler endotelyal hiicrelerde apopitotik boyanma goézlenmezken, grup 2’de ve
tedavi gruplar1 3 ve 4’te apopitotik hiicre pozitifligi saptandi. Tedavi gruplarinda ve

kontrol grubunda anlamli farklilik bulunmadi. (Resim 4.10-4.23)

Baziller arter kesit cap olciimleri

500 7

2000
1500 7
1000
L0 "H/,«“"f f;/'
ﬂ /.-/" Py
W kontrol 2342
SAK 1008
m sildenafil Sma/kg 1972
B sildenafil 15 mg/fka 2201

Grafik 4.1. Vazospazmda baziller arter kesit ¢ap Slgiimleri (um)
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Grafik 4.3. Gruplardaki apopitotik hiicre oranlar1
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Resim 4.1. Hemotoksilen-Eozin ile boyali subaraknoid kanama yapilan gruptan

vazospastik baziller arter kesiti

Resim 4.2. Subaraknoid kanama yapilmis ve Smg/kg sildenafil verilmis gruba ait
Hemotoksin Eozin ile boyanmis baziller artere ait damar kesiti
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Resim 4.4. Subaraknoid kanama yapilmis gruba ait apopitozu degerlendirmede TUNEL
boyama metodu uygulanmig baziller artere ait damar kesiti. Endotelyal
hiicrelerin nukleuslarnin TUNEL ile pozitif boyandigi goriilityor. (20X

biiylitme)
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Resim 4.5. Aym kesitin biiyiitiilmiis gortntiisii. Oklar TUNEL ile pozitif boyanan
endotelyal hiicreleri gosteriyor.

Resim 4.6. Subaraknoid kanama yapilmis ve sildenafil 5 mg/kg verilmis ba ait aziller I
arter kesitinin TUNEL boyamasi. Kesitte TUNEL pozitif endotelyal hiicreler

goriiliiyor.
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Resim 4.7. Subaraknoid kanama yapilmis ve 15 mg/kg’a sildenafil verilmis gruba ait
baziller arter kesitinin TUNEL boyamasi.

Resim 4.8. Kontrol grubuna ait baziller arter kesitinin TUNEL boyamasi. Apopitotik
hiicre bulunmamaktadir.
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Resim 4.10. Subaraknoid kanama yapilmis gruba ait baziller arter damar kesitinin Kaspaz
3 ile yapilan immunohistokimyasal boyamasi.Endotelyal hiicrelerin
sitoplazmalarinin  Kaspaz 3 ile pozitif boyandigi goriiliyor. (Ok ile
isaretlenmis alanlar) (20X biiyiitme)
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Resim 4.11. Ayni kesitin biiylitiilmiis goriintiisii. Oklar apopitotik hiicreleri gosteriyor.
(X40)

Resim 4.12. SAK uygulanmis ve sildenafil 5 mg/kg verilmis gruba ait baziller arter damar
kesitinde. Kaspaz 3 ile pozitif boyanmis apopitotik endotelyal hiicreler
goriiliiyor (Oklar) (X20)
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Resim 4.14. Grup 1’ ait herhangi bir islem uygulanmamis baziller arter kesiti. Kaspaz 3
ile herhangi bir apopitotik boyanma olmadig: gortiliiyor.
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Resim 4.15. Grup 2 baziller arter kesitine al?p53 immunohistoki;nyasal boyama-lile
apopitotik hiicreler goriilityor. (Oklar apopitotik hiicreleri gosteriyor)

Resim 4.16. Grup 3 baziller arter kesiti. Tedavi grubunda da apopitotik hiicrelerin
oldugu goriiliiyor.
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Resim 4.17-4.18. A) Grup 1’e ait baziller arter kesiti. p53 ile herhangi bir pozitif boyanma
gosteren endotel hiicresi goriilmiiyor.B) Grup 4’¢ ait kesitte oklar ile
apopitotik hiicreler gosterilmekte.

Resim 4.19 SAK grubuna ait baziller arter kesiti. Ok ile isaretli alanlar apopitotik hiicreleri
isaret etmekte. (X20) (sitokrom c)

47



Resim 4.20 SAK uygulanmis ve sildenafil 5 mg/kg verilen gruba ait baziller arter
kesitinde apopitozun oldugu goriilityor. (X20) (sitokrom c)

Resim 4.21. Grup 1’e ait herhangi bir islem uygulanmamus baziller arterin sitokrom c
ile boyanmasinda herhangi bir apopitotik hiicre olmadigi goriiliiyor. (X40)
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Resim 4.22-23. A) kaspaz 8 ile boyanan grup 2’ye ait baziller arter kesiti B) Grup 3’e ait
kaspaz 8 ile boyanmis baziller arter kesiti (X40)

49



5. TARTISMA

Serebral vazospazm, intrakranial anevrizma riiptiirii ve beraberinde subaraknoidal
kanama sonras1 gelisebilen, morbidite ve mortaliteyi arttiran énemli bir komplikasyondur.
Olusum sebepleri halen net olarak anlagilamamis olsada, gelisimindeki en 6nemli faktoriin
subaraknoidal mesafedeki kan pihtist miktar1 oldugu artik kabul edilen bir gercektir.
Kanama nedeniyle intrakranial basing artigi, serebral kan akimi ve serebral perfziiyon
basincinda diisme meydana gelir. Bunun neticesinde serebral vaskiiler dokular ve
noronlarda oksijen desteginde azalma ve bununla beraber serebral arterlerin beslenmesinin
saglandig1 rete vazorium denilen tiim damar tabakasina penetre olan delikgiklerin kan
pihtisi ile kapanmasi gergeklesir. Meydana gelen bu olaylar vaskiiler ve néronal dokularin
iskemik silirece girmelerinde ilk basamaktir (130). Daha sonrasinda kan hiicrelerinin
baslattigi akut inflamasyon, serbest radikal iiretimi, lipid peroksidasyonu, vaskiiler
endotelyal hiicre harabiyeti, NO azalmasi, endotelin miktarinin artmasi, vaskiiler hiicre
membran harabiyeti neticesinde intraselliiler kalsiyum birikimi gibi bir ¢ok igige gegmis
reaksiyonlar, serebral damarlarda vazokonstriksiyon ve spazm gelisimiyle beraber serebral
kan akiminin dahada azalmasina neden olarak iskemik siireci hizlandirir. Iskemi gelismesi
dokularda apopitotik ve nekrotik hiicre 6liimiine neden olarak morbidite ve mortalitenin

artmasina sebep olur.

Kanama sonrasi eritrositlerin hemolizi ile ac¢iga ¢ikan oksihemoglobinin
methemoglobine doniisiimii sirasinda ortamda asir1 reaktif oksijen radikallerinin iiretimi
olur ve vazospazm gelisim silirecinde oksijen radikallerinin ¢ok Onemli rolii vardir.
Shishido, Kamii ve ark. deneysel olarak SAK olusturduklar farelerde disardan superoksid
dismutaz kullanmiglar ve superoksid radikal olusumunu Onleyerek vazospazmi
azalttiklarin1 bildirmislerdir (131,132). SAK sonrasi1 vasiiler diiz kas hiicrelerinde ve
adventisyal fibroblastlarda serbest radikal {iiretiminde yer alan NADPH oksidaz adh
enzimin aktivitesinde arts olmaktadir. Zheng ve Shin yaptiklar1 farkli ¢alismalarda SAK

sonrast NADPH oksidazin sitozolik komponenti p47°™™

adl1 proteinin plazma membranina
transloke olarak enzimin aktivite oldugunu bulmuslar ve vazospazm patogenezinde ¢ok bir

kritik bir rol oynadigimi belirtmislerdir (89,133). Arastirmacilar apocynin ve
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difenileneidonium adli NADPH oksidaz enzim inhibitorleri ile vazospazma kars1 basarili
sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir. Serbest radikal olusumunun bir 6énemli etkiside,
NO’i peroksinitrite ¢evirerek hem NO miktarin1 azaltmalart hemde peroksinitritin
hidroksiradikale dontigiimiiyle ROS {iretimini arttirmalaridir (31). Serbest radikallerin
vazospazm slirecindeki en dnemli etkisi hiicre membranlarindaki yag asidiyle reaksiyona
girerek lipid peroksidasyonuna neden olmasidir. Olusan lipid peroksidasyonu neticesinde
vaskiiler endotelyal hiicreler hasarlanir ve vaskiiler tonusun diizenlenmesinde vazodilatator
etkili NO iretilemez hale gelir. Bu bilgiler 15183iInda SAK’da antioksidan ajanlarin
vazospazm tedavisindeki etkileri ile ilgili calismalar yapilmistir. 1984 yilinda Asona ve
ark. antioksidan ajan olan 1,2-bis (nikotinamid) propane’in vazospazmi azalttigini
gostediler. 1991 yilinda Vollmer ve ark. tavsan modelinde bir antioksidan ajan olan ve
lipid peroksidasyonun zincirleme reaksiyonlar: sirasinda gerekli olan Fe+2 ‘i baglayan

desferoksaminin vazospazmdaki koruyucu etkisini gosterdiler (18).

Serebral vazospazm gelisiminde intraselliiler kalsiyum birikimide patogenezde ¢ok
onemli rol almaktadir. Bunun iizerine SAK sonrasi kalsiyum antagonistleri klinikte
kullanilmaya baslanmis ancak basarili sonuglar elde edilememistir. Bunun nedeni iizerine
yapilan arastirmalarda Yasuo ve ark. kopekler iizerinde gerceklestirdikleri ¢aligmalarda
hiicre membram1 K' kanallarindan BK ve Ky adli potasyum kanallarmin SAK sonrasi
azaldiginmi tespit etmisler bunun nedenininde serbest radikal iiretimi ile vaskiiler hiicre
membranlarinin lipid peroksidasyonuna sekonder hasar gérmesi oldugunu belirtmislerdir.
Ayni zamanda lipid peroksidasyonuna ek olarak bu kanallarin fonksiyon gormelerinin
oksihemoglobin tarafindan engellendigini bildirmislerdir (8). Ozellikle oksihemoglobin
voltaj bagimsiz kalsiyum kanallarin1 etkileyerek hiicre i¢i kalsiyum artisina neden olur.
Ayn1 zamanda protein kinaz C ve tirozin kinaz adli enzimlerin aktivasyonlarina yol agarak
hiicre i¢inde kadesmonun fosforile olmasina bdylece myozin ve aktin arasinda ¢ok daha
giiclii bir bag olusumuna neden olarak vaskiiler dokunun uzun siireli kasilmasina neden

olur (30).

Inflamatuar reaksiyonlar, serbest radikal olusumu, lipid peroksidasyonu gibi
reaksiyonlar neticesinde serebral kan akiminin diizenlenmesinde 6nemli etkileri olan NO
miktarinin azalmasi vazospazm olusum siirecindeki en 6nemli basamaklardan birini teskil
etmektedir. Suzuki ve Pluta yaptiklar1 arastirmalarda SAK geciren hastalarin beyin
omurilik sivilarini incelemisler. Neticede NO’in metaboliti olan nitritin normalden ¢ok

daha diisiik oldugunu saptamislar, NO miktarinin azalmasinin vazospazmda ¢ok énemli ve
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cok kritik rolii oldugunu bildirmislerdir (70,72). Jung ve ark. maymunlar iizerinde
yaptiklar1 deneysel aragtirmada SAK olusturduklari maymunlarin beyin omurilik
stvilarinda ADMA miktarlarinda artis tespit etmisler ve bu durumun NO azalmasina bagl
vazospazm oldugunu yayinlamislardir (85). Egemen, Thomas ve Frazee SAK
olusturduklar1 gruplara NO ve NO dondérlerini intratekal olarak uygulamislar ve
vazospazmi azalttiklarini yaymlamiglardir (134,135,136). Yine Shibuya ve ark. NO
miktarinin azalmasinin Rhokinazin artisina neden oldugu bununda uzun siireli diiz kas
kontraksiyonu ile iliskili oldugunu bildirerek AT877 adli Rhokinaz inhibitorii kullanarak
anlamli antivazospastik aktivite elde etmislerdir (87). Sobey ve ark. ise vazospazmin
sadece azalmis NO miktar1 ile degil ayn1 zamanda artmig PDE salinimi ve azalmis cGMP

ile iligkili oldugunu belirtmistir (137).

NO miktarin azalmasinin vazospazm olusumunda bu kadar 6nemli yer almasinin
nedeni vazodilatatdr etkilerinin yaninda antiinflamatuar ve antioksidan etkilerininde
olmasidir. Jeremy NO’in SAK sonrasi inflamatuar siiregte lokositlerin adhezyonunu
saglayan adhezyon molekiillerinin salinimini inhibe ettigini, NO miktarinin azalmasinin
16kosit ve plateletlerin artmisg adhezyonu ile sonuglanmasina bununda inflamasyon siirecini
hizlandiracagini bildirmektedir (5). Tim bu siirecler vaskiiler ve noéronal hiicrelerde

apopitotik ve nekrotik hiicre 6liim siirecini baslatir.

Vazospazm gelisiminin multifaktoriyal ve multiseviyeyi ilgilendiren bir hastalik
stireci olmasi nedeniyle olusturalacak tedavi stratejisinin tiim bu basamaklari
engelleyebilecek bir sekilde olusturulmasi gerekmektedir. Bu diislinceden yola ¢ikarak
deneysel calisgmamizda sildenafil sitrat kullandik. Sildenafil sitratin SAK sonrasi

vazospazm, lipid peroksidasyonu ve apopitoza olan etkilerini inceledik.

Sildenafil fosfodiesteraz tip 5’in selektif inhibitoriidiir ve klinikte erektil
disfonksiyon ve pulmoner hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir. PDES5 enzimi
plateletlerde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve korpus kavernozumda bulunmaktadir.
Sildenafil fosfodiesteraz tip 5 enzimini inhibe ederek ¢cGMP yikimini engeller ve NO-
c¢GMP yolaginin etkilerini arttirir (113).

Ratlarda akut vazospazm 48. saatte maksimuma ulasmaktadir. Bu sebepten dolay1
ratlarin baziller arterleri SAK olusturulduktan sonra 48. saatte c¢ikarilarak incelenmistir.
Calismamizda yer alan 4 grubu ANOVA testi ile degerlendirdik. Baziller arter ¢ap
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Olctimleri arasinda tiim gruplar goz Oniine alindiginda anlamli farklilik saptanmistir
(p<0.0001). Baziller arterlerin ¢ap dl¢timleri, SAK olusturulan grupta kontrol grubuna gore
%357 oraninda daralmaktayken, SAK’tan sonra 48 saat boyunca giinde Smg/kg’a sildenafil
alan grupta kontrol grubuna gore %16.8 oraninda tespit edildi. SAK’tan sonra 48 saat
boyunca giinde 15 mg/kg’a sildenafil alan grupta kontrol grubuna gore %7.1 oraninda
tespit edildi. Caligmadaki tiim tedavi gruplar1 Post Hoc Tukey testi kullanilarak SAK
kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Bu sonuglar dahilinde tedavi gruplari ile grup 2’nin
karsilastirilmasinda istatiksel agidan anlamli farklilik bulundu (p<0.0001). Elde olunan bu
sonuglara gore sildenafilin vazospazmi 6nemli derecede engelledigi, ancak doz miktari ile

tedavinin etkinliginin artmadig1 gosterildi.

Beyin dokusu lipid peroksidasyonu reaksiyonlar1 sonucunda olusan serbest
radikallere karsi, antioksidan savunma mekanizmlarinin diger dokulara oranla daha zayif
olmas1 ve yliksek miktarda demir ve poliansatiire serbest yag asitleri igermesinden dolay1
¢ok duyarhidir. Bununla beraber subaraknoid kanama sonrasi olusan patolojik ortamda
viicudun serbest radikallere karsi savunma islevselligininde azalmasi neticesinde bol
miktarda serbest radikal ndronal ve vaskiiler yapilarin hiicresel iskelet yapis1i ve DNA’sinin
parg¢alanmasina neden olur. Bundan dolay1 lipid peroksidasyonun 6nlenmesi anevrizmal
subaraknoid kanama sonrasi yiiksek olan morbidite ve mortalitenin disiiriilmesinde
anahtar rol oynamaktadir. Bu deneysel ¢alismada serebellar dokudaki lipid peroksidasyon
degerleri, en sik kullanilan ve giivenilir olan Uchiyama ve Mihara’nin TBA yontemi ile
Ol¢iilmiistiir. Bu yontemde lipid peroksidasyon degeri spektrofotometrik olarak

belirlenmektedir.

Buna gore subaraknoid kanama yapilan ve tedavi verilemeyen grupta lipid peroksid
miktarinda kontrol grubuna oranla %76.9 oraninda artis saptanmistir. Subaraknoid kanama
yapilan ve 5mg/kg’a sildenafil verilen grupta bu oran %21.2 ve subaraknoid kanama
yapilan ve sildenafil 15mg/kg’a verilen grupta ise bu oran %15 olarak saptandi. Tiim
gruplar ANOVA testi kullanilarak karsilastirildiginda istatiksel acidan anlamli fark
bulunmustur  (p<0.0001).Mevcut literatiir  bilgileri dahilinde sildenafilin  lipid
peroksidasyonuna olan bu etkisinin PDE tip V inihibisyonu ile NO-cGMP yolaginin
etkilerinin artmasina ve bdylece ortamda miktar1 artan NO’in vaskiiler dokunun
adventisyasinda {iiretilen ve superoksid radikalinin olusumuna neden olan NADPH oksidazi

inhibe etmesine bagl olabilir.
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Literatiirde sildenafilin vazodilatator etkilerinin yaninda serbest radikal iiretimine
olan etkileri ile ilgili yapilmis ¢alismalar vardir. Saima ve ark. Akut respiratuar distress
sendromunun etyolojisinde yer alan superoksid iiretimi iizerine sildenafilin etkilerini
incelemisler ve sildenafilin NO-cGMP yolaginin artimi ile superoksid yapimini azalttigin
bildirmislerdir. Yaptiklar1 arastirmada sildenafilin bu etkisinin NADPH oksidaz enziminin
gp91P"* adli protein sentezini azaltarak gergeklestirdigini belirtmislerdir. Yine Koupparis
ve ark. sildenafilin serbest radikal olusumuna olan etkilerini arastirirken, sildenafilin
NADPH oksidazin gp47™ adli sitozolik komponentinin plazma membranina transloke

olmasini inhibe ettigini yayinlamiglardir (92,138).

SAK sonrast sildenafilin damar liimen ¢api, lipid peroksidasyonuna olan etkisi
yaninda apopitoza olan etkilerini arastirmak amaciyla kesitlerde In Situ Cell Detection kit
calisilmistir. Buna gore kontrol grubunda TUNEL pozitif hiicre saptanmazken, grup 2 de
%88 oraninda, grup 3’te %83 ve grup 4’te %81 oraninda TUNEL pozitif endotelyal hiicre
saptandi. Kontrol grubu grup 2, 3 ve 4 ile karsilastirildiginda grup 2, 3 ve 4 te anlamh
derecede apopitoz oldugu goriildii (p<0.0001). Grup 2 ile grup 3 ve grup 2 ile grup 4
karsilastirildiginda sildenafilin apopitoz iizerine bir etkisinin olmadig: belirlendi (p>0.05)

(grafik 3).

In Situ Cell Detection Kit ile yapilan caligmalarda apopitotik hiicrelerle beraber
nekrotik hiicrelerde de TUNEL ile yanlis pozitif reaksiyon olmasi nedeniyle kaspaz 3,
kaspaz 8, p53 ve sitokrom c adli apopitotik markerlarda calisilmigtir (3) Calismada
sitokrom ¢ apopitotik mitokondriyal yolagi, kaspaz 8 kaspaz bagimli yolagi, kaspaz 3’te
kaspaz bagimli ve bagimsiz yolun ortak {iriinii, p53’ii ise tiim apopitotik siirecin en énemli
marker1 oldugu i¢in kullanild1 (100,101). Yapilan incelemelerde Grupl deki kesitlerde
vaskiiler endotelyal hiicrelerde herhangi bir apopitotik marker pozitifligi saptanmazken,
SAK grubu olan grup 2 ve tedavi gruplar1 grup 3 ve 4’te kaspaz 3, kaspaz 8, p53 ve
sitokrom c¢ apopitotik markerlartyla pozitif olarak boyandigi tespit edildi. Sonuglar

dahilinde sidelnafilin apopitoz iizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlendi.

Bunun bir ka¢ nedeni olabilir. Bunlarda bir tanesi endotelyal hiicrelerde goriilen
apopitozun histolojik bulgulara neden olan ancak morbidite ve mortalitede ¢ok etkisi
olmayan bir antite oldugu gergegidir. Sako ve ark. yaptiklar1 ¢alismada kdpeklere

inrasisternal forbol ester enjekte ederek protein kinaz C’yi aktive etmisler ve vazospazm
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olusturmuslar. Ancak apopitoza ait histopatolojik bulgular elde etmedikleri halde
vazospazm morbidite ve mortalitesinin oldugunu bildirmislerdir. Yine Macdonald ve ark.
ATPgel ile uzun donem vazospazm olusturmuslar, belirgin apopitotik degisiklik elde

etmediklerinin ancak vazospazm olustugunu ifade etmislerdir (108).

Diger bir ihtimalde, apopitozun vazospazm olusumunda yer alan onlarca faktoriin
reaksiyonlar silsilesi ile patolojik olay1 baglatmasi neticesinde, en son agamada ortaya
cikan bir bulgu oldugu ihtimalidir. Primer faktorler arasinda yer almaz. Cahill ve ark. p53
inhibitorleri ile yaptiklar1 ¢alismada apopitoz olusumunu engellediklerini ancak bunun
vazospazm olusumunu 6nlemedigini, vazospazmi tedavi etmek i¢in apopitotik siire¢ dncesi
gelisen kaskadlarin inhibe edilmesinin daha gerekli oldugunu belirtmislerdir (100). Yine
park ve ark. kaspaz inhibitorleri ile yaptiklar1 deneysel arastirmada, apopitozu
engellediklerini, boylece kan beyin bariyerinin bozulmasini, vazojenik ve sitotoksik 6demi
azalttiklarini ancak bu bulgularin mortaliteye olan etkilerinin anlamli olmadigini, ndronal
ve norovaskiiler dokuyu korumada apopitozdan oOnce apopitoza yol agan iskemik
kaskadlarin, hemoglobin toksisitesinin Oonlenmesinin ¢ok 6nemli oldugunu belirtmisler,
apopitozu engellemenin vazospazm ve ndronal doku harabiyetini 6nlemede anlamli bir
etkisinin olmadigmi yayinlamiglardir (139). Aoki ve ark. kaspaz inhibitorleri ile
gergeklestirdikleri ¢alismada apopitozun sadece histolojik bulgulara neden oldugunu,
vazospazmda uzun dénemli vazokonstriksiyonda hi¢ bir roliiniin bulunmadigini ifade
etmislerdir (108). Zhan ve ark. ratlarin hipokampiisiindeki CA1 bolgesindeki noron hasari
ile apopitoz arasindaki iliskiyi arastirirken total ndron hiicre ylizdesinin ¢ok kiigiik bir
boliimiiniin apopitotik hiicre oliimiine bagli oldugunu bildirmisler, kaspaz inhibitorleri ile

iskemik noronal hasara karsi ¢cok zayif bir koruma tespit etmislerdir (149).

Calismamizda lipid peroksidasyonu ve vazospazmi onlemede anlamli sonuglar elde
ettigimiz halde apopitotik markerlarin pozitif olmasinin diger bir nedeni ise serebral
vazospazm gelisiminde NO’in antivazospastik ve NADPH oksidaz inhibitdr etkilerinin
yaninda proapopitotik aktivitesinin olmasi olabilir. Zhou ve ark. 2004’te, Wink & Mitchell
1998°de Estevaz ve ark. 1999 yilinda NO’in ndronlarda ve endotelyal hiicrelerde
Ozelliklede SAK gibi okidatif stres altinda apopitoza neden olabileceg§i, deneysel
calismalarinda bu gelisen apopitotik néron hiicrelerinin Oliimiiniin spesifik kazpaz
inhibitorleri ile engellenebildigini gostermislerdir (139,140). Beklenenin aksine NO’in bu
proapopitotik aktivitesinin nedeni dokularda belli miktarin {izerindeki konsantrasyonlari,

proapopitotik aktiviteye sahip olma nedeni olabilir. Nitekim Suzuki ve ark. 1995’te ve
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Widenka ve ark. 1999°da agsir1 miktarda NO konsantrasyonlarinin 6zellikle ge¢ donemde
vazospazma ve apopitoza neden oldugunu bildirmislerdir (141,142). 1998 yilinda Brune ve
ark., yine 1998 yilinda Lopez-Farré ve ark. NO’in p53 akiimiilasyonunu baglattigini bu
akiimiilasyonunda Bax geninin transkripsiyonunu direk etkiledigini bdylece NO’in
apopitotik etkisinin oldugunu yaymlamislardir (143,144). 2007 yilinda Rodriguez ve ark.
sigir kromaffin hiicre kiiltiirlerine NO donoérlerini (SNP, SNAP ve GSNO) vermisler,
hiicrelerin mitokondriyal membran potansiyellerinde diisme oldugunu saptamislar.
Mitokondriyal membran potansiyelindeki bu degisiklikliginde sitozolden sitokrom c
salimmmina neden oldugunu bununda kaspaz 3 aktivasyonuna neden oldugunu
bildirmislerdir. NO dondérlerinin antiapopitotik protein grubunda yer alan Bcl-2 ve Bel-XL
salinimini azalttig1, proapopitotik proteinlerden Bax ve Bcl-Xs’in salinimin attirdigi ayni
zamanda NO-neden oldugu apopitozda erken fazda NF-xB’nin nukleusa transloke
olmasinin p53 saliniminin diizenlendigi bu durumunda Bax sentezini ve salinimini
arttirdigi boylece NO’in apopitoza yol actig1 belirtilmistir (145). Benzer bir calismay1
Figueroa ve ark. kortikal noronlar iizerinde yapmislar ve NO donérlerinden SNAP’1n
kortikal noronlar iizerinde sitokrom c salinimina ve kaspaz 3 ve kaspaz 9 araciligiyla
apopitoza yol agtigin1 sdylemiglerdir (146). Chae ve ark. ratlarin vaskiiler diiz kaslari
tizerinde yaptiklar1 arastirmada NO’in Bax/Bcl-2 gen eskpresyon oraninda artmaya neden
oldugunu bulmuslardir (147). Mori M. de 2007 de yaymnlanan arastirmasinda NO’in
yiiksek konsantrasyonlarda apopitoza yol ac¢tifini ancak diisiik konsantrasyonlarda tam

tersi apopitozu engelledigini belirtmistir (148).

Bizim c¢alismamizda sildenafil verilen tedavi gruplarinda SAK grubuna gore
apopitotik hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli bir azalma elde edememe nedenimiz,
uyguladigimiz ilacin dozuyla ilgili olabilir. Gelecek caligmalarda sildenafilin farklh
dozlarla ve antiapopitotik ilaglarla kombine edilmesinin elde olunan sonuglarla

kiyaslanmasi agisindan faydali olacagini diisiiniiyoruz.
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6. SONUC ve ONERILER

Deneysel calismamizdan elde ettigimiz verileri gozden gegirdigimizde SAK sonrasi
vazospazm olugmasinda oksidasyon, inflamasyon, lipid peroksidasyonu, vaskiiler dokuda
ve noronal hiicrelerdeki apopitoz, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu ve nekrozis gibi
birbiriyle baglantili bir ¢ok patolojik olayin yer aldigin1 gérmekteyiz. Boylesine kompleks
multifaktoriyel bir patolojik siire¢ sonucunda gelisen vazospazmin tedavisinde deneysel
olarak kullandigimiz sildenafilin 6zellikle vazospastik damarlardaki vazodilatator
etkisinden ve lipid peroksidasyon olusumunu engellemesinden dolayr vazospazm

tedavisinde yer alabilecek timit verici bir ilag olduguna inantyoruz.

Apopitozun vazospazm siirecinin bir parcast oldugunu ancak kisa donemli olan
etkileri nedeniyle asil dikkat edilmesi gereken noktanin inflamatuar reaksiyonlar, kalsiyum
metabolizmasi, serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyon mekanizmalar1 olup bu
reaksiyonlarin olusumunu engellemenin vazospazmi tedavi etmedeki basariy1 arttiracagini

diisiiniiyoruz.
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