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OZET

Akpmar, S: Farede filaman perforasyon yontemi ile olusturulan

subaraknoid kanama modelinde donepezilin beyin hasarina etkisi

Giris ve amag: Spontan subaraknoid kanama, yiiksek mortalite ve morbiditeye
neden olan ve en sik nedeni anevrizmalar olan bir patolojidir. Hastalar kanama anim
atlatsalar dahi, hastanedeki izlemlerinde mortalite ve agir morbiditeler gelisebilir.
Hiperakut dénemdeki beyin hasar1 ve buna bagli mortaliteden artmis intrakranial
basing sorumlu iken, sonrasinda hastalarin 6nemli bir kisminda beyin hasarinda artis

goriilmekte ve ek norolojik defisitler ve 6liimler goriilmektedir.

Eksitator bir ndrotransmitter olan glutamatin asir1 artisinin, N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerini uyararak hiicre i¢ine kalsiyum akigini artirdigi ve apoptoza
neden oldugu diisiiniilmektedir. Asir1 artmis glutamatin neden oldugu norotoksisite
(eksitotoksisite) bircok patolojide (Travma, iskemi, ndrodejeneratif hastaliklar vb.)
etkin oldugu gosterilen ve beyin hasarina neden olan bir mekanizmadir. Subaraknoid
kanamal1 hastalarin beyin omurilik sivilarinda yapilan dl¢timlerde glutamat miktarinin
artmis oldugu gosterilmis olup, bu hastalarda da eksitotoksisitenin noron hasarinda

O6nemli bir paya sahip oldugu diistintilmektedir.

Cesitli patolojilerdeki glutamat eksitotoksisitesini engelleyerek néron hasarini
durdurmak i¢in, NMDA antagonistleri ve glutamat salinim blokdrleri gibi ajanlar
denenmis, ancak klinik calismalardaki yetersiz sonuclar1 ve yan etkileri nedeniyle

kullanima sokulamamustir.

Donepezil ise, dogrudan bir glutamat antagonisti olmayip, bir
asetilkolinesteraz blokoriidiir ve net etkisi asetilkolin miktarini artirmaktir. Artan
asetilkolin, a7 nikotinik asetilkolin reseptorlerini (a7-nAchR) uyarir ve bu reseptoriin
uyarilmas: hiicre yiizeyindeki glutamat reseptorlerini internalize ederek glutamat
eksitotoksisitesini azaltir. Ancak sinapslardaki glutamat ndrotransmisyonunu bozmaz,
bu nedenle glutamat antagonizmasi i¢in kullanilan ajanlarin olumsuz etkisine sahip
olmadig: diisiiniilebilir. Alzheimer tedavisi i¢in gelistirilen bir ajan olan donepezilin

insandaki yan etki profili de iyi bilinmektedir.



Donepezil, Alzheimer’in yaninda, travma ve iskemi i¢in hayvan modellerinde
denenmistir, ancak subaraknoid kanamada etkinligini gosteren c¢alisma yoktur.

Calismamizda, Donepezilin subaraknoid kanamadaki noroprotektif etkileri arastirildi.

Gere¢ ve yontem: Deneylerde 5 grup Swiss albino fare kullanildi. Sham,
kontrol, diisiik doz donepezil ile tedavi ve yiiksek doz donepezil ile tedavi gruplart igin
7’ser, TUNEL/MAP-2 boyamasinin standardizasyonu i¢in olusturulan naive grubu
icin 4 fare ile toplamda 32 denek kullanildi. Farelerde subaraknoid kanama olusturmak
icin, filaman perforasyon modeli kullanildi. Subaraknoid kanamadan 2 saat ve 24 saat
sonra tedavi gruplarina 1,8 mg/kg ve 5,6 mg/kg dozlarinda donepezil intraperitoneal
yolla verildi, kontrol ve sham gruplarina ise kg bagma ayni hacimde %0,9 serum
fizyolojik soliisyonu verildi. 2. saat, 24. saat ve 48. saatte tiim deneklerin norolojik
degerlendirmeleri yapild1 ve 48. saatteki muayeneden sonra fareler feda edilerek %4
formaldehit soliisyonu ile perfiize edildi, sonrasinda beyinleri formaldehit soliisyonuna
koyuldu.  Beyinlerden elde edilen  preparatlar,  immiinohistokimyasal
yontemler(TUNEL/MAP2, iINOS ve Hematoksilen Eozin) ile boyandi, muayene ve

preparatlarin degerlendirilmesi ile elde edilen veriler gruplar arasinda karsilastirildi.

Sonug: Farede filaman perforasyon yontemi ile olusturulan subaraknoid
kanama modelinde, diisiik doz donepezil(1,8 mg/kg/giin) subaraknoid kanama
sonrasinda gelisen apoptozu azaltmistir ve koruyucu etki gostermistir. Yiiksek doz

donepezil (5,6 mg/kg) uygulamasi ile bu etki gézlenmemistir.

Anahtar  kelimeler:  Subaraknoid kanama, donepezil, glutamat,
eksitotoksisite., asetilkolin, apoptoz.

Bu ¢alisma, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi (HUBAP) (Proje numarasi: THD-2020-18825) tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

Akpmnar, S: The effect of donepezil on brain damage in a subarachnoid

hemorrhage model created by filament perforation method in mice.

Introduction and objective: Spontaneous subarachnoid hemorrhage is a
pathology that causes high mortality and morbidity and the most common cause is
aneurysms. Even if the patients survive the bleeding moment, mortality and severe
morbidities may develop during hospital follow-up. Although increased intracranial
pressure is blamed as the cause of brain damage and associated mortality in the
hyperacute period, an increase in brain damage is observed in a significant portion of

the patients and additional neurological deficits and deaths are observed.

It is thought that excessive increase of glutamate, an excitatory
neurotransmitter, stimulates N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors, increasing
calcium influx into the cell and causing apoptosis. Neurotoxicity (excitotoxicity)
caused by excessively increased glutamate is a mechanism that has been shown to be
effective in many pathologies (trauma, ischemia, neurodegenerative diseases, etc.) and
causes brain damage. It has been shown that the amount of glutamate is increased in
the measurements made in the cerebrospinal fluid of patients with subarachnoid
hemorrhage, and it is thought that excitotoxicity has an important share in neuron

damage in these patients.

Agents such as NMDA antagonists and glutamate release blockers have been
tried to stop neuronal damage by preventing glutamate excitotoxicity in various
pathologies but could not be used due to inadequate results and side effects in clinical

studies.

Donepezil is not a direct glutamate antagonist but an acetylcholinesterase
blocker and its net effect is to increase the amount of acetylcholine. Increased
acetylcholine stimulate o7 nicotinic acetylcholine receptors (a7-nAchR), and
stimulation of this receptor reduces glutamate excitotoxicity by internalizing glutamate
receptors on the cell surface. However, it doesn’t impair glutamate neurotransmission

in synapses, so it can be considered that it doesn’t have the negative effects of the
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agents used for glutamate antagonism. The human side effect profile of donepezil, an
agent developed for the treatment of Alzheimer's, is also well known.

Donepezil has been tested in animal models for trauma and ischemia alongside
Alzheimer's, but there are no studies showing its efficacy in subarachnoid hemorrhage.
In our study, the neuroprotective effects of Donepezil on subarachnoid hemorrhage

were investigated.

Materials and methods:

Five groups of Swiss albino mice were used in the experiments. A total of 32
mice were used, with 7 for each of the sham, control, low-dose donepezil treatment,
high-dose donepezil treatment groups and 4 for the naive group used for
standardization of TUNEL / MAP-2 staining. A filament perforation model was used
to induce subarachnoid hemorrhage in mice. Donepezil administered intraperitoneally
at doses of 1.8 mg / kg and 5.6 mg / kg to the treatment groups 2 hours and 24 hours
after subarachnoid hemorrhage, and 0.9% saline solution per kg is given to the control
and Sham groups at the same volume. Neurological evaluations of all subjects were
made at the 2nd hour, 24th hour and 48th hour, and after the 48th hour examination,
the mice were sacrificed and perfused with 4% formaldehyde solution, then their
brains were placed in formaldehyde solution. The slides prepared from the brains were
stained by immunohistochemical methods, and the data obtained by neurological

examination and evaluation of the slides compared between the groups.

Conclusion: In the subarachnoid hemorrhage model created by filament
perforation method in mice, low dose donepezil (1.8 mg/kg /day) reduced apoptosis
after subarachnoid hemorrhage and showed a protective effect. This effect was not

observed with the administration of high dose donepezil (5.6 mg/kg/day).

Keywords: Subarachnoid hemorrhage, donepezil, glutamate, excitotoxicity,

acetylcholine, apoptosis

Supported by HUBAP (Project number: THD-2020-18825).
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1. GIRIS
Subaraknoid kanama (SAK), insidans1 7,9/100.000 [1], mortalitesi yaklasik
%50 [2] olan ve hayatta kalanlarin %20 sinde global kognitif disfonksiyona sebep

olan[3] bir inme tiiriidiir. Spontan subaraknoid kanamanin en sik nedeni,

anevrizmalardir[4].

Kanama sonrasinda, kanayan anevrizma kapatilarak tekrar kanama Onlense
dahi, izlemde norolojik gerileme hatta mortalite goriilebilir. Bu hastalarda mortalite
nedeni olarak subaraknoid kanama sonrasi 3-15 gilin arasinda gelisebilen biiyiik
arterlerin spazmi gosterilmektedir [5]. Ancak bu damar spazmlarinin noérolojik
kotiilesmenin nedeni oldugu hipotezine kars1 gelen bulgular ortaya ¢ikmistir. Ornegin,
subaraknoid kanama sonrast spazm goriilen damarlarin besleme alanlarinin
tamaminda enfart goriillmedigi gibi, kortikal enfarkt gelisen hastalarin bir kisminda
biiyiik damarlarda vazospazm olmadigi gosterilmistir [6]. Ayrica, vazospazm oranini
azaltan clazosentan ile yapilan bir randomize kontrollii ¢alisma, bu ilacin mortalite ve
morbidite oranlarini degistirmedigini gostermistir [7]. Bu sonuglar, kanama sonrasi
norolojik kotlilesmenin nedeni olarak bagka mekanizmalar aranmasina ve erken beyin

hasar1 kavraminin ortaya atilmasina neden olmustur.

Subaraknoid kanamada, kanama anindan serebral vazospazma kadarki
stiregte(ilk 72 saat) olusan hasara, erken beyin hasari adi verilir [8]. Erken beyin
hasarmin gelisiminde, kanama sonrasi subaraknoid araligi dolduran kanin neden
oldugu intrakranial basing artis1, buna bagli olusan gecici iskemi sonucu ortaya ¢ikan
hiicre hasar1 ve subaraknoid mesafedeki kan elemanlar ile aktive olan mekanizmalar
gibi olaylar su¢lanmaktadir [9, 10]. Bu evredeki mekanizmalar arasinda glutamat gibi
eksitatdr norotransmitterlerin - yol actigt eksitotoksisitenin de rol aldig

diistiniilmektedir [11].

Glutamatin neden oldugu noron hasari, istiinde uzun siiredir ¢alisilan ve
yazilmig bir ¢ok makale bulunan bir konudur [12, 13]. Glutamat ndrotoksisitesinin,
iskemi ve travmatik beyin hasar1 gibi akut patolojilerin yaninda, Alzheimer ve
Amyotrofik lateral skleroz(ALS) gibi nérodejeneratif hastaliklarin patolojisinde de rol
aldig1 diistiniilmektedir [14, 15].

Subaraknoid kanamali hastalarda da, beyin omurilik sivisinda glutamat

miktarmin arttig1 gosterilmistir [16]. Bunun yaninda, subaraknoid kanama sonrasinda



subaraknoid mesafedeki plateletlerden, norotoksik diizeyde glutamat salinimi oldugu
gosterilmistir [17]. Bu c¢alismada, glutamat ndrotoksisitesini azaltarak, erken beyin

hasar1 ve sonrasindaki hasarlayicilara karsi noronlar1 korumak amaglanmaktadir.

Cesitli patolojilerde goriilen beyin hasarinda, glutamatin ndrotoksik etkisini
engellemek i¢in basta N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptor blokorleri olmak tizere
bircok ajan denenmis, ancak bir kismi1 ciddi yan etkileri, bir kismi ise etkin olmamalari
nedeniyle kullanima sokulamamustir [14]. Ancak, ekstrasinaptik ile sinaptik NMDA
reseptoOrlerinin uyarilmasinin farkli etkilere yol actigi gosterilmistir. Ekstrasinaptik
NMDA reseptorlerinin uyarilmasi, “cCAMP response element binding protein ”(CREB)
aktivitesini azaltarak apoptozu artiriken, sinaptik NMDA reseptorlerinin uyarilmasi
tam tersi etki olusturur [18]. NMDA blokaji, her iki mekanizmay1 da bloke ettigi igin

istenen etkiyi saglamiyor olabilir.

Donepezil ise, halihazirda Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan
yan etki profili diislik bir ilagtir ve glutamat eksitotoksisitesini azalttigina yonelik
arastirmalar mevcuttur [19, 20]. Asectilkolinesteraz1 inhibe ederek asetilkolin
miktarin1 artiran donepezilin néroprotektif etkisini, o7 nikotinik asetilkolin
reseptoriinii  (a7nAchR) uyarip, hiicre ylizeyindeki NMDA reseptorlerinin
internalizasyonunu saglayarak olusturdugu gosterilmistir [20]. Ayni ¢alismada,
donepezilin sinapslardaki NMDA reseptorlerinin etkilerini azaltmadigi ve
transmisyonu bozmadig1 gdsterilmistir. Bu veri, ekstrasinaptik NMDA reseptorii
uyariminin apoptozu kolaylastirdigini gosteren ¢alismanin [18] sonuglari ile
uyumludur. Donepezil tedavisi, hayvan travma ve iskemi modellerinde denenmis
ve norotoksisiteyi azaltici etkileri olduguna isaret eden bulgular tespit edilmistir,
ancak Iteratiirde donepezilin subaraknoid kanamadaki etkinligini gosteren ¢aligma

mevcut degildir.

Bu c¢alismada, farede filaman perforasyon yontemi [21] ile olusturulan
subaraknoid kanama modeli kullanilmis, olusturulan subaraknoid kanamadan sonra,
farelere ilk doz iglemden 2 saat sonra olmak tizere, 1,8 mg/kg/giin ve 5,6 mg/kg/giin
[22] dozlarinda intraperitoneal donepezil verilmistir. 2. saate ve 48. saatte norolojik
degerlendirme [23] yapilmis, son norolojik degerlendirme sonrasinda fareler sakrifiye
edilip, beyin dokular1 histopatoloji (Hematoksilen-eozin) ve immiinohistokimya
[TUNEL(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) ve MAP-2



(Anti-Microtubule-Associated Protein 2) ile ¢ift immiinoenzimatik teknik [24] ve
INOS(induced nitric oxide synthase)] analizleri i¢in kullanilmigtir. Kesitlerin
degerlendirilmesi ve norolojik degerlendirme ile elde edilen verilerde donepezilin

noron hasarini azaltici etkileri incelenmistir.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/ab5622?lang=null&region=null

2. GENEL BILGILER

2.1 Subaraknoid kanama: Epidemiyoloji

Spontan subaraknoid kanama, insidansi 100.000 de 7,9 olan nadir bir
patolojidir [1]. Ancak Finlandiya ve Japonya gibi iilkelerde bu deger daha yiiksektir
[25]. Inme mortalitelerinin kii¢iik bir kismindan sorumludur. Ancak, olgu-fatalite
orani yaklasik %50°dir [2] ve diger inme tiirlerinden daha erken yasta goriiliir. Bir
caligmaya gore, spontan subaraknoid kanama, inme mortalitelerinin %4,4’ iinden
sorumlu olmasina ragmen, 65 yas alt1 inme iliskili potansiyel yasam siiresi kayiplarinin

%27,3’lintin sebebidir [26].

Spontan subaraknoid kanamalarin %85’1 anevrizma riptiri, %5’1 ise
arteriovendz malformasyonlar, kavernomlar, antikoagiilan kullanimi, g¢esitli
inflamatuar ve enfeksiyoz etkenler gibi nedenler sonucu olusur. %10’ u ise gorece iyi
seyirli olan ve tetkiklerde bir anevrizma gosterilemeyen perimezensefalik kanamalar

seklinde kendini gosterir [27].

2.2 Subaraknoid kanama: Patofizyoloji

2.2.1. Anevrizmalar: Spontan subaraknoid kanamanmn en sik nedeni olan
anevrizmalarin goriilme [28] ve kanama [29] siklig1, yas ile dogru orantili olarak artar
ve tespit edilen anevrizmalar zamanla biiylime egilimindedir, bu nedenle edinilmis
patolojiler olarak kabul edilebilir. Ancak anevrizmalarin konjenital vaskiiler
defektlerden gelisip gelismedigi net olarak ortaya konulmamistir. Vaskiiler tabakalarin
yapisinda yer alan ve damarlarda intravaskiiler basing ile olusan hasara kars1 direnci
azaltacak etkenlerin (sigara kullanimi, konnektif doku hastaliklar1) bulundugu
kisilerde, intrakranial anevrizma goriilme sikliginin normal popiilasyona gore yiiksek
oldugu tespit edilmistir [1, 30]. Ayn1 zamanda, hipertansif hastalarda da anevrizma

goriilme ve anevrizmalarin kanama siklig1, normal popiilasyona gore yiiksektir [1].



Intrakranial anevrizmalarm biiyiik kismi, arteriel dallanma bdlgelerinde
goriilen sakkiiler tip anevrizmalardir. Sakkiiler anevrizmalar, genellikle Wills
poligonunda ya da ana serebral arterlerin proksimal dallanma noktalarinda goriiliir
[27].

2.2.2. Non-anevrizmal benign perimezensefalik  kanamalar:
Perimezensefalik sisternlerde goriilen, bas agrisi ile kendini gosteren ancak prognozu
anevrizmal subaraknoid kanamalardan ¢ok daha iyi olan bir subaraknoid kanama
tirtidiir. Yapilan anjyografik tetkiklerde anevrizma ya da kanama nedeni olabilecek
patoloji tespit edilemez. Spontan subaraknoid kanamalarin yaklasik %5°1lik kismini
olustururlar [31]. Kanamanin, anevrizmalardaki gibi arterial degil, venéz kaynakli

oldugu diisiintilmektedir [32].

2.2.3. Diger nedenler: Subaraknoid kanamalarin %10°’u, nadir rastlanan diger
etyolojiler sonucu olusur. Bunlar arasinda vaskiiler malformasyonlar, arter
diseksiyonlari, serebral vendz tromboz, kanama bozukluklar1 ve antikoagiilan-
antiplatelet ajan kullanimi, pitiiiter apopleksi, kokain kullanimi, amiloid anjiyopati ve

serebral vaskiilit gibi etkenler yer alir [27].

2.3 Subaraknoid kanama: Hasar mekanizmalari

2.3.1. Erken Beyin Hasari: Subaraknoid kanamadan sonraki ilk 72 saatte
gelisen hasara erken beyin hasar1 ad1 verilir [33]. Ik 72 saatteki mortalitenin biiyiik
kismindan, ilk kanama veya anevrizmanin tekrar kanamasi sonrasi artan intrakranial
basincin olusturdugu iskemi sorumludur [34]. Bu bélimde, bu evre o6lim ile
sonug¢lanmasa dahi, beyin hasarina neden olan mekanizmalar anlatilacaktir.

Kanama aninda, anevrizmadaki defektten subaraknoid mesafeye hizla kan
yayilir. Intrakranial basing iki farkli sekilde seyredebilir. Ilkinde, kanama anindan
hemen sonra arteriyel basinca yaklasacak kadar yiikselir, sonrasinda normal degerinin
biraz iistiinde bir degere diiser [9]. Ikinci tip seyrinde ise intrakranial basing, serebral
perfiizyonun diizelmesini engelleyecek sekilde yiiksek kalir [35]. Subaraknoid
kanamadan sonra intrakranial basincin yiiksek seyretmesi ise kotii prognozu isaret
eder [36]. Intrakranial basincin ikinci tip seyrinde, bir kisir dongii (Sekil 1) mortaliteye

neden olur. Kanama aninda intrakranial basincin artmasi sonucu serebral perfiizyon



bozuklugu gelisir ve bu durum beyin parankiminde iskemi olusturarak glial ve néronal
hiicre hasarina neden olur. Hiicreler 5dem nedeniyle siserek intrakranial basincin daha
da artmasina, bu da serebral perfiizyon basincinin daha fazla diiserek iskeminin

agirlagsmasina sebep olur [37]. Kanamanin siddeti ve basing artisina karsi beynin

intrakranial basing
artisi

Serebral perflizyon

Hiicre 6demi sl

Hiicre hasari

Sekil 1: Intrakranial basing artisi

kaswr dingitsii
kompanzasyon mekanizmalari, intrakranial basincin hangi tipte degisecegini
belirleyen muhtemel etkenlerdir.

Serebral perfiizyon basinci, beyne kan akisin1 saglayan net basing
gradiyentidir. Ortalama arteriyel basingtan intrakranial basing ¢ikarilarak hesaplanir
[38]. Subaraknoid kanama aninda, serebral perfiizyon basincinin neredeyse sifira
diistiigii gosterilmistir [39]. Birka¢ dakika sonra, intrakranial basincin diismesi ile
serebral perfiizyon basinci da yiikselmeye baglar.

Intrakranial basincin yiikselip, serebral perfiizyon basmncinin diismesi ile
serebral kan akimi da diiser. Kanama aninda akim neredeyse durur [9]. Akimin
durmasi, biling kaybina neden olabilir. Serebral kan akimindaki diisiisiin siddeti,
yiiksek mortalite ile iliskilidir [40]. Ancak, serebral kan akiminin diigmesinin tek
nedeni, serebral perflizyon basimcinin diismesi degildir. Subaraknoid kanamadan
sonraki erken dénemde, kii¢iik damarlarda spazm ve trombiisler goriiliir [41]. Ayrica
kanamadan sonra serebral perfiizyon basinci diizelse bile, serebral kan akimi diisiik
seyredebilir[40].

Serebral otoregiilasyon, serebral perfiizyon basinci ve metabolik degisikliklere
karsi, serebral damar aginin kan akimimi diizenlemesidir [42]. Normal kosulllarda,
serebral arteriollerin ¢ap1 degistirilerek serebral kan akimi korunur [43]. Subaraknoid

kanama aninda ve sonrasinda, serebral otoregiilasyon dogru ¢alismaz ve serebral kan



akimi yetersiz kalir [44, 45]. Bu durum, beyin parankiminde metabolik ihtiyaglarin
karsilanmasini engelleyerek hiicre hasarina katkida bulunur.

Yayilan depolarizasyon, intraselliiler ve ekstraselliiler mesafe arasinda gelisen
masif iyon degisimi dalgalar1 sonucu olusur. Beyni hasarlayici bir¢ok etken sonucu
olusan bu fenomen, potasyum, glutamat, hipoksi, hipoglisemi ve iskemi gibi birgok
etken ile deneysel olarak olusturulup gézlenmistir. Yayilan depolarizasyon sirasinda
noronlarda neredeyse tam depolarizasyon gelisir ve bu depolarizasyon uzun siire
devam eder [46]. Subaraknoid kanama sonrasi da yayilan depolarizasyon olusur ve
noron hasarinda etkili oldugu distiniilmektedir [47—49].

Eksitotoksisite, eksitatér amino asitlerin, yliksek dozlarda hiicre hasarina neden
olmasidir [50]. Eksitatér amino asitlerden beyinde en ¢ok bulunani olan glutamatin,
birgok norolojik patolojide artmis oldugu gosterilmistir [14]. Subaraknoid kanama
sonrasinda da, beyin omurilik sivisinda glutamat konsantrasyonu artar [51]. Bu
nedenle, glutamat  eksitotoksisitesinin  subaraknoid = kanamadaki  hasar
mekanizmalarinin biri oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, glutamat eksitotoksisitesinin
yayilan depolarizasyonlara neden oldugunu isaret eden bulgular da mevcuttur, bir
glutamat reseptorii olan NMDA reseptoriiniin blokajinin, depolarizasyon dalgasinin
yayilimini azalttigi gosterilmistir [52].

Subaraknoid kanama sonrasinda parankimde inflamasyon olusur ve bunun
sonucunda aktiflesen mekanizmalar beyinde c¢esitli hasarlara yol agar. Kanama
sonrasinda interlokin (IL)-1, IL-6, IL-8, E-selektin ve monosit kemoatraktan proteini
(MCP)-1 gibi inflamatuar mediyatérlerin beyinde arttigi ve bu mediyatérlerin
bazilarinin inhibisyonunun hiicre hasarimni azalttigi gosterilmistir [53, 54]. Ayrica
indiiklenen nitrik oksit sentaz (INOS) miktarinin da subaraknoid kanamadan sonra
arttig1 gosterilmistir [55].

Apoptoz, bir programli hiicre 6liim tiiriidiir. Normal embriyonik gelisimin bir
parcasi oldugu gibi, dokulardaki hiicre popiilasyonunun korunmasini da saglar [56].
Bunun yaninda, immiin reaksiyonlar, cesitli ajanlar ve hastaliklar nedeniyle hasar
gormiis hiicreleri ortadan kaldiran bir savunma mekanizmasi olarak da islev goriir [57].
Noronal apoptozis, normal gelisimde norogenezis ile olusan ndronlarin yarisinin
ortadan kalkmasina neden olur. Ancak, bu evreden sonra olusan ndronal apoptozis
patolojik kabul edilir [58]. Sinir sisteminde travma, enfeksiyon, inme gibi bir¢ok hasar

kaynagi sonucunda apoptoz goriilebilir [59]. Subaraknoid kanamadaki néron



hasarinda da rol oynamaktadir. Subaraknoid kanamadaki apoptozun nedeni olarak,
artmis intrakranial basing, kan elemanlarinin olusturdugu toksisite, iskemi reperfiizyon

ve akut vazospazm gosterilir [10].

Otofaji, hiicre icindeki non-fonksiyonel proteinler ve organellerin hiicre
homeostazisinin korunmasi igin sindirilmesidir. Post mitotik hiicreler olan néronlarda
toksik metabolik artiklarin birikmesinin engellenmesi i¢in, otofaji kritik Onem
tasimaktadir [60]. Otofajnin hasarlayici va da koruyucu roliine [61] isaret eden
aragtirmalar mevcut olup, subaraknoid kanamadaki islevi net olarak bilinmemekle
birlikte, subaraknoid kanama sonrasinda da otofaji mekanizmasinin aktive oldugu

gosterilmistir [62].

Nekroz, membran homeostazisindeki hasara bagli sodyum-potasyum
pompalarinin aktivitesindeki azalisa bagli olarak, hiicre i¢i elektrolit dengesinin
bozulmasi ile tetiklenen bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Bir¢ok hiicre ici ve dis1 etken
ile tetiklenebilir. Iskemi, ve glutamat eksitotoksisitesi, santral sinir sisteminde nekrozu
tetikleyen 6nemli faktorlerdendir [63]. Nekroz, subaraknoid kanamada etkili bir hiicre
6liim mekanizmasidir, 6yle ki subaraknoid kanamadan bir saat sonraki erken dénemde

dahi, parankimde nekrotik bulgularin goriilebildigi hiicreler bulunur[64].

Beyin 6demi, subaraknoid kanamadan sonra sik goriiliir ve kotii prognoz ile
iligkilidir  [65]. Subaraknoid kanamadaki beyin Odemine, iskemik hasar,
otoregiilasyondaki bozulma, hemorajik kan elemanlari, néroinflamasyon ve endokrin
anomaliler neden olur. Bir¢ok farkli etken sonucu olusan 6dem, vazojenik, sitotoksik

ve ozmotik tipteki demin karigimi seklindedir.

Hastalar erken beyin hasar1 evresini atlatsa ve tekrar kanama olmasa dahi,
sekonder hasara bagli olarak takiplerinde ciddi norolojik gerileme goriilebilir [66]. Bu
gerileme, gorlintiilleme yontemleri ile tespit edilebilen hidrosefali ve vazospazm gibi
patolojiler nedeniyle gelisebilecegi gibi, erken beyin hasar1 evresindeki etkenler

sonucu da ortaya ¢ikabilir.

2.3.2. Gecikmis beyin hasari: Gecikmis beyin hasari, anevrizmasi uygun
yontemle tedavi edilen subaraknoid kanamali hastalardaki en 6nemli mortalite ve
morbidite sebebidir [67 (Rowland vd., 2012 de atfedildigi haliyle)]. Gecikmis beyin

hasarina neden oldugu diisiiniilmiis en 6nemli mekanizma, vazospazmdir [68]. Ancak,



vazospazm tedavisinde denenen clozasetanin, vazospazm gorilme sikligini
azaltmasina ragmen, norolojik durumda iyilesme saglayamamasi [69], bu klinik
durumu agiklayabilecek baska mekanizmalara ihtiya¢ duyulmasina neden olmustur.

Klasik vazospazm ve onerilen diger mekanizmalar asagida 6zetlenmistir.

Serebral vazospazm, subaraknoid kanamadan sonraki ilk iki hafta igerisinde
sik goriilen ve beyin kan akimini azaltip iskemiye neden olarak hiicre hasarina yol acan
bir Klinik tablodur [5]. Subaraknoid kanama sonrasi, diiz kas konstriiksiyonu,
endotelyal disfonksiyon, inflamatuar degisiklikler ve gen ekspresyonundaki
degisiklikler, biiyiik damarlarda vazospazm olusumuna neden olur. Tedavide, 3H
terapisi(hipertansiyon, hipervolemi, hemodiliisyon) [70] ve bir kalsiyum kanal blokorii
olan nimodipin [71] kullanilmakla birlikte, mevcut tedavi modaliteleri mortalite ve

morbiditeyi sinirh 6lglide engeleyebilmektedir.

Beyinde mikrosirkiilasyonun regiilasyonu, aktivitenin gorece arttig
bolgelerdeki metabolik ihtiyaci karsilamak i¢in, kan akisinin diizenlenmesini saglar
[72]. Subaraknoid kanamadaki mikrosirkiilasyon degisikliklerini arastiran bir hayvan
deneyi calismasinda, kanamanin mikrosirkiilasyonu bozdugu ve kanamali hasta ve
deneklerden alman beyin omurilik sivist Orneklerinin, normal deneklerde

mikrovazospazma neden oldugu gésterilmistir [73].

Subaraknoid kanamada mikrotrombisler, ilk kez 1983 te subaraknoid kanama
sonrasi 6len bir hastada yapilan otopsi ¢calismasinda tespit edilmistir [74]. Subaraknoid
kanama sonras1 erken asamadaki mikrotrombiislerin beyin hasart ile iliskili oldugunu
gosteren bir calisma da mevcuttur [75]. Baska bir deneysel arastirmada,
mikrotrombiislerin hemen hemen her zaman konstriikte arteriollerde goriildiigi tespit
edilmis ve serebral perflizyon basincindan bagimsiz gelisen serebral kan akimi diisiisi,

mikrosirkiilasyondaki blokaj ile iliskilendirilmistir [41].

Kortikal yayilan depolarizasyonlar, parankimi irite eden bir¢ok etken sonucu
olusabilir. Olusan depolarizasyon dalgasi, etkilesime girdigi parankim bolgesinde
enerji tiikketimini artirir. Perfiizyonu normal bir beynin, kaybedilen enerjiyi yerine
koyarak hasarmn ilerlemesini engelleyebildigi diisiiniilmektedir. Ancak subaraknoid
kanama gibi perfiizyonun hali hazirda bozuk oldugu patolojilerde, tiiketilen enerji

yerine konulamaz ve yayilan depolarizasyonun ardindan yayilan iskemi ve sonunda
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nekroz olusur. Bu tipte olusan hasarda glutamat eksitotoksisitesinin de etkili oldugu

diistiniilmektedir [46].

2.4 Klinik, tam, tedavi, komplikasyonlar, prognoz

2.4.1. Klinik: Subaraknoid kanamanin en karakteristik bulgusu, ani olarak
baslayan siddetli bas agrisidir. Beraberinde kusma da goriilebilir. Kanama senkopa
neden olabilir [76] ya da biling kayb1 geri doniissiiz olabilir. Hastalarin yaklasik %15°i,
bulgular basladiktan kisa siire sonra, hastaneye dahi getirilemeden hayatin1 kaybeder
[77]. Fotofobi [78], kranial sinir defisitleri [79] ve meningeal irritasyona bagl bel
agrist [80] goriilebilir.

Muayenede, ense sertligi [81], nérolojik defisitler [4], okiiler hemoraji [82],
obduntasyon ve koma [83] tespit edilebilir.

2.4.2. Tan: Subaraknoid kanama tanisi i¢in kontrastsiz yiiksek rezoliisyonlu
beyin tomografisi onerilir [84] ve tomografide subaraknoid mesafede kani isaret eden
hiperdens goriiniim aranir. Kan sisternlerde ve kortikal subaraknoid mesafede

goriilebilecegi gibi, ventrikiiller igerisinde ya da parankim igerisinde de goriilebilir.

Tomografide kan goriilmeyen, ancak ciddi subaraknoid kanama siiphesi olan
hastalara lomber ponksiyon yapilmalidir [85]. Lomber ponksiyonda elde edilen beyin
omurilik stvisi, santrifiij edilir ve siipernatan sivida ksantokromi varligi, subaraknoid
kanamay1 igaret eder. Dogru tani i¢in, ksantokromi spektroskopi ile tespit edilmelidir,
direkt baki ile orneklerin biiyiik bir kisminda ksantokromi tespit edilemez [86
(Vermeulen ve van Gijn, 1990 da atfedildigi haliyle)]. Ardisik tiiplere alinan beyin
omurilik stvisinda eritrosit sayimi gibi diger sitolojik tetkikler ise, travmatik ponksiyon

ve subaraknoid kanama ayriminda giivenilir degildir [81].

Subaraknoid kanama tanisi kesinlestikten sonra, kanamanin kaynagi
arastirtlmalidir. Olas1 bir anevrizmanin tetkiki i¢in segenekler, tomografik anjiyografi,
kateter anjiyografi ve manyetik rezonans anjiyografidir. Altin standart Kkateter
anjiyografi olmasina ragmen [4], olas1 komplikasyonlar1 [87] ve daha yavas olmasi
nedeniyle ilk tercih, yeterli diizeyde sensitif olan tomografik anjiyografidir [88].

Kateter anjiyografi, endovaskiiler tedavi, kompleks anevrizmalar ve tomografik
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anjiyografi ile tespit edilemeyen anevrizmalar i¢in gereklidir [4]. Radyasyon ya da
kontrast madde kullanim1 kontrendike ise, manyetik rezonans anjiyografi secenekler

arasindadir [89].

2.4.3. Tedavi: Anevrizmal subaraknoid kanama sonrasi tekrar kanama riski
yiiksek ve tekrar kanama ¢ok kotii prognoz ile iligkilidir. Tedavi edilmemis
anevrizmalarda tekrar kanama riski ilk 14 giinde yaklasik %20, ilk 6 ayda %50 dir
[90]. Bu nedenle anevrizmal subaraknoid kanama siiphesi olan hastalar acilen

degerlendirilip tedavi edilmelidir.

Tekrar kanama i¢in miidahale edilebilir risk faktorleri, sistolik kan basincinin
160 mm/hg degerinin iistiinde olmasi ve anevrizmanin kapatilmamig olmasidir [91].
Bu nedenle, hipertansiyonun titre edilebilir bir ajan ile, serebral perfiizyon basinci ve
anevrizmanin hipertansiyon iliskili tekrar kanamasi riski géz dniinde tutularak, sitolik
kan basinci<l60 mm/hg olacak sekilde kontrol edilmesi Onerilmektedir. Tekrar
kanama riskini ortadan kaldiracak asil tedavi olan anevrizmanin kapatilma islemi,
mikrocerrahi yontem ile klipleme ya da endovaskiiler yolla yapilabilir. Tedavi yolu
seciminde, orta serebral arter anevrizmalar1 ve 50 cc den biiyilk hematomu olan
hastalar i¢in cerrahi, baziler apeks anevrizmalari, 70 yas {stii hastalar ve World
Federation of Neurosurgery Soceties (WFNS) siniflamasinda kategori 1V ve V olan
hastalar i¢in endovaskiiler tedavi agirlik kazanmaktadir. Diger vakalar i¢in, hastaya

0zel diger durumlar gz 6niinde tutularak degerlendirme yapilmalidir. [92].

2.4.4. Komplikasyonlar:

2.4.4.1. Vazospazm ve gecilmis beyin hasari: Vazospazm, damar limeni
genisligindeki daralmayi ifade eder. Subaraknoid mesafedeki pihtinin ¢6ziilmesi
sirasinda ortaya ¢ikan maddeler sonucu olusur. Genellikle 3-14 giin arasinda goriiliir
[93]. Subaraknoid kanamada, doku hipoksisine normal otoregiilasyon yaniti olan
vazodilatasyon yerine vazospazm gelistigi gosterilmistir [94]. Geri donisimli bir
patolojidir, hayatta kalan hastalarda genellikle kanamadan 3 hafta sonra damarlarin
genisligi eski boyutuna ulasir. Ancak, vazospazm sirasinda kalict noérolojik hasar
olusabilir [95]. Vazospazm siddeti, beyin hasari ile iligkilidir. Ancak, siddetli

vazospazm olmasina ragmen ndrolojik bulgu gelismeyebilecegi gibi, radyolojik olarak
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vazospazm tespit edilmese dahi infarkt goriilebilir [96]. Vazospazm gelisse de

gelismese de, olusan hasar gecikmis beyin hasari olarak adlandirilir.

Profilakside oral nimodipin ve 6voleminin saglanmasi onerilir. Gecikmis beyin
hasar1 bulgulari tespit edilirse, kan basincinin yiikseltilmesi ve vazospazmin radyolojik
olarak gosterilmesi halinde intraarteriyel tedaviler(anjiyoplasti ya da intraarteriyel
vazodilatator) endikedir [92].

2.4.4.2. Hidrosefali: Akut hidrosefali, subaraknoid kanamadan sonra sik
goriilen bir komplikasyondur, ancak hastalarin bir kisminda sant bagimliligi gelismez.
Akut donemdeki hidrosefali, eksternal ventrikiiler drenaj ya da lomber drenaj ile tedavi
edilebilir. Kronik hidrosefali gelismesi durumunda ventrikiiloperitoneal sant takilmasi
Onerilir [92]. Lamina terminalis fenestrasyonunun, sant bagimli hidrosefali gelisme

olasiligini azaltmadig1 gosterilmistir [97].

2.4.4.3. Nobet: Subaraknoid kanamadan sonra, nobet benzeri ataklarin
goriilme olasiligi yaklasik %25 tir [98-100]. Nobetler, genellikle erken donemde
ortaya ¢ikar, ge¢ donemde nobet goriilme olasilig1 daha diisiiktiir [101]. Antiepileptik
profilaksisi, nobete bagli norolojik kotiilesmeye neden olabilecegi gerekgesiyle halen
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak yan etkiler [102, 103] g6z 6niinde tutulmalidir.
Giincel rehberde kanama sonrasi erken donemde antiepileptik profilaksisinin
diistiniilmesi, ancak risk faktorii (gegirilmis nobet, intraserebral hemoraji, infarkt gibi)

olmayan hastalarda ge¢ donemde profilaksiye devam edilmemesi onerilmektedir [92].

2.4.4.4, Sodyum diizensizlikleri: Subaraknoid kanamadan sonra hem
hiponatremi, hem hipernatremi gorilebilir [104]. Hiponatremi, subaraknoid
kanamadan sonra en sik goriilen elektrolit bozuklugudur [105, 106]. Hiponatreminin
gelisme mekanizmalar1 arasinda, uygunsuz antidiiiretik hormon sendromu,
glikokortikoid yetmezligi ve 6zellikle agir vakalarda, serebral tuz kaybi yer alir [107].
Hipertonik serum fizyolojik tedavisinin, bu vakalarda serebral kan akimini ve doku

oksijenizasyonunu artirdigi gosterilmistir [108]. Subaraknoid kanamadan sonraki
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hipernatreminin  nedeni ise, genellikle hipotalamik hasara bagi diabetes
insipitustur[109].

2.4.4.5. Kardiyak ve pulmoner komplikasyonlar: Subaraknoid kanama
sonrasi, otonomik disregiilasyona bagli olarak nérojenik pulmoner 6dem ve norojenik

stress kardiyomiyopati gelisebilir [110, 111].

2.4.5. Prognoz

Basvuru anindaki klinik durumun agirligi, prognozdaki en belirleyici
faktordiir. Bu klinik durumu derecelendiren “Hunt and Hess” skalas1 ve “World
Federation of Neurological Surgeons (WFNS)” skalalart yaygin olarak
kullanilmaktadir. Prognozu belirleyen diger faktorler arasinda, Ozge¢misteki
hastaliklar, tomografide global serebral 6dem ve intraserebral hemoraji, izlemde
vazospazm gelismesi, gegilmis serebral enfarkt, hiperglisemi, ates, anemi ve pnémoni
ve sepsis gibi diger sistemik komplikasyonlar sayilabilir. Anevrizmanin operasyonel
riskleri artiran 6zellikleri de dolayli yoldan prognozu etkilemektedir [92]. Asagida,

Hunt Hess ve WENS siniflamalar1 gosterilmistir.

Modifiye Hunt ve Hess simiflamasi [112]

Grade 0: Kanamamis anevrizma

Grade 1: Asemptomatik, ya da hafif bag agrisi ve hafif ense sertligi

Grade 1a: Akut meningeal ve beyin reaksiyonu olmadan, sabit ndrolojik defisit

Grade 2: Kranial sinir defisiti, orta ya da yiiksek siddette bas agrisi, belirgin ense
sertligi

Grade 3: Hafifi fokal defisit, letarji ya da konfiizyon
Grade 4: Stupor, orta ya da agir siddette hemiparezi, erken deserebre postiir

Grade 5: Derin koma, deserebre postiir, “can ¢ekisen goriiniim”
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World Federation of Neurological Surgeons(WFNS) simiflamasi [113]
Grade 0: Kanamamis anevrizma

Grade 1: GKS:15, belirgin defisit yok

Grade 2: GKS:13-14, belirgin defisit yok

Grade 3: GKS:13-14, belirgin defisit var

Grade 4: GKS:7-12

Grade 5: GKS:3-6

(GKS: Glasgow Koma Skalast, belirgin defisit: afazi, hemiparezi ve hemipleji)

2.5. Glutamat ve reseptorleri

Glutamat, glutamik asitin anyon formudur ve omurgal1 beyninde eksitasyonu
saglayan en yaygin norotransmitterdir [114]. Kan beyin bariyerini gegemez, bu
nedenle noronlarda, glial hiicreler tarafindan saglanan glutaminden, ya da Krebs
siklusu ile iiretilir. Presinaptik vezikiillere Mg?*/ATP bagimli tastyicilar ile paketlenen
glutamat, sinaptik bosluga salinmaya hazir hale gelir. Sinaptik bosluga salinan
glutamatin aktivasyonu, presinaptik sonlanmalar ya da glial hiicrelerde bulunan

yiiksek afiniteli glutamat tasiyicilari ile tekrar hiicre i¢ine alinmasi ile sonlanir [115].

Ligand kapili iyon kanali (iyonotropik) ve metabotropik olmak iizere iki ana
tipte glutamat reseptdrii tanimlanmistir. Iyonotropik olanlar, NMDA, a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionik asit (AMPA) ve Kkainate reseptorleridir.

Metabotropik glutamat reseptorleri ise, mGluR olarak kodlanir [116].

Iyonotrofik olanlar, onlar1 aktive eden agonistler ile isimlendirilmistir. Tiim
iyonotropik glutamat reseptorleri nonselektif katyon kanallar1 olup, Na*, K* ve bazi
durumlarda diisiik miktarda Ca?* gecisine izin verirler. Bu reseptorlerinin uyarilmast,

eksitator postsinaptik yanitlara neden olur [116].
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Metabotropik reseptorler, postsinaptik iyon kanallarmi indirekt olarak
etkilerler. Aktivasyonlar1 iyonotropik reseptorlerden daha yavas uyarilar olusturur ve
eksitasyonu azaltan ve artiran mGluR mevcuttur. Bu nedenle fizyolojik rolleri farklilik

gosterir[116].

Glutamat, gelisen beyinde farklilasma, hiicre go¢ii ve hiicrelerin hayatta
kalmasinda rol oynar. Ayrica hafiza ve 6grenmede de goérevleri vardir [117, 118].
Glutamat, sadece sinaptik iletimde rol oynamaz. Sinaptik bosluktan yayilip
ekstrasinaptik glutamat reseptorlerinin uyarilmasini da saglar [119] ve ekstrasinaptik
glutamat dinamiklerinin olugmasina neden olur. Bu dinamikler, sinaptik iletimin
diizenlenmesi [120], sinaptik plastisite [121], sinaptik c¢apraz iletisim [122],
nonsinaptik nérotransmisyon [123], noron hayattakalimi [18], glial norotransmitter

salinimi [124], ve hemodinamik cevaplarin olusumunda [125] 6nemli role sahiptir.

2.6 Glutamat eksitotoksisitesi

Iskemi, dokularim enerji ihtiyacinin karsilanmasini engelleyerek hiicre hasarina
neden olur. Iskemiye kars1 direng, organ transplantasyonlarinda kabul edilebilir iskemi
stirelerinin farkliliginin [126] gosterdigi gibi, dokudan dokuya degiskenlik gosterir.
Bobrekte, 44 dakika gibi uzun sicak iskemi siireleri, ideal olmasa bile, organin
transplante edilmesini engellemezken [127], benzer iskemi siireleri, anevrizma

cerrahilerindeki gegici kliplemelerde kalic1 parankim hasarina neden olur [128].

Beynin iskemiye karst bahsedilen dayaniksizliginin nedeni olarak,
homeostazisi saglamak i¢in gereken yiiksek enerji ihtiyaci 6ne siiriilmiistiir. Ancak,
kalp ve bobrek, birim agirliktaki doku i¢in dinlenim sirasinda harcanan enerji
acisindan beyinden daha yiiksek degerlere [129] sahip olmasina ragmen, iskemiye
daha direnglidir. Beyinde iskemi sonucu olusan diger dokulara gére orantisiz hasari
aciklamada, yiiksek metabolik ihtiyacin yaninda eksitotoksisite kavrami

kullanilmaktadir.

Eksitotoksisite, asir1 uyarim sonucu olusan hiicre hasarina verilen isimdir.
Beyinde eksitotoksisiteye neden olabilen nérotransmitterler, glutamat ve asparttir [50].
Glutamatin yol a¢tig1 noron hasar1 daha dnceden bilinse de, glutamat eksitotoksisitesi

terimi ilk kez 1969 da kullanilmistir [130]. Oksijen ve glukoz tedariklerini kaybetmis
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iskemik néronlar, membran dinlenim potansiyellerini koruyacak ATP’ leri kalmayinca
depolarize olurlar. Bu durum, néronlardan ve astrositlerden asir1 glutamat salinimina
neden olur. Salinan glutamat, NMDA, AMPA ve kainat reseptorlerinin uyarilmasina
neden olur. Bu reseptorlere bagl iyon kanallaridan hiicre igine Ca®* ve Na* iyonlari
girer [131]. Ozellikle NMDA reseptdriine bagl kanallardan Ca?* iyonunun hiicreye

girerek konsantrasyonunun artmasi, eksitotoksisite ile iligkilidir [132].

Glutamat eksitotoksisitesi ile olusan hiicre hasari, nekroz ya da apoptoza neden
olabilir [133]. NMDA reseptorlerinin uyarilmasi, hiicre hasari ile sonuglanan bir¢ok
mekanizmay1 aktive eder. Eksitotoksisitenin, ekstraselliiler Ca®* konsantrasyonu ile
dogru orantili olmasi, bu mekanizmalar icerisinde Ca?* un énemli rolii oldugunu
gostermektedir [134]. Ancak eksitotoksisitede, hiicre igine giren Ca?* un giris yolu da
onemlidir. Hiicre ici Ca®" konsantrasyonunun NMDA reseptorii uyarim ile artist,
diger yollar ile artisindan daha ¢ok hiicre hasarina neden olmaktadir [135, 136]. Bu
kamitlar, eksitotoksisite mekanizmasinda hiicre ici Ca?" artisinin 6nemli oldugunu,

ancak glutamat ve reseptorlerinin iliskisinin kilit rol oynadigin1 gostermektedir.

Nitrik oksit (NO), glutamat eksitotoksisitesi mekanizmasinda 6nemli bir
aractir. NMDA reseptorii uyariminin néronal NO sentazi (NNOS) uyararak toksik
etkiye sahip olabilecek diizeyde NO olusmasina neden oldugu [137] ve nitrik oksit
sentaz inhibitorlerinin glutamat eksitotoksisitesini azalttigi gosterilmistir [138]. Bu
yolda, nNOS uyarimi ile NO miktar1 artar [139]. NMDA uyarimi, PSD-95
(postsynaptic density protein 95) yolu ile NO olusumunu tetikler. PSD-95, NMDA ve
AMPA reseptorlerine kenetli ve eksitator sinapslarda yaygin olarak bulunan bir
proteindir [140]. Bu protein, nNOS ile direkt etkilesim i¢indedir [141]. Artan nitrik
oksit, oksidatif stres, enerji metabolizmasi bozulmasi, DNA hasar1 ve intraselliiler Ca®*

diizensizligi gibi bir¢ok yol ile hiicre hasarina neden olur [142].

Serbest oksijen radikalleri, aerobik solunumun dogal sonucu olarak ortaya
¢ikan molekiillerdir. Antioksidan savunma sistemleri, serbest radikallerin tiretilmesi
ve etkisiz hale getirilmesini saglar ancak, bu sistemler fizyolojik kosullarda dahi hiicre
hasarini tamamen ortadan kaldiramaz. Antioksidan kapasitenin tistiinde serbest radikal
tiretilen patolojik kosullarda ise, etkileri noronlara agir hasar verecek diizeye ulasir
[143]. Toksik dozlarda glutamat, noronlarda serbest oksijen radikallerinin tiretilmesine

neden olur [144]. Serbest radikaller, glutamat eksitotoksisitesinde de goriilen Ca* ve
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Na* konsantrasyonlarinin artisi sonrasi, mitokondride iretilir [145]. Bu serbest
radikaller, hiicre komponentlerine dogrudan hasar verebilecegi gibi, baska radikaller

ile etkilesime girerek daha toksik oksidan maddelere doniisebilir [146].

Kaspazlar (Cysteine Aspartate Specific Protease=Caspase), apoptozda gorev
alan enzimlerdir. Tiim kaspazlar inaktif formda iiretilirler ve proteolitik aktivasyon
sonrasi ¢aligirlar. Aktivasyon siralarina gore, baslatici ve efektor kaspazlar olarak ikiye
ayrilirlar. Aktive olduktan sonra, efektor kaspazlar birgok hiicre igi hedefin proteolitik
parcalanmasi ile hiicrenin 6liimiinden sorumludur [147]. Glutamat eksitotoksisitesinin
hiicre hasar1 olusturma mekanizmalar1 arasinda kaspaz aktivasyonu da yer almaktadir
[148]. Glutamat reseptorlerinin uyarilmasin1 takiben 20. dakikada sitozolik
kaspazlarin aktive olmasi, 18-24 saat sonra niikleusta da kaspaz aktivasyonunun
goriilmesine neden olur [149]. Kaspazlarin  inhibisyonu ise, reaktif oksijen
tiirevlerinin olusumunu ve lipid peroksidasyonunu engelleyerek, NMDA iliskili

ekstotoksisiteye kars1 koruyucu etki gosterir [150].

Glutamat  eksitotoksisitesinin  tetikledigi ~ mekanizmalar  arasinda,
kalpainler[151], Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) nitrozilasyonu [152]
gibi bagka apoptotik basamaklar da bulunmaktadir. Eksitotoksisitenin, hipoksi/iskemi,
epilepsi, travmatik beyin hasar1 ve norodejeneratif hastaliklar (Parkinson, Alzheimer,

huntington vb.) gibi birgok patolojide rolii vardir [14].

2.7 Subaraknoid kanama ve eksitotoksisite

Subaraknoid kanamada, 6nceki bolimlerde bahsedilen birgok mekanizma ile
iskemi olusur. Bu nedenle iskeminin yol agtigi hasarda etkin bir mekanizma olan
glutamamat eksitotoksisitesinin, subaraknoid kanamada da etkin oldugunu gosteren
kanitlar olmasi sasirtict degildir [153]. Subaraknoid kanamadan sonra olusan bazi
iskemi mekanizmalarinin gilinler sonra dahi aktive olabilmesi, iskemik inmede
miimkiin olanin aksine, tedavi seceneklerinin hasar olusumundan Once

uygulanabilmesine olanak saglar.

Subaraknoid kanama sonrast beyin omurilik sivisinda  glutamat

konsantrasyonlarinin arttig1 gosterilmistir [154]. Artan glutamat konsantrasyonundan,



18

hasar goren parankimin yaninda, subaraknoid mesafedeki trombositler de sorumludur.
Trombosit kaynakli artigin, glutamat konsantrasyonunu norotoksik dozlara kadar
yiikseltebildigi gosterilmistir. Ayrica, parankimdeki konsantrasyon, intravaskiiler
glutamatin bozulmus kan beyin bariyerinden gegisi ile de artabilir [17]. Sunulan
kanitlar, eksitotoksisitenin de subaraknoid kanamadaki hasar mekanizmalar1 arasinda

yer aldigina isaret etmektedir.

2.8 Glutamat inhibisyonu: Neden ise yaramiyor?

Glutamat eksitotoksisitesi, 50 yili askin siiredir bilinen bir hiicre hasari
mekanizmasidir. Iskemi, kafa travmasi ve ndrodejeneratif hastaliklardaki rolii
nedeniyle, eksitotoksisiteyi dnleme amaciyla glutamat sistemi antagonizmasi birgok

preklinik ¢calismada denenmistir.

NMDA antagonistleri, eksitotoksisiteyi azaltma amaciyla en sik denenen
ilaglardir. NMDA resept6riinii iyon kanali seviyesinde bloke eden dizocilpine [155],
memantin [156], dextromethorphan [157] ve farkli yollar ile NMDA antagonizmasi
saglayan ilaclar, preklinik ¢alismalarda denenmis ve umut verici sonuglar alinmistir.
Ancak, memantin digindakiler, klinik ¢alismalarda tespit edilen yiiksek yan etki
profilleri ve diisiik etkinlikleri nedeniyle kullanima sokulamamistir [14]. Memantin,
preklink c¢alismalarda noroprotektif etki gozlenmis bir ilagtir [158]. Farkli
patolojilerdeki bir¢cok klinik ¢alismada[159-164], semptomatik diizelmeyi sagladigi
gosterilmis olmakla birlikte, gercek bir noroprotektif etkiye isaret eden sonuglanmis
bir klinik ¢alisma mevcut degildir. Alzheimer hastaliginda ise semptomatik tedavi
amaciyla kullanilmakla birlikte, fonksiyonel kayb1 engellemede faydasinin olmadigini

gosteren klinik ¢alismalar mevcuttur [165].

Glutamat salinim inhibitorleri, presinaptik glutamat salinimini engelleyerek
etki gosterir. Bu yolda, lamotrijin [166, 167] ve riluzol [168, 169] preklinik
calismalarda(subaraknoid kanama modelleri dahil) faydasi gosterilen ilaglardir. Akut
iskemik inmede lamotrijin ile yapilan bir klinik ¢alisma, noropsikiyatrik yan etkiler
nedeniyle sonlandirilmigtir [170]. Riluzol ise, ALS deki sinirhi faydasi nedeniyle
kullanilmaktadir [171]. Ancak iskemik inmede, subaraknoid kanamada ya da

travmatik beyin hasarinda denendigi sonug¢lanmis bir klinik bir ¢alisma
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bulunmamaktadir. Dejeneratif servikal myelopatide kullanildigi bir caligmada ise

faydas1 gosterilememistir [172].

Eksitotoksisitenin tedavisinde, serbest radikal temizleyciler ve antioksidanlar
da denenmistir. Trilazad, subaraknoid kanamada denenmis, semptomatik vazospazm

oraninda minimal de olsa iyilesme saglasa da, mortaliteyi degistirmemistir [173].

Nitrik oksit sentaz inhibitorleri de eksitotoksisiteyi baskilamak i¢in denenen
ajanlardir. Membran iligkili guanilat kinaz inhibitorii olan Nerinetide, NMDA
reseptorii ile nNOS arasindaki iliskiyi bozarak NO sentezini azaltir. Glutamat
eksitotoksisitesini NO miktarini azaltarak baskilama amaciyla kullanilan bu ilacin, asil
amac1 trombolitik tedavi yaninda kullanildigindaki noroprotektif etkinligini gostermek
olan bir klinik arastirmada, sadece trombolitik tedavi almamis hastalarda klinik

diizelme sagladigi gosterilmistir [174].

Glutamat, ana eksitator norotransmitter olarak kabul edilir ve eksitotoksisite
hipotezi, fazla glutamatin olusturdugu hasar mekanizmalarina odaklanir. Ancak bu
amagla tim glutamat sistemini antagonize eden miidahalelerin Gngoriilemeyen

sonuclar1 olabilir.

Glutamat, sinapslardan mikrogevreye yayilmasi ile g¢esitli ekstrasinaptik
yanitlar olusturur [119]. Glutamatin sinapslardan sizmasi ekstrasinaptik reseptorlerin
uyartlmasini saglar [175]. Noroprotektif etki olusturmada ekstrasinaptik glutamat
reseptorlerinin uyarilmasinin, sinaptik glutamat reseptorlerinin uyarilmasi ile ters
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Buna gore, sinaptik NMDA reseptorlerinin
uyarilmasi, “CAMP response element binding protein (CERB)” aktivitesini artirarak
noron sagkalimini destekleyen “brain derived neurotrophic factor (BDNF)” {iretimini
artirarak antiapoptotik etki olustururken, ekstrasinaptik NMDA reseptorlerinin
uyarilmasi, CERB aktivitesini azaltarak BDNF gen ekspresyonunu baskilar ve
apoptozu artirir [18]. Bunun yaninda, glutamatin beyin vaskiiler sisteminde reseptorii
bulunmamasina ragmen, glutamat reseptor blokajinin, hipoksiye yanit olarak ortaya
¢ikan vazodilatasyonu engelleyerek, indirekt olarak parankim kanlanmasini azalttigi
gosterilmistir [176]. Inme, travma ya da subaraknoid kanama gibi, ndronlarin iskemiye

maruz kaldigi durumlarda glutamat antagonizmasi ile parankim kanlanmasini daha da
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azaltmak, hiicre hasarmi artirabilir. Bu kanitlar, glutamat antagonistlerinin klinik

deneylerdeki basarisizliginin sebepleri olabilir.

2.9 Donepezil: Etki mekanizmasi ve kullamim alanlari

Asetilkolin, noéromuskiiler bileske, otonomik motor sistemindeki ganglionlar
ve santral sinir sisteminde sinapslarda bulunan bir nérotransmitterdir. Sinir uglarinda
asetil koenzim A ve kolinden, kolin asetiltransferaz tarafiindan katalize edilen bir
reaksiyon sonucu sentezlenir. Asetilkolin, diger birgok norotransmitterin aksine,
gerialim ile degil, sinapslardaki asetilkolinesteraz tarafindan yikilarak deaktive edilir

[177].

Asetilkolinesteraz, kolinerjik ndronlarda, eritroSit membranlarinda ve
kolinerjik sinapslarin postsinaptik membranlarina bagh sekilde bulunur.
Asetilkolini kolin ve asetata parcalar. 7. kromozomun 7q22 bandi tarafindan

kodlanan bir proteindir [178].

Alzheimer hastaliginda en belirgin olarak bozulan norotransmitter sistemi,
kolinerjik sistemdir [179]. Alzheimer hastaligindaki plaklarda asetilkolinesteraz
bulunur [180]. Asetilkolinesteraz inhibitorleri, Alzheimer hastaliginda azalan
asetilkolin miktarint artirarak kognitif fonksiyonlarin iyilestirilmesi amaciyla

kullanilmaktadir.

Klinikte kullanilan inhibitorleri, neostigmin, fizostigmin, piridostigmin,
takrin, donepezil ve galantamindir. Ayn1 zamanda, bdcek ilaclar1 ve sarin gazi gibi

biyolojik savasta sinir gazi olarak kullanilan asetilkolinesteraz inhibitorleri de

vardir [178].

Donepezil, santral sinir sisteminde selektif etki gosteren ve geri doniisli
asetilkolinesteraz inhibisyonu saglayan bir etkendir. Karacigerde metabolize edilir.

Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde kullanilir [181].

Insandaki yar1 omrii yaklasik 80 saattir, terapdtik dozlarda iyi tolere edilir
[182]. Sik goriilen yan etkileri, bas agrisi, gastrointestinal yakinmalar, uyku

bozukluklar1 ve letarji olmakla birlikte, belirtilen sikayetler hafif siddettedir [183].
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Asetilkolin’in nikotinik ve muskarinik olmak iizere iki tip reseptorii
bulunur. Nikotinik reseptorler, iyonotropik reseptorlerdir, Na*, K™ ve Cl" a gegirgen
ligand kapili iyon kanalllaridir. Hizli aktive olurlar (mikrosaniyeler igerisinde).
Asetilkolin ile aktive olduklar1 gibi, nikotin ile de aktive olduklari i¢in, nikotinik
asetilkolin reseptorleri adin1 alirlar. Merkezi bir gegit etrafinda simetrik olarak
yerlesen 5 adet alt iiniteden olusurlar. Muskarinik reseptorler ise G protein kenetli
reseptorlerdir. Metabotropik reseptorler olup, yanitlarini milisaniyeler igerisinde
gosterirler ancak etkileri daha uzun siirelidir. ikincil haberciler olan siklik AMP ya
da inositol trifosfat salinimini tetikleyerek etki gosterirler. Zehirli mantarlarda
bulunan muskarin isimli toksin ile selektif olarak baglandiklar1 i¢in muskarinik
reseptorler adini alirlar. Asetilkolin reseptorleri, iskelet, kalp kas1 ve diiz kaslarda
noéromuskiiler bileskede, ayrica otonomik sistemde ganglionlarda yer alirlar.
Santral sinir sisteminde, sinaptik plastisite, 6grenme ve hafiza ile iligkilidirler
[184].

2.10 a-7 nikotinik asetilkolin reseptorii ve glutamat

Nikotinik asetilkolin reseptorlerinin memelilerde 16 c¢esit alt {nitesi
bulunur. Santral sinir sisteminde en sik goriilen kombinasyonlar, a432 heteromerik
ve a7 homomerik olanlardir [185]. a7nAchR, neokorteks, hipokampiis, talamus,
pontin niikleus ve siiperior olivar komplekste yiiksek oranda bulunur [186]. a7nAch
reseptorlerinin, santral sinir sisteminin gelisiminde ve plastisitede rol oynadigi
disiiniilmektedir [187]. Bunun yaninda uyarimi, Alzheimer hastaliginda A beta
amiloid ile olusan glutamat eksitotoksisitesini baskilar [188]. Ayrica sizofrenide de
bir tedavi hedefi olabilecegi diisiiniilmektedir [189]. Santral sinir sistemindeki
rollerinin yaninda, inflamasyon ile iligkili sistemik etkileri de bulunmaktadir.
a7nAch reseptorlerinin, akciger  inflamasyonu ve karsinogenezde [190],
inflamatuar barsak hastaliginda [191], aterosklerozda [192] ve hatta

preeklampsideki [193] roliine isaret eden ¢alismalar mevcuttur.

Asetilkolin inhibitorleri, Alzheimer tedavisinde asetilkolin miktarini artirarak
etki gosterir. Semptomatik diizelmenin yaninda, preklinik ¢alismalarda néroprotektif

etkileri de gdzlenen bu ilaglarin, bu etkisini a7 nikotinik asetilkolin reseptorii(a7
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NAChR) uyarimi ile olusturdugu gosterilmistir[194—-196]. Bu etkinin, ekstrasinaptik
NMDA reseptorlerinin internalizasyonuna neden olarak olustugu iddia edilmistir. Bu
yolla ekstrasinaptik NMDA reseptorlerinin etkisi azalirken, sinapslardaki NMDA
reseptorlerinin etkilerinin azalmadig1 ve normal norotransmisyonun bozulmadigi
gosterilmistir [20]. Bu veri, ekstrasinaptik NMDA reseptorii uyariminin apoptozu

kolaylastirdigini gdosteren ¢alismanin [18] sonuglari ile uyumludur.

Bu kanitlar, a7 nAchR uyariminin, glutamatin sadece eksitotoksik etkisini
baskilarken, ndroprotektif etkisini azaltmadigina isaret etmektedir. Bu hipotezin
subaraknoid kanamadaki gegerliligini sorgulamak i¢in a7 nAch reseptorii hedeflendi.
a7 nAch reseptdriinii uyarmak igin, travma ve iskemi modellerinde bir¢ok kez denenen
ve heniiz subaraknoid kanamadak etkinligini gosteren ¢alisma bulunmayan donepezil

kullanildi.

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney hayvanlari ve barinma kosullari

Bu arastirma, Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisii
Beyin Arastirmalar1 Laboratuarlari’nda gerceklestirilmistir. Calismada, agirligi 25-32
gram arasinda degisen toplam 46 adet erigskin Swiss Albino erkek fare (mus musculus)
kullanilmigtir. Standart barinak kosullarinda, 12 saat aydinlik—12 saat karanlik
dongiide, 22+1°C sicaklikta, % 30-55 nem orani ve su ile yiyecege sinirsiz erisim (ad
libitum) saglanmistir. Fareler {izerinde uygulanan deney protokolii, ulusal ve
uluslararast hayvan deneyleri mevzuatina ve kilavuzlarina uygun olup; Hacettepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 24.12.2019 tarih ve

2020/03-11 karar numarasi ile onaylanmistir.
3.2 Deney gruplari ve protokol

Bu ¢alismada farelerde filaman perforasyon metodu ile subaraknoid kanama
modeli olusturuldu. Deney gruplari ve grup basma diisen fare sayilar1 asagida

ozetlendi.
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Naive(n=4): Hi¢ bir islem uygulanmamus saglikli farelerdir. Fareler yiiksek doz
Kloralhidrat anestezisi altinda kardiyak perflizyon ile sakrifiye edilmistir.
Immiinohistokimya boyamalarinin  standardizasyonu icin  kullanilan
preparatlar hazirlanmigtir. Cikarilan beyinler formaldehit soliisyonunda 48 saat
bekletildikten sonra doku takibine alinmistir.

Sham(n=7): Filaman perforasyon modelinde, filaman internal karotid arterden
ilerletilmis ancak perforasyon olusturulmamistir. Farelere donepezil
verilmemis, intraperitoneal yolla tedavi dozunun hacminde ilk dozu islemden
2 saat sonra olmak iizere giinde bir kere %0,9 NaCl verilmistir. islemden 48
saat sonra yiiksek doz kloralhidrat anestezisi altinda kardiyak perfiizyon
yapilmis, ¢ikarilan beyinler formaldehit soliisyonunda 48 saat bekletildikten
sonra doku takibine alinmistir.

Subaraknoid kanama (SAK) Kontrol (n=7): Filaman perforasyon modelinin
tim asamalari uygulanarak subaraknoid kanama olusturulmus, farelere
donepezil verilmemis, ilk dozu islemden 2 saat sonra olmak iizere
intraperitoneal yolla tedavi dozunun hacminde giinde bir kere %0,9 NaCl
verilmistir. Islemden 48 saat sonra yiiksek doz kloralhidrat anestezisi altinda
kardiyak perfiizyon yapilmistir. Cikarilan beyinler formaldehit soliisyonunda
48 saat bekletildikten sonra doku takibine alinmistir.

Subaraknoid kanama-1,8mg/kg/giin Donepezil(n=7): Filaman perforasyon
modelinin tiim agamalar1 uygulandiktan sonra, ilk dozu islemden 2 saat sonra
olmak iizere 1,8 mg/kg/giin donepezil intraperitoneal yolla verilmistir.
Islemden 48 saat sonra yiiksek doz kloralhidrat anestezisi altinda kardiyak
perflizyon yapilmistir. Cikarilan beyinler formaldehit soliisyonunda 48 saat
bekletildikten sonra doku takibine alinmustir.

Subaraknoid kanama-5,6mg/kg/giin Donepezil (n=7): Filaman perforasyon
modelinin tiim asamalar1 uygulandiktan sonra, ilk dozu islemden 2 saat sonra
olmak tizere 5,6 mg/kg/giin Donepezil intraperitoneal yolla verilmistir. Daha
sonra yiliksek doz kloralhidrat anestezisi altinda kardiyak perfiizyon
yapilmistir. Cikarilan beyinler formaldehit soliisyonunda 48 saat bekletildikten

sonra doku takibine alinmustir.
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Tiim gruplardaki deneklere, islemden 2 saat, 24 saat ve 48 saat sonra norolojik

degerlendirme yapilmis, son degerlendirme sonrasi fareler sakrifiye edilmistir.

3.3 Anestezi ve yasamsal bulgularin takibi

Deneklere %5 izofluran ve 2 It/dk oksijen solutularak anestezi indiiksiyonu
saglanmis, %2 izofluran ve 2 It/dk oksijen nazal kaniil ile verilerek anestezi idame
ettirilmistir. Anestezi derinligi parmak kistirma yontemi ile kontrol edilmistir. Fareler
anestezi altinda islemin yapilacagi diizenege yerlestirilmis, homeotermik battaniyeye
bagli olan rektal 1s1 probu sayesinde islem boyunca, farelerin viicut sicakliklari
37°C’de tutulmustur. Pulse oksimetri ile deney siiresince oksijen satiirasyonu ve nabiz

monitorizasyonu yapilmistir (Sekil 2).

Sekil 2: SAK modeli olusturulacak fareye islem
oncesi verilen pozisyon

3.4 Subaraknoid kanama modelinin olusturulmasi

Model olarak, filaman perforasyon modelinin modifiye edilmis bir versiyonu

[21] kullanilmistir. Denekler izofluran anestezisi altinda iken, supin pozisyonda,
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bupivakain ile lokal anestezi
uygulandiktan sonra, sternum ile
cene kemigi arasinda orta hatta
insizyon yapilmis ve derin boyun
fasias1 acilmistir (Sekil 3). M. ~
digastricus venter posterior ve m.
sternokleidomastoideus laterale
ekarte edilip, common carotid
artery (CCA) ortaya konulmustur.
CCA nin, external carotid artery

(ECA) ve internal carotid artery
(ICA) e ayrildigi bifurkasyon ve
ECA nin distaldeki bifurkasyonu [
goriilmiistir  (Sekil  4). ECA,
bifurkasyon yaptig1 yerin hemen
proksimalinden baglanmig, CCA
dan ayrildig1 yere ise gevsek bir |
diigim birakilmistir. Sonrasinda,
ECA ya gevsek diigiimin
proksimalinde  kalacak  sekilde
gecici klip yerlestirilerek
buralardaki akim kapatilmig, ECA
nn  diglimlenerek  kapatildig

noktanin  hemen  proksimaline

: : I : -1, Sekil 4: Vaskiiler yapilar ECA: External carotid artery, ICA:
mikromakas ile ku(’:U’k bir delik Internal carotid artery, PPA: Pterygopalatine artery, STA:

Superior tyroid artery, OA:Occipital artery, CCA: Common

agilmig, ve bu agikliktan 15 mm carotid artery

uzunlugunda, 5/0 naylon filaman

akim yoniiniin tersine, gevsek diigiimiin proksimaline kadar ilerletilmistir (Sekil 5).
Gevsek diigiim sikistirilarak, filamanin arter igerisinde sikismasi ve akimin disari
sizmamasi saglanmigtir. Bu asamada klip ac¢ilmis, ECA kalici diigiimiin
proksimalinden kesilmis ve filaman ile birlikte, karotid bifurkasyonu ekseninde
cevrilerek ICA yoOniine hizalandiktan sonra, igerisindeki filaman ICA igerisinde

ilerletilmis, intrakranial boliime ulasilip direngle karsilagildiktan sonra 2-3 mm daha
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ittirilerek 1CA perfore edilmis (Sekil 5, Sekil 6) ve subaraknoid kanama
olusturulmustur. Sham grubunda, perforasyon islemi yapilmadan filaman arterden
cikarilmigtir. Filaman cekilirken gevsek diigiim sikistirllarak ECA dan kanama
engellenmis, insizyon kapatildiktan sonra isleme son verilmistir(Sekil 7). Kanama
gruplarinda ICA perforasyonu sirasinda, solunumun gegici olarak yavasladigi

goriilmiistiir.

/ __Terminal ICA ~ Terminal CA
y ’L» e oo

FCA— PPA “ICA

7 /—ICA

STA T
‘ OA
Klip
. CCA

CCA— T

5-0 P‘rolen

Sekil 5: Solda: 5/0 naylon filamanin eksternal karotid artere sokulmasi. Sagda: Subaraknoid kanamanin olusturulmasi. ECA: External carotid
artery, STA: Superior tyroid artery, CCA: Common carotid artery, OA: Occipital artery, ICA: internal carotid artery, PPA: Pterygopalatin
artery
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Sekil 6: Sagdaki fotograf, soldakinin, ICA, ECA, OA ve PPA koyulastirilarak belirgin hale getirilmis halidir. ICA:
Internal carotid artery, ECA: External carotid artery, PPA: Pterygopalatine artery, OA: Occipital artery

Sekil 1: Islem sonu, insizyon kapatldiktan sonra

3.5 Donepezilin hazirlanmasi ve intraperitoneal yolla uygulanmasi

Toz formundaki donepezil, steril, agirlikga %0,9 NaCl ¢6zeltisi igerisinde 1,8
mg/kg ve 5,6 mg/kg dozlar1 i¢in ayri derisimlerde ¢ozdiiriildiikten sonra, tiiplere
dagitilarak -20 °C de saklandi ve sadece kullanilacak tiiplerin 1s1iya maruz kalmasi ve

ilacin aktifliginin korumasi saglandi. Denek tartildiktan sonra, gram basina 0,01 ml
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lik ¢ozeltiler intraperitoneal yolla uygulandi. Sham ve kontrol grubu i¢in aym

hacimlerde sadece serum fizyolojik ¢ozeltisi verildi.
3.6 Norolojik degerlendirme

Farelerin norolojik degerlendirmesi, orijinal makalesinde[23] tarif edilen yeni
kompozit skorlama sistemi ile yapilmistir. Bu skorlama sistemi, subaraknoid kanamali
fareler icin tiretilmis olup, 0-24 arasinda puanlama yapmaktadir. Deney sonras1 2., 24.
ve 48. saatlerde olmak tizere 3 kere farelere norolojik muayene yapilmistir. Elde edilen
veriler, gruplar arasindaki subaraknoid kanama siddetlerinin karsilastirilmasi ve ilacin
norolojik duruma etkisinin gosterilmesi igin kullanilmistir. Skorlama Kkriterleri

asagidaki tabloda gosterilmistir(Tablo 1).

Tablo 1:Farede subaraknoid kanama sonrasi fonksiyonel defisitleri
degerlendirmek icin yeni kompozit noroskorlama
Test Puan
0 1 2 3
Spontan Hareket Minimal 3-4 duvara
aktivite ok hareket 1-2 duvara temas femas
(3 dakika) |Y
Tirmanir Tepeye kadar tirmanir
Zayif ’ ancak zayif tutunur, ya | Tepeye
Tirmanma ancak tepeye
. tutunma, . da tepeye kadar tirmanir ve
(1 dakika) . erigemez ve .. o
fare diiser tirmanamaz ancak 1yi 1yi tutunur
zay1f tutunur
tutunur
Kolayca
Denge Yikilir Ayakta durur Yiiriirken sallanir pozisyon
ancak sallanir SR
degistirir
Lateral Tek tarath Iki tarafli zayif yanit ya | Giiglii iki
uyarana Yanit yok e
yanit yanit da tek tarafli giiclii yanit |tarafli yanit
Biyik Yanit yok Tek tarafh Zay1f tek tarafli yanit Geli iki
uyarimi yanit tarafli yanit
Gorsel Yanit yok Tek tarafl Zayif tek tarafli yanit Gieli iki
uyaran yanit tarafli yanit
O Availar | W \Cidditek | Minamal defisit (tek |
y . tarafli defisit [ tarafli ya da iki tarafl) y
defisit
Arka i 4 \Ciggitek | Minamal defisit (tek [ e
Ayaklar defisit tarafli defisit |tarafli ya da iki tarafli) y
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3.7 Sakrifikasyon, fiksasyon ve beyinlerin ¢ikarilmasi

Islem sonrasi 48. saatte denekler sakrifiye edildi. Yiiksek doz kloralhidrat
anestezisi altinda torakotomi yapilarak kalp ortaya konulduktan sonra sol ventrikiilden
farenin karacigeri beyazlasincaya kadar heparinli soliisyon verildi, sonrasinda viicudu
sertlesinceye kadar %4 paraformaldehit (0,1 mol/L sodyum fosfat tamponu i¢inde, pH:
7,4) ile damarlar perfiize edilerek doku fiksasyonu yapildi. Ardindan fareler dekapite
edilerek beyinleri ¢ikarildi (Sekil 8) ve formaldehit soliisyonunda bekletilerek fikse

edildi. Fikse edilmis beyinler oda sicakliginda muhafaza edildi.

Sekil 8: SAK: subaraknoid kanama olusturulmus denekte perfiizyon sonrast
goriiniim; Sham: Sham grubundaki bir denekte perfiizyon sonrast
goriiniim(Denekler 48. saatte sakrifiye edilmistir)

Sekil 9: Beynin koronal kesiler ile A, B, C, D, E dilimlerine
ayrilmast

./’
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3.8 Kesitlerin alinmasi, immiinohistokimyasal ve histopatolojik

degerlendirme

Farelerde subaraknoid kanama sonrasi hiicre hasarmin incelenmesi igin
histopatolojik ve immiinhistokimyasal ¢alismalar yapildi. Beyinlerde taraf
dogrulamas1 yapilabilmesi i¢in islem yapilmayan taraf olan sag hemisfer ¢ini
niirekkebi ile isaretlenip, Bouin’in soliisyonu ile tespit edildi, ayrica bu bolgeye kesi
yapilarak taraf isaretlendi. Tespit edilen beyinler olfaktor bulblardan serebelluma
kadar 2 mm’lik 5 esit koronal dilime ayrildi1 (Sekil 9) ve dilimlerden parafin bloklar

hazirlandi.

Doku ornekleri takip cihazina alindi. Takip cihazinda dehidratasyonu
saglamak i¢in sirayla %70, %80, %90 ve %100’lik alkollerden gecirildi.
Seffaflastirma igin doku ornekleri 2 ser kKere bir saat ksilolden gegirildikten sonra
parafine alistirma i¢in 2,5 saat saf parafinde bekletildi. Doku takip cihazindan alinan
ornekler parafin istasyonunda saf parafine gomiilerek parafin bloklar elde edildi. Elde
edilen parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan kesitler
gece boyu 60°C etiivde birakildiktan sonra, 20 dakika ksilende tutularak deparafinize
edildi. Ornekler dereceli alkol serilerinden (%100, %90, %70 ve %50) gegirilerek
rehidrate edildi. Sonrasinda kesitlere iINOS, MAP2-TUNEL ikili isaretlemesi ve
hematoksilen eozin boyamalari i¢in asagida belirtilen protokoller uygulandi. iINOS
ve MAP2-TUNEL ikili isaretlemesi i¢in, D diliminin 6n kismindan hazirlanan
kesitler kullanildi. Hematoksilen eozin boyamasi tim dilimlerden hazirlanan

kesitlerden yapildi.

3.8.1. Immunohistokimyasal Isaretlemeler:

INOS: Doku kesitleri deparafinize edildikten sonra “Ultra Streptavidin
Detection” Kitinde (Biolegend, SIG-32250) belirtilen talimatlara uygun olarak
boyamalar gerceklestirildi. Doku kesitleri kitin iginde bulunan 1 numarali blokaj
soliisyonu ile 15 dk inkiibe edildi. Antijen retrieval i¢in dokular, 30 dk boyunca 85° C
sicaklikta sodyum sitrat tamponunda ve ardindan 15 dk boyunca oda sicakliginda
bekletildi. tris-buffered saline(TBS) tamponu ile yikandiktan sonra 1:20 oraninda diliie
edilen Proteinase K soliisyonu ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Dokular TBS

tamponu ile yikandiktan sonra 2 numarali blokaj soliisyonu ile 30dk oda sicakliginda
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inkiibe edildi. Ardindan 1:50 oraninda diliie edilen iNOS primer antikoru (Abcam,
ab15323) ile 4° C de gece boyu bekletildi. Oda sicakligina alinan dokular, 1 saat oda
sicakliginda primer antikor ile bloke edildikten sonra, TBS ile yikandi. Kitin iginde
bulunan 4 numarali baglama soliisyonu ile oda sicakliginda 20dk inkiibe edilip, TBS
tamponu ile yikandi. Daha sonra 5 numarali isaretleme soliisyonu ile oda sicakliginda
90 dk inkiibe edilen dokular, TBS ile yikanip, diaminobenzidin(DAB) kromojeni ile
renk degisimi gerceklesene kadar (yaklasik 8 dk) muamele edildi. Distile su ile
boyanin fazlasi yikandiktan sonra, hematoksilen ¢ekirdek boyasi ile boyanip, bluing
sollisyonu ile renk sabitlemesi yapildi. Kesitler sirastyla %95, %100 etanol
gradiyetinden gegirilip, ksilen soliisyonunda 10 dakika bekletildikten sonra entellan

ile kapatildi.

MAP2-TUNEL ikili isaretlemesi: Deparafinize ve rehidrate edilen doku
kesitleri %3’lik H202 soliisyonu ile 10 dk bloke edildi. Dokular PBS tamponu ile
yikandiktan sonra, 1:20 oraninda diliie edilen Proteinaz K soliisyonu ile 20 dk 37° C
de inkiibe edilip, antijen geri cagirma islemi yapildi. phosphate buffered saline (PBS)
tamponu ile yikanan dokular tekrar H2O: ile 8 dk inkiibe edildi. PBS ile yikanan
dokular blokaj soliisyonu (PBS tamponu i¢inde %10 koyun serumu, %1 bovin serum
albiimin[BSA]) ile 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Dokular daha sonra TUNEL Kkiti
(Roche, 11684817910) i¢inde bulunan Terminal deoxynucleotidyl transferase(TdT)
enzim soliisyonu (1:30) ile 37 C de 1 saat inkiibe edildi. PBS ile yikama isleminin
ardindan PBS ile 4 kat diliie edilen peroxydase(POD) soliisyonu ile 37 C de 30 dk
inkiibe edildi. Dokular PBS ile yikandiktan sonra DAB kiti ile yaklasgik 2,5 dk
muamele edilen dokularda renk degisiminin olusmasi beklendi. TUNEL boyamasi
tamamlandiktan sonra MAP2 ile isaretleme islemine gecildi. Dokular PBS ile
yikandiktan sonra 6nce 85° C sicakliktaki sitrat tamponunda 15 dk, ardindan oda
sicakliginda 25 dk bekletildi. TBS tamponu ile yikamanin ardindan H20> ile 10 dk
inkiibasyon yapildi. TBS ile yikanan dokular, %1 BSA, %10 NGS ile TBS
tamponunda hazirlanan blokaj sollisyonu ile oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.
Daha sonra dokular, MAP2 primer antikor (Abcam, ab5392) ile (1:275) bir gece +4 C
sicaklikta ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. TBS-T (%0.025 Triton X-100) ile
yikanan dokular, MAP2 sekonder antikoru (Abcam, ab6878) (1:400) ile oda
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sicakliginda 1 saat inkiibe edilip, yikama tamponu ile baglanmayan antikorlarin
ayrilmasi i¢in yikandi. Alkalen fosfataz boyama kiti (Vector, SK-5300) ile yaklasik 5
dk bekletiltikten sonra MAP2 pozitif boyanan hiicrelerde mavi renk degisiminin
olusumu beklendi. TBS ile yikanan dokular, ardinda softmount (Wako, 192-16301)

kapama soliisyonu ile kapatildi.

3.9 istatistiksel degerlendirme

Calismada elde edilen verilerin degerlendirilmesi i¢in GraphPad Prism 9 for
Windows programi kullanildi. Q-Q (quantile-quantile) plot grafiklerine gore verilerin
normal dagildig1 gruplarin ortalamalarinin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans
analizi (ANOVA, analysis of variances) testi kullanildi. Tek yonli ANOVA testi
kullanilan analizlerde, varyanslarin esitligi Bartlett testi ile kontrol edildi, esit
varyanslara sahip gruplar siradan tek yonlii ANOVA ile, esit varyanslara sahip
olmayan gruplar Welch ANOVA testi kullanilarak analiz edildi. Sonrasinda, gruplar
arast ikigerli karsilagtirmalar(post-hoc analizler), siradan tek yonli ANOVA
kullanilan analizler i¢in Bonferroni diizeltmesi ile, Welch ANOVA kullanilan
analizler i¢in Dunnett’in T3 testi ile yapildi. Verilerin normal dagilmadig: gruplarda
ise, ortanca degerler ile Kruskal-Wallis testi yapildi. Bu sekilde yapilan analizlerde
post-hoc karsilastirmalar, Dunn testi ile yapildi. Tiim analizlerde p<0,05 altindaki

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR
4.1. Mortalite verileri

Deneyler sirasinda 46 fare kullanildi. Bu farelerin 4 {i, immiinohistokimyasal
testlerin optimizasyonu i¢in kullanildi. 42 fareye islem yapildi, farelerin 11 adedi
(%26,2) islem sirasinda 6ldii. Islemin basarili oldugu 31 fareden 3 tanesi (%9,7), 2.
saatteki ilk doz tedavi sonrasi izlemlerinde 61dii. Bu 3 farenin 2 tanesi 5,6 mg/kg
donepezil uygulanan grupta, 1 tanesi ise sham grubunda yer almaktayd. Islem sonrasi

kaybedilen fareler yerine tekrar deney yapildi ve sham, kontrol, 1,8 mg/kg ve 5,6



33

mg/kg donepezil gruplarmin her biri icin 7 ser fare sakrifiye edilerek

immiinohistokimyasal boyamalar i¢in kesit alindi.

4.2. Norolojik Degerlendirme

Olusturulan modelde, subaraknoid kanama

2. saat
olusturulan gruplarin kanama siddeti agisindan denk
25+
oldugunu gostermek i¢in, kanama sonrast 2. saat T
norolojik muayene (NM) skorlar1 kullanilmistir. 20
5
Kontrol grubunun 2. saat ortalama skoru e 15-
-
19,29(standart sapma:3,50), 1,8 mg donepezil ile 2 104
tedavi edilen grubun ortalama skoru 20,42(standart =z
5 -
sapma:2,82), 5,6 mg donepezil ile tedavi edilen
grubun ortalama skoru ise 20,00(standart sapma:2,76) 0- »1:. N
N
olarak hesaplanmistir. Belirtilen 3 grubun verileri, & & &K
siradan tek yonlii varyans analizi ile test edilmis ve 2. ‘b@q’ %@Q’
[ ﬁ:\
saat norolojik muayene skorlar1 arasinda anlamli fark
Gruplar

goriilmemistir. (Sekil 10, p=0,781)

Sekil 10: 2. saat noérolojik muayene
skorlari, p:0,781

Tedaviye klinik yanit1 degerlendirmek i¢in, 24.
ve 48. saatteki norolojik degerlendirme skorlar1 ve 48. saat ile 2. saat ndrolojik skorlar1
arasindaki fark (ANS) kullanilmistir(48. saat norolojik skorundan 2. saat skoru

cikarilir).

Kontrol grubunun 24. saat ortalama skoru 20,00(standart sapma:3,91), Sham
grubunun 23,43(standart sapma:0,79), 1,8 mg donepezil ile tedavi grubunun
23,43(standart sapma:1,13), 5,6 mg donepezil ile tedavi grubunun 22,29(standart
sapma:2,50) olarak Ol¢iilmiistiir. Gruplar arasindaki karsilagtirmalar Welch ANOVA

ile analiz edildiginde, p=0,180 degeri ile farklar anlamli kabul edilmemistir.

Kontrol grubunun 48. saat ortalama skoru 19,86(standart sapma:5,49), Sham
grubunun 23,86(standart sapma:0,38), 1,8 mg donepezil ile tedavi grubunun
23,29(standart sapma:1,13), 5,6 mg donepezil ile tedavi grubunun 22,29(standart

sapma:1,11) olarak olgiilmiistiir. Gruplar arasindaki karsilastirmalar, verilerin Q-Q
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plot grafigi normal olmayan dagilimi isaret ettigi i¢in Kruskal-Wallis analizi ile test
edildiginde, p:0,053 degeri ile farklar anlamli kabul edilmemistir.
Kontrol grubunun (ANS) ortalamasi

Norolojik Diizelme
0,57(standart sapma:2,99), Sham grubunun

B =
0,29(standart sapma:0,76), 1,8 mg donepezil ile
tedavi grubunun 2,86(standart sapma:2,41), 5,6 mg
. . . 44
donepezil ile tedavi grubunun 2,29(standart 0
sapma:2,50) olarak  Olglilmiigtir.  Gruplar E
arasindaki  karsilastirmalar Welch  ANOVA 2
kullanilarak degerlendirildiginde, p=0,068 degeri |:|—|
ile farklar anlamli kabul edilmemistir (Sekil 11). 0- T T
o & 11
(\'5 P QQ QQ
Norolojik muayene verileri, subaraknoid & ) d&ﬁ Q\??b
kanama gruplar1 arasinda kanama siddeti agisindan ,\‘3:& h‘i}@
anlamli fark olmadigini gosterdi. Norolojik Gruplar

Sekil 11: Norolojik diizelme(ANS) puanlari, p=0,068

muayenedeki tedavi etkinligi Olgiitii verilerinin ile anlamsts farklar

analizi ise, tedavi gruplari ile kontrol grubu

arasinda anlaml fark gostermedi.

4.3. iImmiinohistokimyasal degerlendirme

Subaraknoid kanama olusturulduktan 48 saat sonra sakrifiye edilen farelerin
beyin dokularindan alinan kesitlere, iNOS ve TUNEL/MAP2 immiinohistokimyasal
boyamalar1 uygulandi. Tim  farelerden, her hemisferin 3  Kortikal

bolgesinden(dorsal:d, lateral:l, bazal:b) ve hipokampiisiin cornu ammonis (CA)
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bolgesinin 1.(CA1) ve 3.(CA3) kismu ile dentat girus(GD) bolgesinden olmak iizere
fare basina 40X biiylitmede 12 goriintii alinarak incelendi (Sekil 12).

o L4

OGD .

CAL

L 7 ;
CA3 {

Lewid

Sekil 12: Mikroskop gériintiilerinin alindigi beyin bolgeleri. d: dorsal, I: lateral, b: bazal, CAl: cornu ammonisl,
CAZ3: cornu ammonis3, GD: dentat girus.

iNOS boyamasi i¢in, incelenen bolgedeki tiim hiicreler INOS(+) ya da iNOS(-
) olarak isaretlendi ve analizlerde veri olarak iNOS(+) hiicrelerin sayilan tiim
hiicrelere oran1 kullanildi. TUNEL/MAP2 ikili isaretlemesi igin, incelenen
bolgelerdeki tiim hiicreler TUNEL, MAP2 ve TUNEL/MAP2 ¢ift boyanma
ozelliklerine gore (+) ve (-) olarak isaretlendi. Kortikal bolgelerden alinan
goriintiilerde, néron apoptoz gostergesi olarak TUNEL ve MAP2 boyanan hiicrelerin
(tm) tim MAP2 boyanan hiicrelere(m) orani(tm/m) kullanildi. Ayrica kortikal
bolgelerde, hiicre hasar1 gostergesi olarak TUNEL(+) hiicrelerin(t) sayilan tim
hiicrelere(toplam) orani(t/toplam) kullanildi. Hipokampal goriintiilerde ise, CAl ve
CA3 boliimlerinin ¢ok yiiksek oranda ndron govdesi igeren ve buna gore adlandirilan
stratum pyramidale kismi ile dentat girusun ayn1 sekilde yiliksek néron oranina sahip
bolimii olan stratum granulare kismindaki hiicrelerin, TUNEL(+) olanlarinin tiim
hiicrelere orani(t/toplam), hasar gostergesi olarak kullanildi. Ancak, hipokampal

goriintiilerde bazi kanama gruplarinin bazi alanlarindaki siddetli MAP2 kaybi, ndron
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sayisini gostermede yetersiz kalarak yaniltici sonuglar elde edilmesine neden olacagi

icin, tm/m oran1 ndron apoptozu isareti olarak kullanilamadi.

4.3.1. iNOS boyamasi

Yukarida tarif edilen sekilde iNOS antikoru ile boyanan kesitlerde, ¢cekirdekler
hematoksilen ile boyanarak mavi renk alirken, iNOS (+) hiicreler sitoplazmalarindaki
koyu kahverengi renk ile tespit edildi. Kontrol, sham, 1,8 mg/kg donepezil(T1,8) ve
5,6 mg/kg donepezil(T5,6) grubunda, sag ve sol hemisferde ayri ayri dorsal(d),
lateral(l), bazal(b) korteks kismlari ile CA1l, CA3 ve dentat girus(gd) bolgelerinden,
ve hipokampiis ile korteks verilerinin ortalamasi alinarak elde edilen veriler ile INOS
(+) hiicre oranlart karsilagtirildi. Elde edilen veriler gruplar arasinda

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farka ulasilamadi.

Kontrol grubunun Kkortikal pozitiflik .
Tum korteks

oran1  0,259(standart sapma:0,175), sham

0.5
grubunun kortikal pozitiflik orani
0,126(standart sapma:0,095), 1,8 mg donepezil = 0.4-
m
ile tedavi edilen grubun kortikal pozitiflik orani S 0.3-
+
0,166 (standart sapma:0,099) 5,6 mg donepezil pry 0.2
8o
ile tedavi edilen grubun kortikal pozitiflik orani Z T T
0.1
0,103(standart sapma:0,094) olarak ol¢iildi,
gruplar arasindaki fark, siradan tek yonli 0.0- J T
. <& & gL
ANOVA testi ile degerlendirildi ve p:0,105 ile *.o{‘ & QQ Q’O
N AF
anlamsiz kabul edildi(Sekil 13). & &
1\3’ A1)
Gruplar

Sekil 13: Kortekste iINOS(+) hiicre oranlarinin

ortalamalari, p:0,105 ile anlamsiz farklar
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Kontrol  grubunun  hipokampal pozitiflik oran1 median degeri
0,072(minimum:0,018, maksimum:0,140), sham grubunun hipokampal pozitiflik

orant median degeri 0,047(minimum:0,007,

maksimum:0,018), 1,8 mg donepezil ile tedavi = Tum hipokampiis
edilen grubun hipokampal pozitiflik oram ’EU-?U-
median  degeri  0,039(minimum:0,008, & 015

T 019
maksimum:0,107) 5,6 mg donepezil ile tedavi g
edilen grubun hipokampal pozitiflik oram & 0.10

(52
median degeri 0,048(minimum:0,006, F

@ i
maksimum:0,189) olarak olciildii, gruplar S 0.08

-+
arasindaki fark, tek yonlii Kruskal Wallis testi ; 0.00

o I I I I
ile degerlendirildi ve p:0,403 ile anlamsiz kabul ~ Z & Q,p Oczqf gV

S 9
edildi(Sekil 14). +° & °
¢ ¥
: N
iNOS boyamasi ile elde edilen
Gruplar

goriintiilerde, hipokampiiste morfolojik olarak
Sekil 14: Hipokampiis iNOS (+) oram

on saylda TUNEL (+) piknotik hiicre gérﬁnen grafigi(cubuklarin icindeki ¢izgi median degerleri
gosteriyor, Kruskal-Wallis analizi ile p:0,403)

bazi bolgelerde minimal iNOS boyamasi

oldugu goriildii. (Sekil 15 ve 16). Bu durum, iNOS boyamasinin hasar1 gostermedeki

yetersizligi olarak yorumlandi. Sekil 17 de ise, farkli bolge ve gruplardan iNOS

boyama ornekleri gosterilmistir.

Sekil 15: Solda: Kontrol grubundaki bir denegin TUNEL/MAP? ile isaretlenmis kesitinin sol dentat girustan alinan goriintiisii.
Siyah ok: MAP2(-) ancak yogun bir sekilde TUNEL(+)boyanan hiicre. Kirmizi ok: MAP2 ve TUNEL(+) boyanan hiicre. Sagda:
Ayni denegin ayni bolgesinden alinan baska bir kesitin, iINOS isaretlemesi ile boyanmis dentat girus goriintiisii. Normal
morfolojideki biiyiik ¢ekirdekli graniiler hiicrelerin yaninda, bol miktarda kiigiik ¢ekirdekli, piknotik hiicreler gériinmesine
ragmen, nadir iNOS boyanmast mevcut. Bu gériintiiniin degerlendirmesinde, sadece 3 hiicre iNOS(+) olarak kabul edilmis.



Sag

Sol

Sol korteks Sag korteks

hipokampiis

hipokaampiis

Sektl 16: Sekll 22 deki kargllagttrmamn benzerl, 1,8 mg/kg donepezil tedavi grubunun sol CAI
segmentinde yapildi. Solda: TUNEL/MAP?2 ile isaretlenmis kesitten alinan gorviintii. Kirmizi ok:
Yogun olarak TUNEL(+) boyanan hiicre. Siyah ok: goriintiilenen béliimde MAP2(+) ancak TUNEL(-
) nadir hiicrelerden biri. Sagda: Ayni denegin ayni bélgesinden alinan baska bir kesinin iNOS isaretli
kesiti. Hiicrelerin biiyiik boliimii piknotik goriinmesine ragmen, ¢ok diisiik oranda iNOS(+) hiicre
mevcut(Bu bolgenin TUNEL (%) lik orant %85, INOS(+) lik orant %2 olarak él¢iilmiis.

Sham Kontrol 1,8 mg/kg DPZ 5,6 mg/kg DPZ

Sekil 17: INOS preparat érnekleri
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4.3.2. TUNEL/MAP2 boyamasi

Kesitler yukarida tarif edilen sekilde “Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling” (TUNEL) ve “Microtubule associated protein-2” (MAP2)
antikorlar1 ile boyandi. TUNEL antikorlari, apoptotik c¢ekirdeklerdeki DNA
fragmanlar1 ile etkilesime girer. MAP2 ise, noron spesifik bir protein olup,
sitoplazmada bulunur.  TUNEL(+) hiicre ¢ekirdekleri kahverengi boyanirken,
MAP2(+) hiicre sitoplazmalari mavi renkte boyandi. Buna goére degerlendirilen
kesitlerde, TUNEL(+), MAP2(+) ve hem TUNEL hem MAP2(+) boyanan hiicreler

isaretlendi. Bu hiicreler, sirasi ile t, m ve tm kisaltmalar ile gosterildi.

Hedef noron hasarimi gdstermek oldugu i¢in, hipokampiis goriintiilerinde
baskin olarak noron gdvdesi icerdigi bilinen(ve buna gore isimlendirilen) stratum
pyramidale(CA1 ve CA3 segmenti i¢in) ve stratum granulare (dentat girus igin)
hedeflendi. Bu bolgelerde, sham grubu deneklerde yaygin MAP2 boyanmasi tespit
edildi. Ancak, subaraknoid kanama yapilan gruplardaki bazi deneklerin hipokampiis
goriintiilerinde, MAP2 boyanmayan ve sadece TUNEL(+) boyanan hiicrelerin baskin
oldugu boliimler tespit edildi(Sekil 18). Normal stratum pyramidale yapisina uymayan

bu yapilar, apopitoz sonrast MAP2 boyanmasini kaybeden piknotik néronlar olarak

yorumlandi. Kortekste noron hasarin1 gostermek icin kullanilan TUNEL/MAP2

Sekil 18: Solda: Sham grubundan hipokampiis kesiti goriintiisii. Sagda:Kontrol grubundan CAIl bélgesini
gosteren fotograf. Kirmizi ok: MAP2 boyanan néron, Siyah ok: TUNEL boyanan piknotik néron

boyanan hiicrelerin MAP2 boyanan hiicrelere oran1 (tm/m) verisinin, diisik MAP2
boyanma yiizdesi nedeniyle bu boélgelerdeki noron kaybimi gostermedeki
yetersizliginden etkilenmemek i¢in, hipokampiis goriintillerinde  TUNEL (+)
hiicrelerin toplam sayilan hiicre sayisina orani (t/t+m-tm ya da t/toplam), néron hasari

gostergesi olarak kullanildi, tm/m kullanilmadi.
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Korteksteki noron hasarii gostermek igin kullanilan tm/m ve t/toplam orant,
sag ve sol hemisferlerin, dorsal (d), lateral (I), bazal (b) kismlarinda hesaplandi.
Ayrica, sag ve sol hemisferler i¢cin 3 degerin ortalamasi alinarak her kesit i¢in sag
korteks, sol korteks ve heri iki korteksin ortalamasi ile tiim korteks oranlar1 hesaplandi.
Kontrol, sham, 1,8 mg/kg donepezil ve 5,6 mg/kg donepezil gruplarit arasinda bu
veriler karsilastirildi. Gruplar aras1 karsilastirmalarin istatistik analizi sonucunda,
p<0,05 degeri igin kortikal goriintiilerde elde edilen tiim veriler i¢in istatistiksel olarak
anlaml fark tespit edildi. Post-hoc karsilastirmalarda, tm/m degeri igin sag bazal
korteks disindaki tiim boliimlerde, kontrol ve sham gruplari arasinda ve kontrol ve 1,8
mg/kg donepezil gruplari arasinda istatistiksel anlamli fark oldugu goriildi. Sag bazal
korteks i¢in ise post-hoc analiz, farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirleyemedi.
t/toplam orani i¢in, istatistik analiz sonucu tiim verilerde gruplar aras1 anlamli farklar
tespit edildi. Post-hoc ikili karsilastirmalarda, tiim bolgelerde kontrol ile sham gruplari

arasinda ve kontrol ile 1,8 mg/kg donepezil gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark

oldugu goriildi. Tiim korteks tm/m
Tim  korteksteki ~ tm/m  oraninin ns
karsilagtirmasinda kontrol grubunun ortalama ns
oram  0,407(standart sapma:0,072), sham ok
grubunun  ortalama oram1  0,098(standart m .
sapma:0,092), 1,8 mg/kg donepezil grubunun 0.8- 1
ortalama orani 0,103(standart sapma:0,053), 5,6 T
mg/kg donepezil grubunun ortalama orani *%7
0,421(0,340) olarak bulundu. Welch ANOVA “E 0.4
analizi sonucunda p<0,0001 olarak bulundu, B 0.2-
Dunnett’in T3 testi ile post-hoc ikili Ill ﬁ
karsilastirmalar yapildi ve kontrol-sham gruplari 0.0- A @é‘\ q q"'lf
arasindaki farkin p:0,0001, kontrol-T1,8 grubu *‘o{\ < *Q'O *QO
arasindaki farkin p<0,0001 degerleri ile '\?@q ﬁ':c@q
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit Gruplar

Sekil 19: Tiim korteks boliimlerinde gruplar arast tm/m

Ed”dl(Slel 19) oramimi  karsilastiran  grafik. ¥ sayilar,

farkin

anlamhlik derecesi ile orantilidir. ns:non significant



Tiim korteksteki t/t+m-tm (t/toplam) oraninin Tiim Korteks t/toplam

karsilastirmasinda kontrol grubunun ortalama orani

0,495(standart  sapma:0,093), sham grubunun

ortalama oram1 0,130(standart sapma:0,112), 1,8 **'**
k il 1 | |
mg/kg  donepezil grubunun ortalama oram ton xxx s | ns

0,153(standart sapma:0,080), 5,6 mg/kg donepezil I

grubunun ortalama orani 0,483(standart

E 0.6
sapma:0,329) olarak bulundu. Welch ANOVA ?:lu
S 0.4-
analizi  sonucunda p<0,0001 olarak bulundu. o2
Dunnett’in T3 testi ile post-hoc ikili karsilagtirmalar o0

yapildi ve kontrol-sham gruplar1 arasindaki farkin < & g &
{90 Y ‘.Q‘Q ‘99
p:0,0001, kontrol-T1,8 grubu arasindaki farkin & 6‘@
R
p<0,0001 degerleri ile istatistiksel olarak anlamli Gruplar
Oldugu tespit edﬂdi(SEk“ 201 SEk” 21)- Sekil 20: Tiim korteks béliimlerinde
gruplar  arast  t/toplam  oramim
karsilastran grafik

Sham

Sekil 21: Kontrol, sham, 1,8mg/kg donepezil ve 5,6 mg/kg donepezil gruplarindaki deneklerin
TUNEL/MAP?2 ile boyanan kesitlerinin kortikal béliimlerinden alinan goviintiiler
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Hipokampiisteki néron hasarini1 géstermek igin kullanilan t/t+m-tm(t/toplam)
orani, sag ve sol hipokampiislerin, CA1, CA3 ve dentat girus(gd) kismlarinda stratum
pyramidale ve stratum granulosum bdliimiinde hesaplandi. Ayrica, sag ve sol
hipokampiis i¢in 3 degerin ortalamasi alinarak her kesit i¢in sag hipokampiis, sol
hipokampiis ve iki boliimiin ortalamasi ile tim hipokampiis oranlar1 hesaplandi.
Kontrol, sham, 1,8 mg/kg donepezil ve 5,6 mg/kg donepezil gruplari arasinda bu
veriler karsilastirildi. Istatistik analiz sonucu, p<0,05 degeri igin hipokampal
goriintiilerde post-hoc analiz sonucu tedavi gruplari ile kontrol grubu arasindaki tek
anlamli fark, sag CA1 bolgesinde 1,8 mg/kg donepezil grubu ile kontrol grubu arasinda
tespit edildi. Bunun yaninda, sag CA1, sag CA3, sag dentat girus, sag hipokampiis ve
tim hipokampiis degerleri igin, post-hoc karsilastirmalarda sadece kontrol ve sham

gruplar1 arasinda anlamli fark tespit edildi.

Sag CA1 deki t/toplam (TUNEL(+)/toplam

sag CA1
hiicre) oranlar1 icin gruplarin karsilagtirmasinda ns
kontrol grubunun ortalama orani 0,558(standart |
ns
sapma:0,137), sham grubunun ortalama oram |
*

0,171(standart sapma:0,157), 1,8 mg/kg donepezil
0,240(standart 1.0+
sapma:0,181), 5,6 mg/kg donepezil

grubunun ortalama orant

grubunun 0.8-

ortalama orani1 0,463(standart sapma:0,384) olarak

tespit edildi, Welch ANOVA ile p degeri 0,0023 0.4-
Post-hoc  karsilastirmalarda 0.2 |l|

uygulandi, kontrol-sham 0.0

gruplari arasinda p:0,0022 degeri ile, kontrol-1,8 & "‘\ ‘\é“ *QOQ/"*QQQ"’

olarak  bulundu.

Dunnett’in T3 testi

mg/kg donepezil gruplar1 arasinda p:0,0199 degeri
ile anlamli fark tespit edildi(Sekil 22, Sekil 23).

4* 4\
l\ fa

Gruplar

Sekil 22: Sag CAI béliimii icin gruplar arast
t/toplam oranlarin karsilastiran grafik
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Sekil 23: Kontrol, sham, 1,8mg/kg donepezil(T1,8) ve 5,6 mg/kg donepezil(T5,6) gruplarindaki deneklerin
TUNEL/MAP? ile boyanan kesitlerin CA1 boliimiinden alinan goriintiiler

5. SONUCLAR

1. Subaraknoid kanama yapilan gruplar arasindaki subaraknoid kanama
siddetlerinin benzerligi, 2. saat norolojik skorlar1 kulanilarak test edilmistir. Gruplar

arasinda norolojik skorlar agisindan anlamli fark bulunmamustir.

2. Tedavinin norolojik skorlara etkisi, tedavi gruplart ile kontrol grubu
arasinda, 24. saat ve 48. saaat norolojik skorlari ve 2. saat ile 48. saat norolojik skorlari
arasindaki diizelme degerleri kullanilarak arastirilmistir. Gruplarin ortalama puanlari
arasinda, 1,8 mg/kg donepezil grubu en yliksek degere sahip olmasma ragmen,
istatistiksel testler sonucu p:0,180, p:0,053 ve p:0,068 degerleri ile fark anlamli kabul

edilmemistir.

3. TUNEL/MAP?2 ¢ift isaretlemesi, apoptoz gdstergesi olarak kullanildi. MAP2
boyanan hiicrelerin TUNEL boyanma orani (tm/m), kortekste néronal apoptoz
gostergesi olarak kabul edildi. Analizler, kortekste subaraknoid kanamanin noéronal

apoptozu artirdigint ve 1,8 mg/kg donepezil tedavisinin bu apoptozu azalttigini
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gosterdi. Toplam apoptoz gostergesi olarak kabul edilen t/total orani igin yapilan
analizler sonucu ise, subaraknoid kanamanin genel apoptoz miktarini da artirdigini ve

1,8 mg/kg donepezil tedavisinin bu orani da azalttigini gosterdi.

Hipokampal kesitlerde, MAP2 kaybi nedeniyle TUNEL(+) hiicreler tiim
hiicrelere oranlanarak veriler elde edildi. Analizler, hipokampiiste de subaraknoid
kanamanin apoptozu artirdigini gosterdi. Genel olarak apoptoz oranlar1 agisindan 1,8
mg/kg donepezil grubu, kontrol grubundan diisiik degerlere sahip olsa da, sadece islem
yapilmayan taraftaki(sag) hemisferin CA1 segmentinde apoptozu istatistiksel olarak
anlamli derecede azalttig1 tespit edildi. Bu sonug, subaraknoid kanamanin olusturdugu
hipokampal hasarin, donepezil tarafindan kortekstekine oranla daha zayif sekilde

azaltildig1 seklinde yorumlandi.

5,6 mg/kg donepezil dozu grubunun apoptoz orani, hipokampal ve kortikal
bolgelerde kontrol grubuna yakin olsa da, ikili karsilagtirmalarin istatistiksel analizi,
diger gruplar ile apoptoz orani agisindan fark gostermedi. 1,8 mg/kg donepezil
grubunun sagladigi faydanin 5,6 mg/kg donepezil grubunda saglanmamasi, yiiksek

dozda donepezilin olumsuz etkilerinin olabilecegi seklinde yorumlandi.

4. iNOS boyamasi ile uygulanan Kkesitlerin analizinde, kontrol grubu
ortalamalar1 digerlerine gore yiiksek olmasina ragmen, farklar istatistiksel olarak
anlamli  bulunmadi. Bu veriler TUNEL/MAP2 testinin sonuglar1 ile
karsilagtirildiginda, iNOS boyamasinin subaraknoid kanamadaki hasari gdsterme
acisindan TUNEL/MAP2 ift isaretlemesinden daha az degerli oldugu seklinde

yorumlandi.

6. TARTISMA

Subaraknoid kanamay1 deney hayvanlarinda simiile etmek i¢in kullanilan
filaman perforasyon modelinin sisternal injeksiyon modellerine gore anevrizmal
kanamay: daha iyi simiile ettigi diisiiniilmektedir [197]. Ancak, kanama aninda
kanama siddetini Olgen etkili bir yontem yoktur. Erken donemde sakrifiye edilerek
perfiize edilen deneklerde sisternal kan miktarin1 skorlayarak kanama siddeti
gosterilebilse bile [198], calismada elde ettigimiz beyinlerin sisternlerindeki bu kanin,

kanama anindan 48 saat gecmis olmasi sonucu biiyiik dlgiide yikanmasi nedeniyle
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benzer bir degerlendirmenin miimkiin olmadig1 goriildii. Deneyler 6ncesi 6ngorilmiis
olan bu problem nedeniyle, gruplar arasindaki subaraknoid kanama siddetinin
benzerligi, kanama siddeti ile iliskisi gosterildigi i¢in [198] erken noérolojik skorlama
ile yapildi. Subaraknoid kanama yapilan gruplar arasinda 2. saatteki norolojik
muayene ile yapilan analizde, gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi ve bu, kanama
siddetlerinin esit oldugu seklinde yorumlandi. Ancak, kullanilan ndrolojik skorlama
sistemi ile yapilan istatistik analiz, 2 saatte sham grubu ile kontrol grubu arasindaki
kanama siddetini de tespit edemedi. Bunun nedenini arastirmak igin deneklerin
norolojik skorlamalari incelendiginde, bir deneginki disinda(tek bir arka ekstremitede
hafif defisit, 1 puan azaltilir) higbir skorlamada ekstremite defisiti saptanmadigi
goriildi. Bu durum, fare serbestge dolasirken ekstremitelerinin goézlenerek defisitlerin
tespit edilmesi ile karar verilen bu alt testlerin, calismada toplan norolojik skoru
etkilemede diger alt testlere gore yetersiz kaldigi seklinde yorumlandi. Gézlemcinin
defisitleri tespit etmedeki tecriibesizligi ile de aciklanabilecek bu sonugtan kaginmak
icin, ekstremite defisitlerini degerlendirmede daha objektif bir test yontemi
kullanilmas1 ya da bu alt testlerin degistirilmesi gecerli bir ¢dziim olabilir. 24. saat, 48.
saat norolojik skorlar1 ve 2-48. saatler aras1 degisen skorlarin farklari, p:0,180, p:0,053
ve p:0,068 degerleri ile anlamli kabul edilmemis olup, skorlama sisteminin bahsedilen
sekilde farkli yapilmasi, gruplar arasi ndrolojik skor farklarini n=7 sayisi ile de

gosterebilir.

Calismada, iINOS boyamas1 ile elde edilen verilerin karsilastirilmasinda
anlamli sonuca ulagilmamistir. Bunun nedeni arastirildiginda, hipokampiiste
morfolojik olarak ¢ok sayida TUNEL(+) piknotik hiicre goriinen bazi bolgelerde iNOS
boyamasmin minimal oldugu tespit edilmistir (bkz. Sekil 15 ve 16). iNOS’un
inflamasyon esnasindaki glial hiicrelerde aktive oldugu[199] g6z 6niine alinirsa, bu
durum, denegin o bolgedeki inflamasyonun iNOS aktivasyonu asamasinin bitmis

oldugu bir anda sakrifiye edilmesi ile agiklanabilir.

Glutamat eksitotoksistesini hedef alan ve dnceki boliimlerde bahsedilen bir¢ok
caligmadaki gibi, bizim c¢aligmamizda da hiicre hasarinin azaldigi tespit edildi.
TUNEL/MAP?2 ¢ift boyama teknigi, floresan isaretleyicilere gerek kalmadan TUNEL
ile isaretli hiicrenin néron olup olmadiginin tespit edilmesini sagladi. Ancak, iki farkli

antikor ile isaretli hiicrelerde renklerin ayirt edilmesinde ve néronlarin birbirine ¢ok
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yakin oldugu hipokampiiste sitoplazma MAP2 boyanmasinin hangi hiicreden

kaynaklandiginin anlasilmasinda zaman zaman zorlanildi.

Calisma, donepezilin subaraknoid kanamadaki etkisini arastiran ilk ¢alismadir.
Insandaki yan etkileri, demans tedavisinde uzun zamandir kullanilan bir ilag olmas:
nedeniyle iyi taninan ve iyi tolere edildigi bilinen bir etkendir. Bu 6zelligi, yan etkileri
nedeniyle klinik ¢alismalari1 sonlandirilan glutamat antagonistlerine bir avantaj olarak

diisiiniilebilir.

Iskemik inme modelinde denenen donepezilin, inme anindan &nce
uygulanmaya baslandiginda daha etkili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur [200].
Bu durum, kisa siireli NMDA reseptorii uyariminin dahi apoptoz ile sonuglanabilmesi
ve donepezil etkinliginin baslamasindaki gecikme sirasinda kaspazlarin
aktivasyonunun goktan baslamis olmasi ile aciklanabilir [133, 149, 150]. Inme ve
travmada, hastalarin bir saglik kurulusuna getirilmesi ve degerlendirilmesinde
kaybedilen siire, donepezilin bu patolojilerin tedavisinde kullanimini etkisiz hale
getrebilir. Ancak, subaraknoid kanamada kanama anindan sonraki haftalar boyunca,
pithtinin ¢oziilmesi, vazospazm, ndbet ve hidrosefali gibi etkenler hasar vermeye
devam etmektedir. Tek sikayeti siddetli bas agris1 olan, bir siire stabil takip edilen
ancak takibinde vazospazm geliserek ciddi norolojik defisit olusan, morbidite ve hatta
mortalite ile sonuglanan hastalar ile karsilasmak siradis1 degildir. Subaraknoid kanama
an1 Oonceden Ongoriilemez olsa da, kanama sonras1 hasar gelismesi Ongoriilebilir.
Donepezil, subaraknoid kanamali hastalarda, kanama anindaki intrakranial basing
artist ve akut vazospazm gibi ¢ok erken beyin hasari mekanizmalari disinda,
hasarlayici mekanizmalarin biiyiik bir kismi olusmadan once hastalara verilebilir. Bu
nedenle, 6zellikle inme modellerinde, klinikteki imkanlarin aksine patolojiden 6nce
denenen ve daha etkili oldugu goriilen donepezilin subaraknoid kanamada

kullaniminda saglanabilecek fayda daha yiiksek olabilir.

Epilepsi modelinde 5,6 mg/kg dozunda denenen donepezilin ndroprotektif
oldugu gosterilmisti [22]. Ancak bizim ¢alismamizda, 1,8 mg/kg donepezil kullanilan
tedavi grubunda goriilen fayda, 5,6 mg/kg dozunda goriilmedi. Yiiksek doz donepezil
grubu verilerinin, 1,8 mg/kg grubu ile benzer olmasi, ilacin subaraknoid kanamada
hasarlayici bir mekanizmay1 da tetiklemesi ile ilgili olabilir. Her ne kadar kalsiyum

girig yolunun, hiicre hasar1 olusup olusmamasinda etkili oldugu gosterilmis olsa da
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[136], a7 nikotinik asetilkolin reseptdrii aktivasyonu ile hiicre icine giren Ca?* un
apoptotik mekanizmalar1 aktive etmesi imkan dahilindedir. Nitekim, aralarinda

donepezilin de bulundugu noroaktif birgok ilacin epilepsi riskini artirdigi gozlenmistir
[201].

Asetilkolin miktarinin artisinin néroprotektif olduguna yonelik calismalar olsa
da, bu hipotez ile ¢elisen kanitlar da mevcuttur. NMDA antagonizmasi kaynakli
norotoksisitenin  antikolinerjik ajanlar ile azaltilabilmesi [202], asetilkolinin

norotoksik etkileri de olabileceginin bir isaretidir.

7. SONUC VE ONERILER

Calisma, 1,8 mg/kg/giin donepezilin faredeki subaraknoid kanama modelinde
noronal apoptozu ve toplam apoptozu azalttigini gostermistir. Ancak yiiksek doz)(5,6
mg/kg/giin) tedavi grubundaki toksisite siiphesi ve ilacin klinik diizelmeye etkisinin
aciga cikarilmasi i¢in ek calismaya ihtiya¢ vardir. Eksitotoksisitede rol oynayan
noronal devreler hakkindaki bilgilerin artmasi da donepezilin etkilerinin anlagilmasini

saglayacaktir.
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