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IV. OZET

DENEYSEL SUBARAKNOID KANAMADA MELATONININ VAZOSPAZM
UZERINE ETKILERININ HISTOPATOLOJIK, BiYOKIMYASAL VE
MORFOMETRIK ACIDAN ARASTIRILMASI

Dr. Murat GEYIK
Uzmanlik Tezi, Norosirurji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Yrd. Dog. Dr. Ibrahim ERKUTLU
Haziran 2009, 59 Sayfa

Subaraknoidal kanama sonrast lipid peroksidasyonunun aktive olmasi ve arasidonik asit
metabolitlerinin artmasi, ge¢ dénem vazospazm da goriilen ndronal hasarn indikatorii oldugu gesitli
caligma—larda gosterilmistir. Bizim bu deneysel calismada amacimiz bir antioksidan olan melatoninin
subaraknoid kanamaya bagh ge¢ donem vazospazmdaki baziler arter tonus degisikliklerini ve
melatoninin oksidatif’ dengelere olan etkisini histopatolojik, biyokimyasal ve morfometrik agidan

incelemektir.

Cahsmada agrrliklart 300-350 g olan toplam 24 adet erkek Wistar cinsi sigan kullanldi.
Denekler randomizasyon ile 4 gruba ayrildi. IV. Grup harig; L., IL ve III. grup deneklerde genel anestezi
altinda steril sartlarda interparietal-oksipital sutliriin hemen tistiinden bir adet burr-hole agilarak sisterna
magna ortaya kondu. Yaklasik 0.3 ml beyin omurilik stvis1 (BOS) drene edildikten sonra ratlarn
kuyruk arterinden alman otolog kan (0.2ml) yavas olarak sisterna magna icerisine enjekte edildi
Tedavi grubundaki ratlara (grup 1 (n=6, 10 mg) ve grup Il (n=6, 5mg)) operasyon sonrasi cilt
kapatildiktan hemen sonra melatoninin ilk dozu ve 24 saat sonrasmda da ikinci dozu yine
intraperitoneal yolla uygulandu. IL(n=6) ve IV.(n=6) gruplara ise herhangi bir tedavi uygulanmadi.

Sonugta baziler arter morfometrik ¢aligmalarmda biitiin gruplar ele alindiginda (Kruskall-
Wallis varyans analizi), melatonin 5 mg ve 10 mg verilen gruplarda (1. ve 1l1. gruplar) baziler arter
toplam alan ve damar duvar alanmda kontrol grup ve yalniz subaraknoid kanama grubuna gore



Vil

istatistiki olarak belirgin derecede vazodilatasyon lehine artma oldugu goriildii (p<0.05). Melatonin
verilen gruplarda (I. ve 1IL. gruplar) kontrol ve yalniz SAK yapilip tedavi verilmeyen grubuna gore
total antioksidan seviye, total oksidan seviye ve oksidatif stres indeksi seviyelerinde anlamli bir
degisiklik goriilmedi (p>0.05).

Bu ¢alismada mevcut literatiirde onerilen terapotik dozlar uygulanmus fakat melatoninin total
antioksidan diizeyini anlaml Slgiide degistirmedigi gozlenmistir. Sonug olarak melatonin deneysel

subaraknoid kanamaya bagl gelisen baziler arter vazospazmmda morfometrik agidan vazodilatasyona
neden olsa da, beyin dokusundaki oksidatif dengeyi beklenen diizeyde etkilememuistir..

Anahtar Kelimeler: Serebral vazospazm, Subaraknoid kanama, Oksidatif metabolizma, Morfometri,
Histopatoloji



VI. ABSTRACT

HISTOPATHOLOGIC, BIOCHEMICAL AND MORPHOMETRIC EFFECTS
OF MELATONIN ON VASOSPASM IN EXPERIMENTAL SUBARACHNOID
HEMORRHAGE

Residency Thesis, Department of Neurosurgery
Supervisor: Assist. Prof. Ibrahim ERKUTLU
June 2009, 59 Pages

It has been previously demonstrated that activation of lipid peroxidation and
increase in arachidonic acid metabolites which occur following a subarachnoid
hemorrhage are indicators of neuronal injury that take place during late term vasospasm.
The purpose of this experimental study is to investigate the histopathologic,
biochemical and morphometric effects of melatonin on tonus of basillary artery and

oxidative balances during subacute vasospasm following a subarachnoidal hemorrhage.

24 male wistar rats weighing between 300-350g were used in the study. Rats
were divided randomly in to 4 groups. Rats in group I, Il and 111 (except group 1V) were
operated under general anesthesia with sterile technique. A burr hole was made on the
interparietal-occipital suture line and cysterna magna was exposed. 0,3ml of
cerebrospinal fluid was drained and 0.2ml of otogenous blood obtained from tail artery
was injected slowly into cysterna magna. Having sutured the surgical wound in group |
(n=6, 10mg) and Il (n=6, 5mg), the first dose of the melatonin was administrated
intraperitoneally and then 2™ dose was administreted intraperitoneally at 24th hour after
surgery. Rats in group Il (n=6) and group IV (n=6) did not receive any treatment. Rats

in group Il (n=6) and group 1V (n=6) did not receive any treatment.

Morphometric evaluation of basillary artery was conducted and results were

compared between groups using Kruskall-Wallis variance analysis. In group | which



received 5mg melatonin and in group Il which received 10mg melatonin, total area of
basillary artery and area of vessel wall were found to be increased suggesting
vasodilation (p<0.05). No significant changes were observed in levels of TAS, TOS and
OSI in comparasion to control and subarachnoid hemorrhage groups (p>0.05).

In our study, regular therapeutic doses of melatonin were administered but the
drug head no significant effect on total levels of antioxidants. As a result, melatonin
causes a morphometric vasodilation on vasospasm of basillary artery after
subarachnoid hemorrhage. It does not have a significant effect on the oxidative balance
of brain tissue. This could have been caused by insufficient data on density and

distribution of melatonin receptors in the paranchyma and vascular bed.

Key words: Cerebral vasospasm, Subarachnoid hemorrhage, Oxidative metabolism,

Morphometry, Histopathology
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. KISALTMALAR

ACA. . Anterior serebral arter

AVM. ... Arteriovendz malformasyon
BOS. .. Beyin omurilik stvist

BOXES. ..o Biluribin oksidasyon tirlinleri
Ca Kalsiyum

CAT . Katalaz
CAMP.....o Siklik adenozin monofosfat
CGMP.... Siklik guanozin monofosfat

DA Damar duvar alani

ET Endotelin
GSH.....o Glutatyon
GSH-PX.ooiii Glutatyon peroksidaz
GSH-RX...ooiiii Glutatyon rediiktaz

GST . Glutatyon-S-Transferaz
GSSG.i Okside glutatyon

HoOo oo Hidrojen peroksit

HE. ., Hemotoksilen eozin

TA . Damar i¢ liimen alani
P Intraperitoneal
MAPKInNaz....................cooeee. Mitojen aktive eden protein kinaz
MCA . . Middle serebral arter
MIPAV.....cooiiiiii Medical Image Processing, Analysis and
Visualization

NO ..o Nitrik oksit

NOS. ..o, Nitrik oksit sentetaz

NNOS ... Noronal nitrik oksit sentetaz
ENOS. ... Endotelyal nitrik oksit sentetaz
INOS. ... Indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz
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02- ........................................ Stiper oksit radikali
OH ..o, Hidroksil radikali
ONOO ... Peroksinitrit
OSI.....cooiii, Oksidatif stres indeksi
PCA. Posterior serebral arter
P Pars tuberalis
ROOH......ooii Hidroperoksid
ROS....co Reaktif oksijen iirtinleri
SAK . ., Subaraknoid kanama
SOD...ii Stiperoksid dismutaz
SF Serum fizyolojik

SCN. e, Suprakiazmatik niikleus
SSS Santral sinir sistemi
TA Damar toplam alani
TXAZ. o Tromboksan A 2

TAS. Total antioksidan seviye

TOS. . Total oksidan seviye
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1. GIRIS VE AMAC

Serebral vazospazm subaraknoid kanamadan (SAK) sonra beyin tabaninda
bulunanan genis arterlerde ortaya ¢ikan patolojik daralmalardir ve genellikle etkilenen
arterin distalindeki parenkimde doku perflizyonundaki azalma ile birliktedir (1).
Vazospazm ilk kez anjiografik olarak 1951°de Ecker ve Reimenscheneider (2)
tarafindan gosterilmistir. Serebral vazospazmin anjiografik ve klinik olarak iki
tanimlamasi vardir. Anjiografik vazospazm ana arter liimeninin segmental veya yaygin
olarak daralmasidir. Klinik vazospazm ise serebral arterlerin daralmasina bagli ortaya
¢ikan iskeminin sonug¢larmin olusturdugu durumdur. Anjiografik olarak saptanan
vazospazm subakut donem vazospazm olup SAK sonrasi 3 ile 14. glinlerde maksimuma
ulasir ve 2 ile 4. haftada giderek azalir. Vakalarin hemen hemen yarisinda vazospazm
norolojik defisitlerin ortaya ¢ikmasi ile kendini gosterir (3). Bugilin gelinen noktada
vazospazm gelisiminin ¢ok etkenli oldugu diisiiniilmektedir. SAK sonrasinda endotelyal
nitrik oksit sentetaz (eNOS) aktivitesinin azalmasi, nitrik oksid (NO) seviyesinin
azalmasi NO’in nitrit ve nitrata doniisiimii, serbest oksijen radikallerinin artmasi ve
buna bagli olarak membran fosfolipidlerinin oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu,
endotel hasar1 ve vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunun indiiklenmesi vazospazmin
altinda yatan oksidatif metabolizmaya ait nedenler olarak siralanmaktadir (4,5).
Anevrizmal SAK sonrasi1 goriilen norolojik fonksiyon gerilemesinin en onemli sebebi
olan serebral vazospazm, SAK’m ilk etkilerinden kurtulan olgularm %350’sinden
fazlasinda anjiografik, %32’sinde de klinik olarak goézlenir. SAK sonrasinda izlenen
klinik tabloda hastalarin %12’si herhangi bir tibbi tedavi verilmeden exitus olmakta,
%25°1 1lk 24 saat i¢inde, diger %40-60’lik kismu ise ilk 30 giin i¢inde exitus olmaktadir.
Organizmalar, serbest radikallerin yol actigi oksidatif hasara karsi kendilerini
koruyabilmek i¢in bir¢ok savunma mekanizmasma sahiptirler. Bu mekanizmalarin
basinda da stiper oksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) enzimleri gelmektedir. Ozellikle de mitokondrilerdeki elektron transport zinciri
reaksiyonlar1 sonucunda olusan serbest radikallerin miktarinin artmasi nedeniyle

oksidatif stres olugmasi, bu antioksidan savunma sistemi ile engellenmektedir.
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Antioksidan 06zelligi kanitlanan melatonin, lipofilik o&zelliginden dolay1
organizmada ¢ok genis alanda etki gdsterebilmekte olup kan-beyin bariyerini rahatlikla
gecebilir, hiicrelerin ¢ekirdekleri dahil tiim organellere ulasabilir. Bu 6zellik, dejeneratif
veya oksidatif degisikliklere neden olan hastaliklara karst makromolekiillerin ve
ozellikle mitokondri ve DNA’nin oksidatif hasardan korunmasinda melatonine bir

ustiinliik kazandirmaktadir.

Bizim bu deneysel calismadaki ana amacimiz potent bir antioksidan olarak
bilinen melatoninin subaraknoid kanamaya bagli subakut dénem vazospazm {lizerine

olan etkisini histopatolojik, biyokimyasal ve morfometrik ag¢idan incelemektir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. SUBARAKNOID KANAMA (SAK)
2.1.1. Tanim

SAK, hemorajik 6zellikte inme tiplerinden olup, tiim inmelerin %6-8 i olusturur.
Spontan SAK'da kan, subaraknoid araliga asagidaki yollardan ulagir:

a. Bir arter veya bir venin yirtilmasi sonucu direkt olarak subaraknoid araliga ulasmasi
b. Parankimdeki kanamanmn ventrikiillere ve buradan da subaraknoid arahiga ge¢mesi
C. Subdural mesafedeki bir efflizyonun araknoidi yirtmasi
d. Kortekse yakin bir kanamanin pia materi yirtarak subaraknoid arahiga gegmesi

2.1.2. Tarihge

SAK'm tarihgesine baktigimizda; 1761°de Morgagni, ilk olarak intrakranial
anevrizmalar1 tanimlayanlardandir. 1778’de Biuni, SAK klinigini ilk defa tammlamustir.
1819°da Sarre's subaraknoid kanamalarin serebral kanamalardan ayri ele almmasi
gerektigini belirtmistir. 1891°de Quincke, lomber ponksiyonu uygulamustir. Bundan sonra
BOS'un beyin cerrahisi pratigine girmesi sonucu, SAK tanisini koymak oldukga kolaylasmustir.
1904°te Froin, SAK'l1 hastalarda BOS'taki degisiklikleri arastirmistir. 1927°de Moniz,
serebral anjiografiyi uygulamaya koymasi sonucu SAK etiyolojisi hakkindaki bilgiler
artmustir. 1931°de Seckel, spontan kanamalar1 idiopatik ve semptomatik olarak ikiye aywrmustir.
1936°da Ehrenberg SAK'1 spontan ve travmatik olarak ayirmis olup spontan olanlar1 da primer

ve sekonder diye ayirmustir (7).

Bilgisayarli Tomografi, Manyetik Rezonans, serebral konvansiyonel ve dijital
substraksiyon anjiografisindeki ilerlemeler SAK olgular1 {izerindeki bilgilerimizi zamanla

artmistir.
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2.1.3. insidans

Subaraknoid kanamali bazi olgularn agwr klinik tablolar1 nedeniyle tedavi
baglamadan kaybedilmeleri, bazilarmin da ilk goren hekimin yanls teshis etmesi nedeniyle
giiniimiizde gergek goriilme oranlarmi bildirmek oldukta giictiir. SAK tiim inmelerin
%10'unu ve serebrovaskiiler dliimlerin %25'ni teskil etmektedir. SAK'in goriilme siklig1 her
100.000'ik niifusta yilda 10 ila 16 arasinda degismekle birlikte, bu oranlarin yas ilerledikce
(ortalama 50 yas) arttig1 bildirilmistir (8). SAK'n diinyanin degisik iilkelerinde goriilme
sikhigi; Japonlarda 25/ 100 000, Amerika Birlesik Devletlerinde 6-16/100 000, Finlandiya da
15.7/100 000, Hollanda da 10/100 000 kiside goriildiigi bildirilmistir. Finlandiya ve
Japonya’da SAK'in gériilme oranlar1 diinyanin diger {ilkelerine nazaran daha yiiksektir.
1996 yilinda Lin ve arkadaglar1 (9) yaptiklar1 bir meta analiz ¢alismasinda SAK'm goriilme
sikligmm her 100.000'lik niifusta yilda ortalama 10.5 kisi oldugunu bildirmislerdir. SAK'in
mortalite oran1 Pakarinen serisinde (10) %40.6 olarak bildirilirken, SAK sonrasi yagayanlarn
6 ay sonra %50-75'min norolojik defisit olmadan Onceki hayatlarma donebildigini
bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil yaklasik 30 000 kisi SAK gegirirken,
bunlarin  %25'1 6lmekte ve diger %50'sinde 6nemli morbidite goriilmektedir. 1997 yilinda
Hop ve arkadaglar1 (11) yaptiklari calismada, SAK'dan hayatta kalan hastalarmn %33"liniin

bagkalarmin yardimina ihtiya¢ duyduklarini bildirmislerdir.

SAK'm ortalama goriilme yasi inmenin diger tiplerine nazaran daha diisiik olmasma
ragmen, en sik goriilme yast 60 yas olarak bildirilmistir (12). Diger epidemiyolojik
calismalarda SAK'm bir ileri yas hastahig1 oldugu konusunda fikir birligi vardir. SAK"in
goriilme siklig1 kadmlarda daha fazla olmasima ragmen, hayatin ilk dekadinda erkek/kadin
orani 4/1, besinci dekadda erkek/kadin orani esit iken, 6. dekadda ise kadinlarda 10 kez daha
yiiksek goriildiigi bildirilmistir (13). 1996 yilinda Lin ve arkadaslar1 (9) kadmlarm
erkeklerden 1.6 kez daha fazla SAK riski tasidiklarmi bildirmislerdir. SAK'nin zencilerde
beyaz wka nazaran ortalama 2.1 kez daha fazla goriildiigii bildirilmistir (14). Bazi
aragtrmacilar  SAK'm insidansmm mevsimlerle iligkisini arastrmak i¢in ¢alismalar
yapmuglardir. Bunlardan Chyatte ve arkadaglari (15) Subaraknoid kanamanin erkeklerde
sonbaharm ge¢ donemlerinde, kadmlarda ise ilkbaharm sonunda daha c¢ok goriildiigiini
bildirmiglerdir.
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2.1.4. Risk Faktérleri

1. Ailesel: SAK'm en 6nemli fakat degistirilemeyen risk faktorii ailevi predispozisyondur.
SAK'li hastalarin %35-20 sinde pozitif aile hikayesi vardir (16). SAK'l olgularn birinci
derece akrabalarinin ayni hastalia yakalanma riski 3 ila 7 kat fazla oldugu
bildirilirken, ikinci derecede akrabalarindaki goriilme siklig1 ise genel populasyonda
bulunan rakamlara benzer olarak bildirilmistir (17-20). SAK’l1 hastalarin ¢ok az bir
kismimni olugturmasima ragmen, subaraknoid kanamanin konnektif dokunun spesifik
ailevi gegisli hastaliklar1 ile birlikte goriildiigii de bildirilmistir. Ailevi gegisli SAK'larin
en sik nedeni otozomal dominant gegisli polikistik bobrek hastaligidir (21). Diger
ailevi gecisli SAK'larin nedenleri Ehler Danlos Tip IV ve Norofibramatozis Tip 1
olup, bu hastaliklarda polikistik bobrek hastalarina nazaran daha az anevrizma
gortldigi bildirilmistir (22). Marfan sendromu ile SAK'in birlikte goriildigi
bildirilmesine ragmen, klinik kayitlar1 olan toplam 129 Marfan sendromlu olgunun
hi¢birinde SAK hikayesi almamamustir (23).

2. Sigara: Sigara igmenin kisa veya uzun donemde SAK igin risk faktorii oldugu kesin
olarak bilinmemekle birlikte, yapilan bir ¢alismada sigara i¢ildikten 3 saat sonra SAK
riski en yiiksek gorildiigii bildirilmistir. Ayrica sigarayi birakanlarda hafif veya
orta derecede sigara icenlere nazaran daha az SAK goriildiigii bildirilmistir (24).

3. Alkol: Orta veya asir1 alkol almi hemorajik strok igin predominant bir risk faktorii

oldugu bildirilmistir.

4. Hipertansiyon: Hipertansiyon primer intraserebral kanamalar igin temel bir risk
faktorii olmakla birlikle, SAK'lar icin ise kismi bir risk faktoriidiir. Son yillardaki
hipertansiyon tedavisinin daha iyi yapilmasina ragmen, SAK'm goriilme sikliginda
belirgin bir degisiklik olmadig1 bildirilmistir (25).

5. Oral kontraseptif kullanimi: Bir ¢aligmada oral kontraseptif kullanommm SAK
olusma riskini 2 ila 6 kez daha fazla arttirdig1 bildirilmistir (26). Ancak bu ¢alismalarm
cogunda sigara, alkol ve hipertansiyon gibi diger risk faktorleriyle karsilastirmali
kontrolleri yapilmamustir. Bu ¢eliskili goriislerden dolayr oral kontraseptif
kullanomi1 ile SAK arasinda iligki var midir sorusunun tam cevabi

bulunamamustir.

6. Madde bagimlilig: Kokain ve amfetamin gibi madde kulanimmm iskemik ve
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hemorajik strok riskini artirdig1 bildirilmistir (27,28). Kokain aligkanligi olanlarin
%50'sinde anevrizma ve arteriovenéz malformasyonun (AVM) birlikte bulundugu
gosterilmistir (29,30).

2.1.5. Nedenleri

. Anevrizma riiptiirii

. Hipertansiyon ve ateroskleroz’a baglh hemoraji

. Vaskiiler malformasyonlar (AVM, kavernom)

. Intrakraniyal tiimérler (menengiom, glioblastoma multiforme)

. Inflamatuar ve enfeksiyoz hastaliklar (ensefalit, meningoensefalit, menenjit)
Kanama bozukluklar1 (hemofili, idiopatik trombositopenik purpura)

. Sistemik hastaliklar (sistemik lupus eritamatozus, periarteritis nodosa)

. Antikoagulan tedavi komplikasyonu (heparin, kumadin)

. Kafa travmasi

10.Nedeni bilinmeyenler

2.1.6. Belirti ve Bulgulari
A Belirtiler:

-Ani, siddetli basagnsi
-Bulant1 ve kusma
-Boyun ve sirt agrisi
-Bas donmesi
-Diplopi, fotofobi
-Yorgunluk
B. Bulgular:
- Ense sertligi
- Kerning ve brudzinski delilleri
- Hafif ates yiikselmesi
- Hipertansiyon
- Bulanik gérme, gorme alan defekti

- Subhiyaloid kanama



XXII

- Okulomotor sinir felci
- Hemiparezi

- Ajitasyon

- Konfiizyon

- Koma

2.1.7. Komplikasyonlari
Kafa ici basing artisi
Intraserebral kanama
Intraventrikiiler kanama

Subdural kanama

1

2

3

4

5. Hipertansiyon

6. Yeniden kanama (Rebleeding)
7. Serebral vazospazm
8. Nobet

9. Hidrosefali

10. Solunum bozukluklar1

11. Kardiyovaskiiler komplikasyonlar
12. Siv1 elektrolit bozukluklar

13. Tromboembolik komplikasyonlar

14. Noropsikolojik bozukluklar

2.2. SEREBRAL VAZOSPAZM
2.2.1. Tanim

Serebral vazospazm, SAK sonrasi kanla dolu subaraknoid mesafede yerlesik olan
bliylik arterlerin; yavas gelisen, belirgin daralmasiyla karekterizedir. Beyin iskemisi ya da

enfarkt1 ile sonuglanabilen ve nérolojik kayiplara yol agan olaylar zinciridir (31).
2.2.2. Tarihce

1925te Florey mekanik ve elektriksel uyan ile serebrovaskiiler sistemde lokal spazm
gelistifini gostermistir. 1944'te Zucker kan yikim {iriinlerinin vazospazma yol agtigini

gostermis ve takiben 1951 yilinda Ecker ve Reimenscheneider (2) serebral vazospazmu ilk kez
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anjiografik olarak gostermislerdir. 1965 yilinda Allcock ve Drake (31) SAK sonrasi morbidite
ve mortalitenin asil sebebinin ¢ogunlukla vazospazm oldugunu gostermislerdir. 1973 yilinda
Suzuki ve Yoshimoto (32) vazospazmli hastalarda en 6nemli prognostik belirleyicinin hastanin
biling diizeyi oldugunu belirterek yas, cinsiyet, motor ve kranial sinir tutulumunun cerrahi

sonug iizerine etkilerinin 6nemli olmadigin1 belirttiler.

1970'li yillarda uygulanan vazopressor ve sivi replasmani tedavileri ile sistemik kan
basmcinin ve santral vendz basmcn yiikseltilerek hastalarda geligsmis olan nérolojik kayiplarm
bazilarinin geri dondiiriilebilecegi gosterildi (32). 1979 yilinda Niziuma ve arkadaslar
(33) vazospazmin en sik orta serebral arterde goriildiigiinii bildirdiler. 1977'de Grup ve
arkadaglar1 (34) vazospazmla ilgili olarak yaptiklar1 ilk positron emisyon tomografi
(PET) ¢alismasinda vazospazm olan bdlgede serebral kan akimmin ve oksijen metabolizma
hizinm azaldigim gosterdiler. 1980'l yillarda Sasaki ve arkadaslar1 (35) oksihemoglobinin
otooksidasyon ile methemoglobine doniismesi sirasinda agiga ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin membran fosfolipidlerinde peroksidasyona yol agtigmi bununda serebral
vazospazmin etyopatogenezinde onemli bir rolii oldugunu ileri siirdiiler. Fischer ve
arkadaglar1 (36) bilgisayarli beyin tomografisinde subaraknoid mesafedeki piht1

kalmhiginmn vazospazm gelisme ihtimali ile yakindan iliskili oldugunu gosterdiler.

Subaraknoid kanama geg¢irmis bazi hastalar, kendilerinde vazospazmin gelismesi agismdan

yiiksek risk altindadir. Bunlar:
1. Gloskow koma skoru diisiik hastalar
2. Siddetli meningeal irritasyon bulgusu olan hastalar

3. Kranial bilgisayarli tomografilerinde yaygin subaraknoid kanama bulunan hastalar (fischer

grade yiiksek olanlar)
4. Antifibrinolitik tedavi alan hastalar
2.2.3. Vazospazmm Epidemiyolojisi

Subaraknoid kanama insidansinda cografi bolge, iklim, wk gibi faktdrlerin etkili oldugu
bilinmektedir. SAK'm gergek sikligm belirlenmesi bu vakalarm bir kismmin daha hastanelere

ulagmadan 6nce 6lmeleri nedeniyle zordur. Anevrizmal SAK ABD'de her yil 100.000'de 10-
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28 kisiyi etkilerken bu oran Japonya'da 100.000'de 25 kisi seviyesindedir. Ani Sliimleri
igeren genis otopsi serilerinde SAK olgulari, %25.7 gibi yiiksek bir oran1 kapsamaktadir. Biler
ve arkadaslarmm yaptiklar1 ¢alismada SAK sonrasi hastalarin %70'inde serebral vazospazm
gorlilmektedir ve bu hastalarm %36'sinda beyin iskemisi ve enfarkta yol acacak derecede
siddetli vazospazm gelismektedir. SAK'tan sonraki 4 ile 12. giin vazospazmin en sik
goriildiigli zaman dilimidir. Serebral vazospazm gelisimi agisindan diyabet, hipertansiyon,
ateroskleroz, cinsiyet ve yas arasinda predispozan ya da tetikleyici baglant1 gosterilememistir.
Serebral arterlerdeki vazospazm Ozellikle anterior sirkiilasyonda daha fazla goriilmekte ve

damarlarm proksimal kisimlarini daha fazla etkilemektedir.
2.2.4. Vazospazmin Fizyopatolojisi

Subaraknoid kanama sonrasi gelisen fokal serebral iskeminin baslica nedeni serebral
vazospazmdir. Klinik olarak diger iskemik inmelerden farki, ortaya ¢ikmasmin
ongoriilebilirligi, onlenebilirligi ve tedavi edilebilirligidir. Anevrizma kanamasindan sonra
gelisen en korkutucu komplikasyon tekrar eden kanamayken, erken cerrahinin yaygm olarak
uygulanmasi sayesinde bu sorunun 6nemi azalmis ve artik vazospazm, subaraknoid kanamanin
mortalite ve morbidite agisindan en riskli komplikasyonu haline gelmistir. Vazospazmdan s6z
edildiginde anjiografik ve klinikk vazospazmi ayirmak gerekir. Anjiografik vazospazm
radyolojik olarak serebral damar ¢apinda meydana gelen daralmay: ifade eder. Klinik
vazospazm ise son yillarda daha ¢ok tercih edilen terim olan geg iskemik defisitle es anlamli
olarak kullanilir ve serebral damarlarm ilerleyici daralmasiyla birlikte gelisen iskemik belirti
ve bulgularm olusturdugu sendromu tammlar (37,38). Serebral vazospazmm goriilme sikhigi
literatiirde farkhilik gdstermektedir. Bu durum hastay1 kabul eden hastanenin 6zelligine (acil
hastalar1 kabul eden ya da ge¢ donemde sevk edilen hastalar1 yatiran), tan1 ve tedavi
protokollerindeki (erken ya da ge¢ cerrahi uygulanmasi, anjiografinin yapilis zamani,
transkraniyel doppler kullanimi gibi faktorler) farkliliklara baghdir. Dorsch (39,40) yaptigt
literatiir arastrmasinda, 187 makalede ikinci haftada anjiografi yapildiginda hastalarin
%67'sinde serebral vazospazm saptandigini, 297 makalede ise toplam 32188 SAK hastasidan
10145'inde (%32) geg iskemik defisit gelistigini belirtmistir. SAK sonrasi ilk {i¢ giin i¢inde
hastaneye kabul edilen 3521 hastay1 igeren prospektif bir caligmada vazospazm sonucunda

%7.2 hastada 6liim, %6.3 morbidite gelismistir.
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Serebral vazospazm olug mekanizmasina gore akut, subakut ve kronik donem olmak tizere
iic donem halinde incelenebilir. Akut vazospazmin subaraknoid kanama sonrasi erken
donemde (10 dk-48 saat) hasarlanmug eritrosit ve aktive trombositlerden salinan potansiyel
spazmojenler sonucu olustugu deneysel ¢aligmalarda ve SAK sonrasi erken donem hastalarda
gosterilmistir (41,42). Fizyopatolojisi kesin olmamakla birlikte subaraknoid mesafeye ulasan
kanin akut serebral vazospazmin gelismesinde en 6nemli etken oldugu deneysel ¢aligmalarla
gosterilmistir (43). Klinik ¢alismalarda da anevrizma kanamasmdan hemen sonra elde edilen
BT kesitlerinde saptanan kan miktannm, ge¢ iskemik defisit gelisiminin en énemli gostergesi
oldugu bildirilmistir. Fisher ve ark. (44) BT deki kan miktarmi derecelendirmis ve artan
dereceler Olgiisinde vazospazm gelisme riskinin de arttigini ortaya koymustur. Erken
donemde intrakraniyal anevrizma riiptiirii sonrasi subaraknoid mesafeye ani olarak taze
kan dolumu olur, bu durumda beyin tabanindaki araknoid sisternlerin tikanmasina yol agar
(45). Subaraknoid mesafedeki kan varligi ile vazospazm gelisimi arasinda bir korelasyon
vardir. Bunun iki nedeni vardir: Beyinde azalmis kan akimm ve kandan subaraknoid
mesafeye salinan vazoaktif maddeler. SAK hizli volum yiikselmesine neden olmakta;
beyin omurilik sivismin (BOS) yavas yer degistirmesi nedeni ile de intrakraniyal basing
artmaktadir. Fakat beyin perflizyon basmcindaki azalma uzar veya yayginlasirsa biling kaybi,
norolojik defisit ve bazende Oliimle sonuglanan iskemik inmelere yol agabilir. Serebral
iskeminin gegici olsa bile sitokinler, adhezyon molekiilleri, prostanoidler ve NO
salmimini artirarak inflamatuar reaksiyonu baslattig1 soylenmektedir. Ayrica perflizyon basinci
normale dondiigiinde reaktif oksijen molekiilleri salinmakta, bu da endotel ve néron

hiicrelerinde reperfiizyon zedelenmesine ve apopitotik hiicre liimiine yol agmaktadir (46).

SAK sonrasi olusan piht1 i¢inde riiptiire anevrizmay1 tamir etmek i¢in aktive
olmus trombositler bulunmaktadir. Trombositlerden salinan seratonin ve tromboksan-A2 gibi
vazokonstriktor maddeler anevrizma etrafindaki damarlarda akut vazospazma yol agmaktadir.
Bu olaylar 3-14. giinler arasinda gelisen subakut donem vazospazmin da baslangicinda tetik

rol oynamaktadir (46).

Subaraknoid mesafeye ulagan bir bagka kan sekilli elamani olan eritrositlerin
hemolizi sonucu da vazoaktif maddeler salimmaktadir. in vitro ve in vivo calismalar bu
maddeler arasinda subakut donem vazospazm gelisiminde ana sorumlunun oksihemoglobin

oldugunu gostermistir (47). Oksihemoglobinin hangi mekanizmayla damar diiz kasinda
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kasilmaya neden oldugu kesin degildir. Olasilikla birden fazla mekanizmayla etki
etmektedir. Bunlardan en fazla kabul goreni oksihemoglobinin endotelyal hiicrelerden
vazokonstriiktor prostoglandinlerin salgilanmasina neden olan etkisidir. Arasidonik asit
metabolizmasinin iriinlerinden olan bu vazoaktif prostoglandinlerden; prostaglandin-F2 alfa
(PGF2-alfa), prostaglandin D2 (PGD?2), prostaglandin E2 (PGE2) ve tromboxan A2’ nin
vazospazmda arttig1 ¢esitli deneysel modellerde gosterilmistir (48,49).

Subakut serebral vazospazmin etyolojisinde serbest radikallerin etkisi de deneysel ve
klinik ¢aligmalarda arastirilmistir. Bunlardan oksihemoglobinin  methemoglobine
otooksidasyonu sirasinda olusan superoksit anyon radikali ve hemoglobinin yikimi sirasinda
ortama yayilan demir bilesiklerinin Haber-Weiss reaksiyonunu katalize etmesiyle olusan
hidroksil radikali en Onemlileridir. Serbest radikaller doymamus yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden olarak lipid peroksidasyonunu baglatirlar ve bu da yukarida sozii
edilen vazoaktif prostoglandinlerin tiretilmesine neden olur (Sekil 1). SAK ge¢irmis hastalarmn
BOS incelemelerinde saptanan lipid peroksit diizeylerinin vazospazmin agirhgiyla uyumlu

oldugu gosterilmistir (50,51). Ayrica Sano ve ark. da intrasisternal enjekte edilen lipid

hidroperoksidin vazospazma yol agtigini ortaya koymuslardir (52).

OxiHb/Hb 0ONO Serbest O, radikalleri

” Artmis ET, ve SHT
s : tor sal
Lipid peroksidasyonu, U

Patolojik endotel

Vazokonstriitksiyon

Persistan spazm

Sekil 1. Subaraknoid kanama sonrasi subakut donem serebral vazospazm olusumundaki faktorler (53).
BOXes-biluribin oksidasyon triinleri, ET1- endotelin 1, Hb-hemoglobin, PGH2- Prostoglandin H 2,
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PGF2 prostogalndin F 2, eNOS:-endotelyal nitrik oksid sentetaz, OxiHb- oksihemoglobin, OONO-
peroksinitrit, NNOS-ndronal nitrik oksid sentetaz, NO-nitrik oksid, ROS-reaktif oksijen tiriinleri, TxA2-
tromboksan A 2

Serebral damarlarin tonusu biiyiik Olgiide vaskiiler endotelyum tarafindan diizenlenir.
Bu, endotel kaynakl gevsemeye yol agan faktor (Nitrik Oksit) ve endotel kaynakli kasilmaya
yol acan faktor (Endotelin) arasindaki dengeyle saglanir. Oksihemoglobin dogrudan nitrik
okside baglanarak ya da olusumuna neden oldugu superoksit anyon radikalinin nitrik oksidi
ortadan kaldirmastyla vaskiiler tonusu vazokonstriiksiyon yapict yonde etkiler. Bununla birlikte

endotel hiicrelerinden endotelin salmmmini da uyararak vazospazm her iki yoldan stimiile eder
(54).

Yukarida kisaca Ozetlenen faktorlerin etkisiyle damar diiz kaslarmin uzun sireli
kasilmas1 vazospazma neden olur. Bu uzun siireli kontraksiyon ikincil olarak damarda
hipertrofi, hiperplazi ve fibrozise yol agar. Subakut serebral vazospazm klinik olarak SAK
sonrast dordiincii giinde baslar, yedi-sekizinci giinler arasinda en yiiksek diizeyine ¢ikar ve
siddeti azalarak ikinci haftanin sonuna dogru diizelir. Klinik tablo majér ve mindr bulgular
olmak iizere ikiye ayrilir. Bilincin kotiilesmesi, motor defisit ya da afazi gibi hemisferik belirti
ve bulgularinin (major) ortaya ¢ikmasi dogrudan vazospazm gelisimini disiindiirtir. Bas
agrismda artma, subfebril ates gibi bulgularin (mindr) varliginda ise serebral vazospazmdan

kuskulanmak ve hastay1 yakindan izlemek gereklidir (55).
2.2.5. Anjiografik ozellikleri

Anjiografik olarak vazospazm etkilenen arterde kontrast madde akimmimn azalmasiyla
saptanir. Anjiografide vazospazm 3 giinden once hemen hemen goriilmezken, 5 ile 14.
giinde maksimum arteriyel daralma gozlenir ve 2 ile 4. haftalara dogru asamali olarak

diizelir.
2.2.6. Tani

Serebral vazospazmm kesin tanisi serebral anjiografi ile konur. Ates ylikselmesi,
16kositoz vazospazmin kliniginde sikhikla ilk bulgudur ve bu tabloya norolojik bozulmanmn
eklenmesi hastada vazospazmin gelismekte oldugunun isaretidir (56). Vazospazmin tanisinda

kullanilan diger noninvaziv tan1 yontemleri ise;
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 Transkraniyal doppler ultrasonografi (TCD)
+  Single photon emission computarize tomografi (SPECT)
*  Pozitron emisyon tomografi (PET)

» Xenon bilgisayarl tomografi

« Xenon-133

 Transkraniyal serebral oksimetre tetkikleri sayilabilir.
2.2.7. Tedavi
1. Cerrahi:

Son yillarda giderek yaygmlasan goriis erken cerrahi tedavi ve anevrizmanin
kliplenmesi yoniindedir. Yapilan ¢alismalar vazospazm riskinin yiiksek oldugu 4 ile 14. giinler
arasinda yapilan cerrahi tedavinin yiiksek morbidite ve mortalitesinin oldugunu gostermistir.
Erken cerrahi tedavi ile kanayan anevrizmanmn kliplenmesi, yeniden kanama riskini

azaltmakta, civar dokulardaki pihtinin temizlenmesine yardimci olmaktadir.

Ayrica hipervolemi, hemodiliisyon, hipertansiyon, trombolitik ve anjioplastik tedavi
gibi agresif vazospazma karsi uygulanan medikal tedavi yontemlerinin kullanilabilmesine

olanak saglamaktadir (57-59).
2. Hipertansiyon-Hipervolemi-Hemodilusyon (3-H) Tedavisi

Hipervolemi, hemodiliisyon ve hipertansiyon 3-H tedavisinin ana bilesenleridir. Bu
tedavi yontemi ile hastalarm norolojik defisitlerinin diizeldigini ilk bildirenler Kosnik ve
Hunt'tir. Siv1 yiiklenmesi ile olusturulan hemodiliisyon kan viskozitesini azaltir. Bunun

sonucu olarak serebral kan akimu, serebral perflizyon ve mikrosirkiilasyon artar (60).
3. Damar diiz kas kasilmasina yonelik tedaviler

Vaskiiler diiz kaslarin kasilmast ¢izgili kas ve kalp kasmdan daha farkh
mekanizmalarla olmaktadir. Vaskiiler diiz kaslar yavas, tonik ve uzun siireli kasilirlar.
Organizasyonlar1 ve hiicresel yerlesimleri kasildiklari zaman damar boslugunu daraltacak
sekilde yapilanmustir. Vaskiiler diiz kaslarm kasilmasmi engellemeye yonelik olarak
kullanilan pek ¢ok deneysel ajan klinik caliymalarda benzer etkinligi gdsterememistir.
Nicardipin ve intraarteriyel yiiksek doz papaverin uygulamasmnmn ise erken semptomatik

vazospazmi etkin sekilde diizelttigi bildirilmistir (61,62).
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Serebral vazospazm sirasinda hiicre i¢i kalsiyum diizeyinde artis meydana gelir.
Membran depolarizasyonu gelistigi zaman voltaj kontrollii kalsiyum kanallar1 agilir, hiicre
icine kalsiyum akis1 olur. Serebral damar kasilmasinda intraselliiler kalsiyum diizeyi esas
olarak ekstraselliiler mesafedeki kalsiyum miktarma baghidir. Yapilan ¢ahgmalar Ca kanal
blokorii olan nimodipinin damarlar1 genisletmekten ziyade iskemik ndronal hiicrelere
kalsiyum girigini engelledigi, noronal hasar ve 6liimii 6nledigi sonug olarak ta semptomatik
vazospazm sikligmnt %10'un altina indirdigi yoniindedir. Bunun yaninda nicardipin ve AT
877nin transmembranal kalsiyum ice akimi yaninda damar diiz kas kontraksiyon
mekanizmalarma aracilik eden hiicre i¢i kalsiyum hareketini ve protein kinaz C'yi inhibe

ederek, semptomatik ve anjiografik vazospazmi azalttig1 vurgulanmaktadir (63,64).
4. Anjioplasti

Gelisen endovaskiiler teknik ve teknoloji; bu girisimlerin serebral vazospazmin
tedavisinde de bir secenek olarak ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bu yontemlerden baslica ikisi
balon anjioplasti ve intraarteriyel papaverin uygulamasidir. Balon anjioplastiyle yararl sonuglar
bildirilmesine karsmn isleme bagli mortalitenin, %2-5 civarinda olmasi, bu yOntemin
vazospazm tedavisinde yaygin olarak kullanilmasini engellemistir (65). Uzun yillardan
beri ndrosiriirjiyenler tarafindan spazmi ¢6zmek iizere topikal olarak kullanilan papaverinin
intraarteriyel selektif enjeksiyonu vazospazm tedavisinde kullanilmaktadir. Intraarteryel
papaverinin spastik damar1 agmakta basarili oldugu, ancak bu etkinin kisa siirede kayboldugu
ve tekrarlayan enjeksiyonlar yapilmasi gerektigi, bunun yaninda anjiografik spazmimn
acilmastyla klinikteki diizelme arasinda zayif bir korelasyon bulundugu bildirilmistir (66,67).
Papaverin enjeksiyonlar1 sirasinda intrakraniyal basincin yiikseldigi, bunun da serebral
perflizyon basincimi disiiriip iskeminin artmasma yol agabilecegi, bu nedenle papaverin

enjeksiyonlarmin intrakraniyal basmg¢ monitérizasyonu altinda yapilmasi gerektigi 6nerilmistir

(68).
5. Anti inflamatuar ajanlar

Canlt hiicrelerin yabanc antijenlere karst gelistirdigi karmagsik ve ¢ok yonlii savunma
mekanizmasi inflamasyon olarak adlandrilir. SAK'da ortamdaki kan pihtisina kars1 bir seri

karmasik hiicresel ve molekiiler inflamatuar yanit olusur. Yapilan deneysel caligmalarda
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antiinflamatuar ajan olan ibuprofen ve metilprednizolonun vazospazm da etkili olduklari

gosterilmigse de klinik diizeyde etkileri goriilememistir (69).
6. Diger tedaviler:

Vazospazm sonrast gelisen gecikmis iskemik defisitin Onlenmesi i¢in son
yillarda gelistirilen ila¢ tedavileri arasinda magnezyum sulfat, statin ajanlari
(simvastatin, pravastatin), L-arginine, mexiletine, adenozin Al reseptdr agonistleri,
clazosentan, edaravone, human eritropoetin ve melatonin one ¢ikmaktadir. Bu ajanlar
arasinda antioksidanlar; oksidatif siireglerin ve bu siireclerin sonucunda gelisen lipid
peroksidasyon kaskadlarinin engellenmesinde 6nemli bir role sahip olup vazospazm

tedavisinde giin gegtikce nem kazanmaktadir (70).
2.3. OKSIDATIF STRES VE VAZOSPAZM iLE OLAN ILISKiSi

Oksidatif stres, dokuda hasara yol acabilen reaktif oksijen tiirevlerinin (serbest
radikaller) iiretimi ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin reaktif

oksijen radikallerinin lehine bozulmasi olarak tanimlanmastir.

Serbest radikaller ortaklanmamis elektronlar iceren herhangi bir kimyasal tiirev
olarak tanimlanabilir. Ortaklanmamis elektronlar herhangi bir atom veya molekiiliin
kimyasal reaktivitesini arttirmaktadir. Serbest radikaller pozitif veya negatif yiiklii
olabilecekleri gibi yiiksiiz de olabilirler. Organik veya inorganik sekilde olusabilirler.
Hidroksil radikali (OH"), siiperoksit anyonu (O27), demir ve bakir gibi ge¢is metalleri,
nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOO) serbest radikallerin en yaygin ornekleridir.

Serbest radikaller viicutta meydana gelen ¢ok sayida farkli biyokimyasal
reaksiyonlarin sonucunda ortaya ¢ikmaktadir, 6rnegin; hiicresel oksijen metabolizmasi
(mitokondriyel elektron transportu), arasidonik asit aktivasyonu, alyuvarlarda
hemoglobinin methemoglobine otooksidasyonu, fagositoz, damar endoteli ve diger
hiicrelerin NO iiretimi, katekolamin oksidasyonu, inflamasyon, iskemi. Biitiin bunlara
ek olarak serbest radikaller; elektromagnetik radyasyon, sigara dumani, zehirli gazlar,
ilaglar, karsinojen maddeler, pestisitler gibi eksojen faktorlere yanit olarak da

tiretilebilirler (71-74).
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Organizmada serbest radikallerin olusumundan hemen sonra etkisizlestirilmesini
saglayan gli¢lii savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin olusum hizi ile
etkisizlestirilme hizi dengede oldugu siirece, organizma bu bilesiklerden
etkilenmemektedir. Buna karsilik savunma azalir veya bu zararl bilesiklerin olusum
hiz1 sistemin savunma giiclinli asarsa, bu denge bozulmakta ve serbest radikallerin
zararh etkileri ortaya c¢ikmaktadir. Aerop organizmalar biyolojik yapilar1 nedeniyle
serbest radikal olusumuna ve bu bilesiklerin zararli etkilerine agiktirlar (75). Normal

kosullarda hafif diizeyde seyreden oksidatif stres, 6zellikle iki nedenle artmaktadir:

1. Sitokrom P 450 2E1 (CYP2E1) izoenzimin artmis ekspresyonu; siiperoksit,

hidroksil ve hidroksietil radikallerinin tiretiminden sorumludur.

2. Serbest yag asitlerinin peroksizomal beta oksidasyonu; hidrojen peroksit

(H20,) iiretimine yol agmaktadir.
2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Hiicre ve dokular, radikal iiriinleri ve reaksiyonlarini inhibe eden bir sisteme
sahiptir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak
bilinirler.  Antioksidan savunma; radikal metabolit iiretiminin Onlenmesi, tretilmis
radikallerin temizlenmesi, olusan hiicre harabiyetinin onarilmasi, sekonder radikal
ireten zincir reaksiyonlarmin durdurulmasi ve endojen antioksidan kapasitenin
artirilmasi1 islevini yapar. Antioksidanlarin spesifik olarak rollerinin arastirildig:
caligmalarlarda; antioksidan savunma sisteminin hiicrenin intraselliiler, membran
diizeyinde ve ekstraselliiler kompartmanlarda bulundugu tespit edilmistir. Antioksidanlar,
endojen kaynakli ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak {izere baslica iki ana gruba

ayrilabilirler (76).
-Selliiler Antioksidanlar:

Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz ve
sitokrom oksidaz (77).

-Membran Antioksidanlari:

Vitamin E: Membran lipitlerinde ¢oziinerek peroksidasyon zincirini kirar.
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Koenzim Q: Mitokondriyel enerji metabolizmasinda bir antioksidan olarak rol
alir. Beta karoten: Radikal tiirleri toplar, ayrica singlet

oksijen olusumunu inhibe eder (77).
-Ekstraselliiler Antioksidanlar:

Transferrin, laktoferrin, haptoglobulinler, albiimin, seruloplazmin, biliiribin, {irik
asit, glikoz gibi molekiiller temel ekstraselliiler antioksidanlardir. Hiicreler arasi
ortamda Uretilen serbest radikal metabolitlerin demir ve bakir gibi katalizor metal
iyonlan ile karsilagsmalariin engellenmesi, ekstraselliiler antioksidan savunmanin temel

yoludur.
2.4.1. Antioksidan Etki Mekanizmalari
A. Toplayici (scavenging) etki

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya cok daha zayif bir
molekiile ¢cevirme islemine toplayict etki denir. Antioksidan enzimler bu tip bir etki

gosterirler.

B. Bastiric1 (quencher) etki

Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastirict etki adi verilir. A vitamini ve
flavinoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

C. Onarici (repairing) etki
D. Zincir kiric1 (chain breaking) etki

Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini = kirip
fonksiyonlarmi engelleyici etkiye zincir kirict etki denir. E vitamini, hemoglobin,

seruloplazmin ve mineraller zincir kiric1 etki gosterirler.
2.4.2. Endojen Antioksidanlar

2.4.2.1. A. Enzimatik Antioksidanlar
1. Stiperoksit dismutaz (SOD): Oksijen tiiketen tiim organizmalarda yaygin olarak

bulunan metalloproteinlerden olan SOD ilk olarak 1968 yilinda Mckord ve Fridovich
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tarafindan tanimlanmistir (78). Bu enzim siiperoksidin, hidrojen peroksid ve molekiiler

oksijene doniislimiinii saglar.

20, + 2H" Sob » H,O, + O,

SOD igerdigi metal iyonlarma gore (CuZn) SOD, (Mn) SOD ve (Fe) SOD olmak
iizere ii¢ smifa ayrilir. Mitokondrial form olarak bilinen (Mn) SOD insan karaciger
sitozoliinde de bulunmustur. (CuZn) SOD 21. kromozom, (Mn) SOD 6. kromozomda
yer alan genlerle kodlanmaktadir. (CuZn) SOD homodimer yapidadir ve katalitik
aktivitesi i¢cin bakir, yapisal biitiinligii i¢in ise ¢inko gereklidir. Siyaniir ile geri
doniistimsiiz olarak inhibe olan (CuZn) SOD, H,0; ile geri doniisiimlii olarak inhibe
olur (78).

Enzimin 1siya ve diger zorlayici etkilere direncli olusu saflastirilmasinda
kolaylik saglar. Farkli formlarm birbirlerinden ayrilmasinda, (CuZn) SOD disindaki
enzimlerin siyaniire direncli oluslart ve (Mn) SOD’un H;0O;’den etkilenmemesi

kullanilmaktadir.

Siiperoksit anyonunun (O7) dismutasyonu, SOD enziminin biyolojik roliidiir.
Yiiksek pO;’ye maruz kalan hiicrelerde SOD enziminin arttig1 belirlenmistir. Normal
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yliksek oranda siiperoksit anyonu iiretimi
olmasma ragmen bu enzim sayesinde intraseliiler siiperoksit seviyesi diisiik tutulur.
SOD enziminin ekstraselliller aktivitesi oldukca diisiiktiir. Ozetle hiicrenin
oksijenizasyonun artmasi, metabolik hizda artma ve redoks-aktif maddelere maruz kalig

nedenli siiperoksit radikal miktarinda artis, SOD enziminin sentezinde artisa yol acar

(79).

2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Selenyum (Se) bagimli ve bagimsiz olmak
tizere iki farkli yapida olan GSH-Px enzimleri, H,O, ve organik peroksitlerin

detoksifikasyonunda rol oynar. Ozellikle eritrosit membran biitiinliigiiniin devam1 igin

GSH-Px ¢ok 6nemlidir.
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GSH-Px enziminin molekiiler agirlhigi yaklasik olarak 85 kD’dur. Tetramerik, 4
selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlar1

katalizler.

H,0, + 2 GSH GSHPx GSSG + 2 H,0

v

ROOH + 2 GSH GSH-Px GSSG + ROH + H,0

v

Eritrositteki GSH-Px, Se bagimli olmakla beraber karaciger gibi bazi dokular,

enzimin Se bagimsiz tipini de igermektedir.

H,0, ve organik peroksitlerin indirgenmesi sirasinda oksitlenen GSH, baslica
pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH ve glutatyon rediiktaz (GSH-RX) enzimi
yardimiyla indirgenerek reaksiyonlarin devamliligi saglanir. GSH-Px’in Se bagimli
tipinin hem H,0O, hem de diger peroksitlere etkili oldugu, Se bagimsiz tipinin ise sadece
organik peroksitleri indirgedigi bilinmektedir. Genis bir tiir ve organ dagilimi olan Se
bagimli GSH-Px hiicre diizeyinde biiyiik 6l¢lide sitozolde yer almaktadir. Mitokondride
ise Se bagimsiz GSH-Px aktivitesine rastlanmistir. Buna karsilik katalazin fazla
miktarda bulundugu peroksizomlarda enzim aktivitesine rastlanmamistir. GSH-PX
fagositik hiicrelerde 6nemli foksiyonlara sahiptir. Diger antioksidanlarla birlikte GSH-
Px, hiicresel diizeyde solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu
sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan
strese kars1 en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, H,O, artmasma ve

siddetli hiicre hasarma yol agmaktadir (80,81).

3. Katalaz (CAT): Aktif merkezinde 4 hem grubu igeren tetramerik yapili bir
hemoproteindir. Gorevi, hidrojen peroksidi, oksijen ve suya pargalamaktir. Peroksidaz
aktivitesine sahip olusuna ek olarak, bu enzim, bir molekiil hidrojen peroksidi elektron

verici bir substrat olarak digerini de oksidan veya elektron alicis1 olarak kullanabilir.
CAT

2 H>,0, » 2 H,O0+ 0,
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4. Glutatyon -S- transferaz (GST) : Basta arasidonik asid ve lineolat
hidroperoksidleri olmak {iizere lipid peroksidlerine kars1t GST’lar Se-bagimsiz GSH-Px

aktivitesi gostererek bir defans mekanizmasi olustururlar.

5. Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi: Solunum zincirinin son enzimi olan

sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla siiperoksidi detoksifiye eder.
40,7 + 4H" + 4 — 2H,0

6. Glutatyon Rediikktaz (GSH-Rx) : GSSG, tiol igeren proteinlerin
konformasyonu ve aktivitesi lizerine zararh etkileri olan prooksidan bir maddedir. Bu
okside formun ileride kullanilmak tizere tekrar redilkkte GSH’a donistiiriilmesi
gerekmektedir. Ciinkii organizmanin GSH deposu smirhdir. GSH-RXx, NADPH
varliginda GSSG’yi tekrar rediikte GSH’ya doniistiiriir (82).

GSH-Rx

GSSG + NADPH + H” » 2GSH + NADP”

2.4.2.2. B. Nonenzimatik Antioksidanlar

1. a-tokoferol (E-vitamini)
2. B-karoten

3. Askorbik asit

4. Melatonin

5. Urik asit

. Bilirubin

. Glutatyon

. Seruloplazmin

. Albumin
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10. Transferin
11. Ferritin

2.4.3. Eksojen Antioksidanlar

Allopiirinol, folik asit, C vit, trolox-C, asetil sistein, adenozin, mannitol,

barbitiiratlar
2.4.4. Melatonin

Melatonin ilk kez 1958 yilinda kurbaga ve baliklarin melanositlerinde bulunan
bir renk pigmenti olarak tanimlanmis (83) ancak daha sonra 1993 yilinda melatoninin
biitiin memeli hayvanlarda bulunan, pineal bezden salian ve canlilarin biyolojik ritmini

diizenleyen bir hormon oldugu gosterilmistir.

Hatta 1996 yilindan sonra da omurgasizlar ve protozoalar da dahil olmak {izere

bir¢ok canlinin yapisinda varligi ispatlanmistur.
2.4.4.1. Pineal Bez

Pineal bez (epifiz bezi), insanlarda {i¢ilincli ventrikiiliin arkasinda yer alir. Total
viicut agirhigina goére oldukea kiiciik olan bu bez (insanlarda 50-150 mg), bobrekten
sonra viicudun en ¢ok kan akimina sahip ikinci organidir. Bezin yapisi, bez hiicrelerinin
cogunu olusturan ve gerek indolaminleri (¢ogunlugu melatonin) gerekse peptidleri
(arjinin, vazotosin v.b) iireten pinealositler ve noroglia hiicreleri olmak iizere iki hiicre
tiirtinden olusur. Pineal bez, memelilerde fotik informasyonlar1 néroendokrin sinyallere
dontstiiriir. Retinadan algilanan gorsel bilgiler, hipotalamusun suprakiazmatik ¢ekirdegi

ve sempatik sinir sistemi yoluyla, pineal beze yansitilir (84).

Fotik impulslar tagiyan sempatik efferent lifler pineal beze ulastiginda, 6zellikle
karanlikta, norepinefrinin pinealosit membraninda beta-adrenerjik reseptore
baglanmasi ile bir seri reaksiyon baslar. Membranda adenil siklaz aktivitesi ve
dolayistyla cAMP yapimui stimiile olur; cAMP de melatonin ve diger indolaminlerin

biyosentezini katalizleyen enzimleri aktive eder (85).
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2.4.4.2. Melatonin Sentezi

Melatonin diger adiyla N-asetil-5-metoksitriptamin ilk kez sigir pineal ekstrelerinde
melanin graniillerini agrege etme ve kurbaga derisinin rengini agma yetenegi fark

edilerek tanimlanmistir (83).

Melatonin biyosentezi, kandan beze diflize olan triptofanin, pineal bezde triptofan
hidroksilaz enzimi ile hidroksillenmesiyle baslar. Boylece meydana gelen 5-hidroksi
triptofan, L-aromatik aminoasit dekarboksilaz enzimi ile karboksil grubunu kaybeder ve
neticede serotonin (5-hidroksi triptamin) meydana gelir. Pineal bez, serotonin
konsantrasyonu ag¢isindan viicutta en zengin organdir. Serotonin asetilasyonu, N-asetil
transferaz araciligi ile gergeklesir. Burada Asetil CoA, asetil dondrii olarak rol oynar.
Meydana gelen N-asetil serotonin, metil donérii olarak S adenozil metionin’in
kullandig1 ve hidroksi indol-O-metil transferaz’in katalizledigi son basamakta N-asetil
S-metoksitriptamin; yani melatonine doniisiir ve bdylece melatonin biyosentezi
tamamlanir (Sekil 2). Bu mekanizmada hiz kisitlayict enzim aril-alkilamin-N-asetil
transferaz (AANAT) olarak adlandirilan enzimdir (86). Bu enzim,  ve a-1 adrenerjik
reseptorler lizerinden etki gosteren epinefrinin nokturnal sempatik salimina yol acar. Bu
enzimin negatif feedback mekanizmalar ile diizenlenmesinde ise cAMP, MAP kinaz

fosfataz 1 gibi bircok enzim ve proteinin rol aldig1 bilinmektedir (87,88).
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Sekil 2. 5- Metoksi N- Asetil triptamin (Melatonin)
2.4.4.3. Melatonin Sentezinin Kontrolii

Melatonin salgisi, canli tiirlerine gore farklilik gosteren sirkadiyen bir ritme
sahiptir. Bu farklilik, hormonun gece pikinin meydana geldigi saatler ve siireleri ile
ilgilidir. Serum melatonin konsantrasyonu, geceleri giindiize gore 3-10 kat daha
yiiksektir. Melatonin salgisinin sirkadiyen ritmi endojen kdkenlidir, bu da uyarilarin
suprakiazmatik g¢ekirdekten c¢iktigini yansitir (87). Melatonin sentezi ve salgilanmasi
karanlikta uyarilirken, 151k ile baskilanir. Giin 1518min bulundugu saatlerde, retinadaki
fotoreseptor hiicreleri hiperpolarizedir; bu da norepinefrin salinmasmi baskilar.
Karanlikla birlikte polarize olan fotoreseptor hiicreler norepinefrin salgilarlar.
Norepinefrin hem triptofanin dolasimdan beze girisini artirmakta, hem de pinealosit
membranindaki B-1 reseptorleri araciligiyla membrandaki adenil siklazi aktive ederek,
hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyelerini yiikseltmektedir. cCAMP
etkisiyle, melatonin sentezinde hiz kisitlayic1 enzim olan N-asetil transferaz aktivitesi
yiikselmekte, boylece melatonin sentez ve salgilanmasi baglamaktadir. Melatonin sentez

ve saliimi arttik¢a bu hormon, pasif diflizyonla dolagima gecer (88).

2.4.4.4. Melatoninin Etki Mekanizmasi ve inaktivasyonu

Pineal bezden dolasima verilen melatonin lipofilik 6zelliginden dolay1 direkt
olarak veya spesifik reseptorler araciligiyla hedef hiicrelere ulasir (88). insan beynin
cesitli bdlgelerinde, bagirsaklarda, overlerde, kan damarlarinda ve karacigerde,
melatonin reseptorlerinin varhigr gosterilmistir (Tablo 1,2). Farmakolojik ve Kinetik
gruplara ait zara bagl iki melatonin baglanma yeri tanimlanmistir: MT1 (yiiksek afinite
(pikomolar)) yerleri ve MT2 (diisilk afinite (nanomolar)) yerleri (89,90). MTI
reseptorlerinin  aktivasyonu  hedef hiicrelerde adenilat siklaz  aktivitesinin
baskilanmasmna neden olur. MTI1 reseptdrii; termoregiilasyonda, arterial
vazokonstriksiyonda, kanser hiicrelerinin proliferasyonunda, ireme ve metabolik

fonksiyonlarda rol alir. MT2 reseptorii ise, SCN’deki ndronal termoregiilasyonda,
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retinada dopamin salgisinin inhibisyonunda, vazodilatasyonun indiiklenmesinde (Sekil
3), arterial yatakta 16kosit rulo formasyonunun olusumunun engellenmesinde ve immun

cevabin artirilmasinda rol oynadigi bilinmektedir (91).

Tablo 1. Parenkimal melatonine afinite gosteren bolgeler.

1.SCN *

2.PT™*

3.Hipotalamus ventromedial niikleuslar

4.Hipotalamus dorsomedial niikleuslar

5.Anterior hipotalamus

6.Medial preoptik alan

7.Serebral korteks

8.Area postrema

9.Amigdala

10.Retina

* En sik I **-iyodomelatonin afinitesi olan bolgeler

Tablo 2. Vaskiiler yataktaki melatonin tutulum bolgeleri

1.MCA

2.ACA

3.PCA

4.Rodent ve rat kuyruk arteri
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Lipofilik 6zelligi nedeniyle hiicrenin tiim fraksiyonlarma kolaylikla girebilen

melatoninin (92), sitozolik ve niikleer baglanma yerleri de tanimlanmaigtir.

Ornegin; sitozolik kalmodulin’e baglanarak adenilat siklaz, fosfodiesteraz gibi
hedef enzimlerle oldugu kadar yapisal proteinlerle de etkileserek dogrudan kalsiyum

gecisi lizerinde de etki gosterebilir (93).

Melatoninin inaktivasyonu, baslica karacigerde gerceklesir. indol halkasmnmn 6.
konumundan hidroksile olan melatonin, daha sonra siilfat ve glukronik asitle konjuge

edilerek idrarla atilir.

Melatoninin idrardaki baglica metaboliti 6-siilfatoksi melatonin olup, plazma
melatonin diizeyinin iyi bir gostergesidir. Diger 6nemli metaboliti ise; N1- acetyl-N2-

formyl-5-methoxykynuramine (AFMK) molekiilidiir (94).

Oxittb/Hb . s Sebeat O e

A Artmis ET, ve SHT
oot : tor sal
Lipid peroksidasyonu S
— Melatonin
Patolojik endotel

Melatonin

Vazokonstriiksiyon

Persistan spazm

Sekil 3. Subakut déonem vazospazm da melatoninin rolii (78)
2.4.4.5. Melatoninin Biyolojik Etkileri

Melatoninin uyku, sirkadiyen ritim, duygu durumu, cinsel olgunlagsma ve tireme,
kanser, termoregiilasyon ve yaslanma gibi bircok biyolojik olayla iliskili oldugu

bildirilmistir.
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2.4.4.6. Melatoninin Antioksidan Etkileri

Bagsta kalp hastaliklari, kanser, vazospazm ve bir¢ok dejeneratif hastaliklarin
etiyolojisinden serbest radikal hasar1 sorumlu tutulmaktadir. Antioksidan molekiiller bu
hasar1 6nlemektedirler. Melatoninin de antioksidan etkisi in vivo (95) ve in vitro (96)
calismalarla gosterilmistir. Melatonin yapisinda bulunan pirol halkasi nedeniyle O2 ve
OHe radikallerini yakalamada yiiksek bir kapasiteye sahiptir. Toksik hidroksil
radikalleri ile reaksiyona girerek, biitiin hiicre kompartmanlarindaki biyomolekiilleri,
serbest radikal olusumuna kars1 bolgesel olarak yerinde korur. Cok reaktif olan
hidroksil radikallerinin yikict etkilerine karsi primer nonenzimatik savunma
mekanizmasini olusturur. Yapilan arastirmalarda organizmay: oksidatif hasara karsi
korumada melatonin bilinen diger antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, E vitamini,
askorbik asit gibi) daha etkili goériilmiistiir (97). Askorbik asit (C vitamini), alfatokoferol
(E vitamini) ve glutatyon (GSH) gibi antioksidanlardan farkli olarak, melatonin
peroksid radikalini yakalayarak, yayilmakta olan lipid peroksidasyonunu
sonlandirmaktadir. Melatoninin bu etkilerinin diger antioksidanlardan daha gii¢li

oldugu in vitro ve in vivo ¢aligsmalarda gosterilmistir.

Melatonin direkt antioksidan etkilerinin yani sira, dolayli olarak da antioksidan
sisteme katkida bulunur. Siganlarda karaciger, bobrek ve beyin dokusu glutatyon
peroksidaz aktivitesinin, melatonin uygulandiktan sonra arttigi = gozlenmistir.
Pinealektomi yapilan sicanlarin karaciger, akciger ve beyin dokusu glutatyon

peroksidaz aktivitesinde anlamli diistisler saptanmistir (97).

1993 wyilinda antioksidan 06zelligi ortaya ¢ikarilan melatonin, lipofilik
ozelliginden dolay1 organizmada ¢ok genis alanda antioksidan etki gosterebilmektedir.
Melatonin, kan-beyin bariyerini rahatlikla gegebilir, hiicrelerin ¢ekirdekleri dahil tiim
organellerine ulasabilir. Bu 6zellik, dejeneratif ya da proliferatif degisikliklere neden
olan hastaliklara karsi makromolekiillerin ve 0Ozelikle DNA’nin oksidatif hasardan
korunmasinda melatonine bir tstiinliik kazandirmaktadir. Ancak bu antioksidan etkiler,
melatoninin gece ulastigi doruk degerlerin ¢ok {stlindeki degerlerde goriiliir.
Melatoninin bu baglamda bagska bir istiinliigli, diger baz1 antioksidanlarin aksine, ¢ok
yiiksek dozlarda (200mg/giin) ve uzun siire (5 yil) kullanimda bile toksik etkisinin

goriilmemesidir (98).
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Son yillarda melatoninin dogrudan serbest radikalleri temizleme 6zelliginin yani
sira, ekzojen melatonin verilmesinin, dnemli bir antioksidan enzim olan glutatyon

peroksidaz aktivitesini de artirdigi gosterilmistir (97).

Ayrica melatoninin; fizyolojik ve patofizyolojik bir¢ok olayda rol alan énemli bir
molekiil olan nitrik oksit (NO)’in, sentezi ve dolagimdaki miktar1 {izerine etkilerini
inceleyen ¢alismalar yapilmistir. NO’nun fizyolojik etkisi; ¢oziinebilir guanilat siklazin
CGMP olusturmak {lizere aktive olmasiyla gerg¢eklesmektedir. Melatonin diizeyinin
azalmas1 bircok dokuda guanilat siklaz aktivitesinin azalmasma neden olur. Bunun
sonucu olarak cGMP diizeyi azalir, cAMP diizeyi artar. Boylece hiicre membran
kalinlig1 artarak dejeneratif hasar olusumu hizlanir. Yaslanma siirecinin incelenmesi
sirasinda ortaya c¢ikan bu 6zelligi melatoninin, nitrik oksit sentaz enziminin aktivitesi
iizerine etkilerinin incelenmesine neden olmus ve bu ¢alismalar sonucunda melatoninin
ayni zamanda oldukga etkili bir nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii oldugu bulunmustur
(99,100). NO ile melatonin arasindaki iliski incelendiginde, melatoninin NO ile
nitrosomelatonin olusturmak iizere reaksiyona girdigi ve Oz varliginda NO ile O;’nin
reaksiyona girmesi sonucu olusan peroksinitrit anyonunun da melatonin tarafindan

tutuldugu ileri stirtilmistiir (101).

Melatoninin gerek dogrudan gerekse dolayli yollarla oksidatif hasara karsi
koruyucu etkilerinin bulunmasi subaraknoid kanama sonrasi serebral vazospazm,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, ateroskleroz, sepsis gibi oksidatif hasarm rol

oynadig1 patolojik olaylardaki 6dneminin giin gectik¢e artmasina neden olmaktadir.
2.5. TOTAL ANTIOKSIDAN DURUM

Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve bunlara bagl olusan oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir
antioksidan defans sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara kars1 redoks
ayarmi silirdiirebilmesinde plazma ¢ok Onemlidir. Cilinkii plazma, antioksidanlarin

viicudun tiim bdliimlerine tasinimini ve dagitimini gergeklestirir (102).

Total antioksidan duruma en biiyiik katki plazmadaki antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi

proteinler yaninda serbest radikalleri kapan zincir kirici antioksidanlar da
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bulunmaktadir. Albumin, {irik asit ve askorbik asit insan plazmasmdaki total
antioksidan durumun %85’inden fazlasini olusturur. Bu fark kanda bilirubin, GSH,
flavinoidler, o-tokoferol ve [-karoten gibi antioksidan durumun komponentlerine
nazaran albumin, iirik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasina baglidir.
Plazmada antioksidanlar bir etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimden dolayi bilesenlerin tek

baslarina yaptiklar1 etkinin toplamindan daha fazla bir etki olugsmaktadir.

Bu sinerjizme 6rnek olarak, glutatyonun askorbati, askorbatin da tokoferoliin
yeniden aktiflesmesini saglamasi verilebilir. Total antioksidan durumun o6l¢liimii,
antioksidanlarin tek tek dlciimiinden daha degerli bilgiler verebilir. Bu ylizden Erel’in
gelistirdigi yontem sayesinde kanin antioksidatif durumunu saptamada bireysel
antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam antioksidan

kapasite (TAS) 6l¢iimii yayginlagsmaktadir (103,104).
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3.GEREC- YONTEM

Bu calisma Gaziantep Universitesi Etik Kurulundan 30.06.2008 tarih ve 06-
2008/128 karar nolu etik kurul izini almarak Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji AD deney hayvanlari arastirma laboratuarinda yapilmistir. Calismada 250—
300 gr agirhiginda Wistar cinsi erkek sicanlar kullanilmistir. Siganlar standart hayvan
yemi ve su ile beslenip 21+1C oda sicakliginda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik

siklusunda tutulmuglardir.
3.1.Gruplar:

Calismada toplam 24 adet wistar cinsi sigan kullanilmistir. Denekler 4 gruba

ayrilmistir;

I.Grup (n=6): Deneysel SAK olusturulan ve melatonin (10 mg/kg) intraperitoneal olarak

operasyondan hemen sonra ve 24 saat sonrasinda toplam 2 doz verilen grup

II.Grup (n=6): Sadece deneysel SAK olusturulan fakat melatonin verilmeyen grup
(Kontrol)

I11.Grup (n=6): Deneysel SAK olusturulan ve melatonin (5mg/kg) intraperitoneal olarak

operasyondan hemen sonra ve 24 saat sonrasinda toplam 2 doz verilen grup
IV.Grup (n=6): Deneysel SAK olusturulmayan i.p SF verilen grup
3.2. Cerrahi girisim:

Denekler bir gece 6nceden a¢ birakilip, 10 mg/kg ketamin hidrokloriir
(Ketalar®, %5lik Soliisyon, Parke-Davis lisans1 ile Eczacibasi Ila¢ Sanayi,
Levent, Istanbul) intraperitoneal uygulanarak genel anestezi saglandi. Sonra
sicanlar prone pozisyonda bas 20° fleksiyonda iken dort ekstremitesinden tespit
edilip oksipitoservikal kisimlar1 tirag edilerek Polivinilpirolidon iyod (Polyod®
%10’luk solusyon, Drogsan Ilac Sanayi, Ankara) ile saha temizligi yapildi. SAK
planlanan ratlar da  orta hat oksipito-servikal insizyonla oksipital adeleler
diseke edildi. Interparietal-oksipital sutiiriin hemen iistiinden bir adet burr-hole

acilarak sisterna magna ortaya kondu (Resim 1-2).



Maksilla — —— Nazal kemik

Zigomatik kemik
~_Frontal kemik

Paryetal kemik
Koronal stitdr ——

. s = interparietal bone
Sagittal stitidr — P

Oksipital Kemik

Burr-Hole —————

INTERPARYETAL-
———OKSIPITALSUTUR

Resim 1. Rat kafatasindaki anatomik olusumlar ve interparyetal siitiir lokalizasyonu
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Resim 2. Interparyetal siitiir iizerinden elektrikli mikrotur yardimu ile burr-hole agilmasi
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Resim 3. Burr-hole iginden 25 gauge igne ile sisterna mangaya otolog kan enjeksiyonu

Yaklasik 0.3 cc BOS drene edildikten sonra ratlarin kuyruk arterinden alinan
otolog kan (0.2cc) yavas bir sekilde sisterna magna icerisine 25 gauge igne ile enjekte
edildi (Resim 3). Hayvanlar intrasisternal kan piht1 formasyonu olusturmasi i¢in 10-15
dk kadar 45 derecelik trandelenburg pozisyonun da yatirildi. Deney boyunca 1sitict
lamba ile deneklerin 1silarinin sabit tutulmasi saglandi ve saha aralikli olarak steril
serum fizyolojik ile yikandi. Adele dokusu ve cilt 3/0 Vyecril ile siitiire edilerek cerrahi
saha kapatildi. Sonrasinda 1. ve III . Gruplara melatonin cilt sutiire edildikten hemen

sonra ve 24 saat sonrasinda toplam 2 doz halinde uyguland.

Islem ©ncesi biitiin deneklere 50 mg/kg sefalosporin i.p. profilaktik olarak
uygulandi. Cerrahi yara yerleri 9 giin boyunca Polivinilpirolidon iyod ile pansuman

yapildi.
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Tiim denekler 12 saat aydmlik, 12 saat karanlik siklusunda kaldiklar1 ve her
grubun kendisine ait kolayca standart rat yemi ve su ihtiyaglarini karsilayabilecekleri

kafeslerde takip edildi.

Gruplardaki denekler 9 giin takip edildikten sonra yiiksek doz (50mg/kg)
Ketamin Hidrokloriir IM. verilerek sakrifiye edildi. Oncelikle her hayvandan beyin
dokusu ve beyin sap1 olmak iizere 2 adet numune alindi. Beyin dokusu total antioksidan
kapasite (TAS), total oksidant seviye (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI)

calisilabilmesi amaciyla -80 °C’de depolanarak muhafaza edildi.

Caligmanin yapilacagi zaman tiim doku ornekleri oda 1sisina getirildikten sonra
calisildi. Beyin sap1 baziller arter’e zarar vermeden histopatolojik inceleme igin
%10’luk formol soliisyonu igerisinde ii¢ giin siireyle fiksasyon amaci ile bekletildi.
Patoloji bolimiine ulastirilan bu dokulardan baziller arter, yataginda kalacak sekilde
boyu 4 mm ve eni 3 mm olan preperatlar mikroskop altinda hazirlanarak parafine
gomiildi. Parafin bloklar hazir hale geldikten sonra her hayvanin baziller arterinden 0.5
mikron kalinhiginda 4 adet kesit alindi. Alinma siralarina gore kodlandi. Bu kesitler
deparafinizasyonu takiben hemotoksilen eozin ile boyandi ve 400 biiylitme altinda

fotograflanarak incelemeye alindi.

Hazirlanan preperatlar Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalin'da mikroskop altinda X200 biiylitmede incelenerek tiim kesitlerin fotograflari
cekildi. Cekilen bu fotograflar MIPAV (Medical Image Processing, Analysis and
Visualization Center for Information Technology (CIT), National Institutes of Health
(NIH), Version:3.1.3 2007-03-30) programu kullanilarak  baziller arter liimen capi,
duvar kalinligi, liimen alanlar1 ve damar kesit alanlar1 milimetrekare olarak 6lgiildii

(Sekil 4).
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D.A.

D.A.: Damar alani
l.A. : Damarig (Ilimen) alan
T.A. : Toplam alan [D.A.+|.A)

Sekil 4. Baziler arterde morfometrik 6l¢tim teknigi

3.3. Total antioksidan seviye (TAS) olciimii:

Total antioksidan kapasite daha Once litaratiirde bildirilen Erel yontemi ile
Olgtildii (133). Bu Ol¢iim yonteminde 2,2° - azinobis - (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) radikali (ABTS radikali) kullanilmaktadir. ABTS radikali, antioksidan
konsantrasyonuna ve antioksidan kapasiteye gére mavi ve yesil rengini kaybetmektedir.
Bu renk degisikligi, absorbans degeri 660 nm’de Olgiilerek degerlendirme
yapilmaktadir. Bu 06lglim metodunun prensibi hidrojen peroksit varhiginda ABTS
molekiiliiniin ABTS" molekiiliine okside olmasina dayanmaktadir. 30 mmol/L asetat
tamponu ve pH: 3,6’da koyu yesil renkte olan radikalin, asetat tamponu 0,4 mol/L, pH:
5,8 oldugunda rengi a¢ilmaktadir. Renk degisimi ile 6rnek icindeki antioksidan miktari
arasinda ters iliski bulunmaktadir. Reaksiyon hizi standart yontem olan Trolox ile

kalibre edilmektedir. Birimi Trolox equivalent/L’dir.
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3.4. Total Oksidant Seviye (TOS) Ol¢iimii:

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir ydntemdir. Ornekte
bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona oksitlerler.
Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik {i¢ katina ¢ikarmaktadir.
Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar.
Ornekte bulunan oksidanlarm miktartyla iligkili olan rengin siddeti spektrofotometrik

olarak dl¢tilmektedir. Birim pmol H2O, Eqv. / L dir

3.5. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Total Oksidan Seviye (TOS) / Total Antioksidan Seviye (TAS) seklinde
boliinerek Oksidatif Stres indeksi (OSI) hesaplandi. Birim AU’dir.

3.6. istatistiki Yontem

Veriler Windows XP home isletim sisteminde SPSS for Windows Release 15.0
istatistik programu ile gruplarin tiimiim non-parametrik testlerden “Kruskal Wallis
Varyans Analiz Testi” kullanilarak degerlendirildi. Gruplar aras1 ikili karsilagtirmalar

ise yine non-parametrik testlerden “Mann-Withey-U"’ testi ile yapildi.



5.BULGULAR

4.1. Makroskopik bulgular

Calismamizda toplam 24 denek kullanildi ve 10 glnlik izleme alindilar.
Deneklere ait beyin dokusunun makroskobik incelemesinde uygun subaraknoid

kanama modelinin olustugunu gozledik (Resim 4).

Resim 4. SAK sonrasi beyin ve beyin sapi dokusunun makroskopik goriintisi

4.2. Biyokimyasal (Total antioksidan ve oksidan) 6l¢iim bulgulari

Erel yontemi ile uygulanan (133,134) biyokimyasal total antioksidan ve oksidan
dlclimleri Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanilarak incelendiginde TAS, TOS ve OSi
degerleri bakimindan gruplar arasinda herhangi bir fark olmadigi (p>0.05) tespit
edilmistir (Tablo 9). Dolayisiyla daha sonra gruplar arasi ikili karsilastirmaya gerek

gorilmemistir.
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4.3. Histopatolojik bulgular

Preparatlar mikroskop altinda X200 ve X400 buyitmede incelendiginde; SAK
yapilarak 10 mg melatonin verilen grup deneklerinde (grup 1) hemen hemen tim
deneklerde incelenen baziler arter liimenlerinde arasinda genislik bakimindan belirgin
bir fark gortilmedigi , damar limenlerinin tek sirali endotel tabakasi ile cevrildigi,
endotel tabakasi altindaki internal elastik lamina tabakalar diizensizlik gdostermeksizin
arterleri cevreledigi gozlendi. Ayrica media tabakasi diiz kas hicrelerinde ve
adventisiyada histopatolojik olarak énemli morfolojik degisiklikler gdzlenmedi (Sekil 5).
SAK yapilarak tedavi olarak 5 mg melatonin verilen grupta da (grup 3) yine grup 1 deki
benzer bulgular mevcut idi. SAK yapilip tedavi verilmeyen grupta ise (grup 2) tedavi
gruplarina oranla az da olsa vazospazma bagl limende daralma gorilsede (Sekil 6)
SAK yapilmayan ve tedavide verilmeyen gruba kiyasla belirgin bir [imen daralmasi
gozlenmedi (Sekil 7 ve 8). Dolayisiyla tedavi ve kontrol gruplari arasinda histopatolojik

acidan hafif vazospazm disinda onemli bir fark gozlenmedi.

4.4.Morfometrik dlgiim bulgular

Gruplar arasi karsilastirma tim gruplarin baziler arter kesit (H.Ex200)
ortalamalarinin (Sekil 5-9) morfometrik incelenmesiyle yapilmistir. MIPAV programiyla
dlciilen TA, A, DA, DA/TA ve IA/TA oranlari incelendiginde ise sadece TA, iA ve DA
parametreleri icin gruplar arasinda anlamh (p<0.05) fark oldugu Kruskal Wallis varyans

analizi ile tespit edilmistir (Tablo 8).

Bu yuzden sadece anlamli ¢ikan bu parametreler ele alinarak gruplar arasi ikili
karsilastirmalar (Mann-Withney U testi) yapilmistir (Tablo 10,11). Bu karsilastirmalar
sonucunda; 5 ve 10 mg melatonin tedavisi verilen SAK’li gruplarin ve her ikisinde SAK

olusturulmadan sadece i.p serum fizyolojik verilen kontrol grubuna gére melatonin
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damar alanlarini istatistiki olarak anlaml 6élclide artirdigi (p<0.05) gozlenmistir (Tablo
5). Ayrica bahsi gecen bu tedavi gruplarinin sadece SAK olusturulup hicbir tedavi
uygulanmayan kontrol gruplarina oranla TA, IA ve DA parametrelerinin hemen hemen

tamaminda istatistiki olarak anlamli artislar (p<0.05) saptanmistir (Tablo 3-6).

Bu arada kendilerine sadece SAK yapilarak hicbir tedavi uygulanmayan grup ile
SAK yapilmayan ve de melatonin tedavisi uygulanmayan sadece SF tedavisi verilen grup
arasinda vyapilan karsilastirmada ise damar alani Olglimleriyle ile ilgili hicbir
parametrede istatistiki olarak anlamli farklihk bulunamamistir (Tablo 10). Fakat
istatistiki olarak anlaml olmasada sadece SAK yapilan grupta, SAK yapilmayan kontrol
grubuna gore toplam alanda % 2, i¢ alanda ise % 6.3 oraninda daralma oldugu

saptanmistir.

Sekil 5. 1.grup 3.denekte mikroskobik incelemede baziler arter gériilmekte (H.E x 200)
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Tablo 3. Grup 1 (SAK(+) 10 mg melatonin)’deki deneklerin [imen alani, duvar kalinhgi ve damar

kesit alan ol¢limleri

Denek no TA IA DA DA/TA IA/TA
1 118961 43429 75532 0.63493 0.36506
2 85599 39054 46545 0.54375 0.45624
3 68498 16842 51656 0.75412 0.24587
4 89197 31917 57280 0.64217 0.35782
5 83293 27820 55473 0.66599 0.33400
6 94127 34494 59633 0.63353 0.36646

Sekil 6. 2.grup 1.denek mikroskobik incelemede baziler arter goriilmekte (H.Ex200)




Tablo 4. Grup 2 (SAK(+))'deki deneklerin lGmen alani, duvar kalinligi ve damar kesit alan

LIV

Olgiimleri

Denek no TA IA DA DA/TA IA/TA
1 50800 12378 38422 0.75633 0.24366
2 58721 19171 39550 0.67352 0.32647
3 48683 14261 34422 0.70706 0.29293
4 81201 29947 51254 0.63119 0.36880
5 74094 23616 50478 0.68126 0.31873
6 46650 8588 38062 0.81590 0.18409

Sekil 7. 3.grup 3.denek mikroskopik incelemede baziler arter gorilmekte (H.xE 200)

Tablo 5. Grup 3 (SAK(+) 5 mg melatonin)’deki deneklerin [imen alani, duvar kalinhgi ve damar

kesit alan élglimleri
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Denekno | TA iA DA DA/TA IA/TA
1 98025 19841 78184 0.79759 0.20240
2 92688 30772 61916 0.66800 0.33199
3 105512 44975 60537 0.57374 0.42625
4 64022 16590 47432 0.74087 0.25912
5 94681 44222 50459 0.53293 0.46706
6 95860 27420 68440 0.71395 0.28604
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Sekil 8. 4.grup 5.denek mikroskobik incelemede baziler arter gériilmekte (H.Ex200)
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Tablo 6. Grup 4 (SAK(-) SF verilen)’deki deneklerin l[imen alani, duvar kalinhgi ve damar kesit

alan élgtimleri

Denekno |TA IA DA DA/TA iIA/TA

1 42747 15940 26807 0.62710 0.37289

2 30296 7580 22716 0.74980 0.25019

3 90325 21737 68588 0.75934 0.24065

4 66669 19653 47016 0.70521 0.29478

5 61256 19967 41289 0.67404 0.32595

6 75971 30330 45641 0.60076 0.39923
Tablo 7. Tim gruplarin TA, iA, DA, DA/TA, iIA/TA bulgulari élgiimleri
Gruplar TA 1A DA DA/TA IA/TA
SAK(+) 89945.84 + 32259.33 + 57686.50+ 0.65 +0.06 0.35+0.06
10mg 16631.82 9310.66 9877.41
melatonin
SAK(+) 60024.84+ 17993.50 £ 42031.33 + 0.71+£0.06 0.28 £0.06

14427.00 7871.65 7060.40

SAK(+) 5mg | 85348.29 + 27486.86+ 57861.43+ 0.70+0.10 0.30+0.10
melatonin 21490.73 13729.92 13565.26
SAK(-) 61210.67 19201.17 + 42009.50+ 0.69+0.06 0.31+£0.06
Serum 21872.04 7439.88 16422.82

fizyolojik
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Tablo 8. Tiim gruplarin TA, iA, DA, DA-TA orani ve IA-TA orani yéniinden Kruskal Wallis varyans

analizi ile degerlendirilmesi

TA 0.006 (*)
iA 0.041(*)
DA 0.016(*)
DA-TA orani 0.507
IA-TA orani 0.507

(*) p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

Tablo 9. Tiim gruplarin TAS, TOS ve OSi yéniinden Kruskal Wallis varyans analizi ile

degerlendirilmesi

TAS 0.38
LOOH 0.491
TOS 0.381
osi 0.32




Tablo 10. Mann-withney U testiile gruplar arasi TA, iA ve DA acisinda karsilastirmada elde
edilen p degerleri

Lvii

Karsilastirilan TA 1A DA

gruplar
1-2 0.010(*) 1>2 0.025(*) 1>2 0.010(*) 1>2
1-3 0.337 0.749 0.423
1-4 0.037(*) 1>4 0.037(*) 1>4 0.055
2-3 0.010(*) 2<3 0.055 0.025(*) 2<3
2-4 0.873 0.631 1.0
3-4 0.016(*) 3>4 0.109 0.037(*) 3>4

(*) p<0.05 istatistiksel olarak anlamh

Tablo 11. Mann-withney U testi ile gruplar arasi TA, IA, DA karsilastiriimasi

Karsilastirilan

Gruplar TA IA DA
1-2 1>2 1>2 1>2
1-3 - - -
14 1>4 1>4 1>4
2-3 2<3 2<3 2<3
2-4 - - -
3-4 3>4 - 3>4




Sekil 9. Tiim gruplarin DA, iA ve TA agisindan karsilastirilmasi.

Gruplar Arasi Karsilagtirma
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Grup | Grup 2 Grup 3 Grup 4
SAK+10mg Sadece SAK SAK+5mg SAK(-) + SF
MLT MLT

p<0.05

LIX
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5.TARTISMA

Serebral vazospazm, multifaktoriyel bir fenomen olarak, glinimiz noérolojik cerrahi
pratiginin ve Ozellikle de serebrovaskiiler cerrahinin temel sorunlarindan birini
olusturmaktadir. Vazospazm sonrasi ortama salinan ¢esitli vazoaktif maddeler
proinflamatuar, proapopitotik, vazokonstriktor ve daha bilinmeyen bircok etki ile hastaligin
seyrini belirlemektedir. Bu konuda yayinlanmis cok sayida deneysel ve klinik calismanin varlig,
serebral vazospazm sorununun hala aydinlanmamis pek cok yoni oldugunu anlatan en iyi
gostergedir. Tanimlandigi glinden bu giine gecen yaklasik 40 yilda gelistirilen ve yaygin olarak
kullanima giren ve hala kullanmakta oldugumuz tedavi yontemlerine ragmen serebral
vazospazm, subaraknoid kanama sonrasi hastaneye kabul edilen hastalarda norolojik sekel ve

olimiin en 6nde gelen sebebi olmaya devam etmektedir (105).

Subaraknoid kanama geciren hastalarda asil sonug intrakranial arterlerdeki kalici
vazospazm sonucu 3. ve 14. ginler arasindaki subakut donemdeki semptomatik beyin
iskemisidir. Bircok deneysel ve klinik ¢calismaya ragmen etkin bir tedavisi ve 6nleme yontemi
bulunamamistir (106). Subaraknoid kanamadan birkag gilin sonra fagosite olmus eritrositlerden
salinan oksihemoglobin, reaktif oksijen metabolitleri ve biluribin oksidasyon (Urtnlerinin
dogrudan ve dolayl olarak serebral vazospazma yol actigi artik glinimizde kabul edilmektedir
(107). Persistan vazospazm sirasinda BOS’da ET, TxA2, seratonin seviyeleri de yiksek bulunmus
olup ayrica spazm halindeki serebral arterlerde ET ve seratonin reseptorlerinin arttigi
gosterilmistir (108,109). Bunun sonucu olarak ET-1 ve seratonin vaskdiler yatakta artmis
kontraktil cevaba neden olmaktadir. Hemoglobin metabolizmasiyla da bir¢ok toksik mediatorler
salinir. Bunlardan ozellikle oksihemoglobin’in methemoglobine oto-oksidasyonu sirasinda
olusan superoksit anyon radikali (02) ve hemoglobinin yikimi sirasinda ortama yayilan
demir bilesikleri Haber-Weiss reaksiyonunu katalize ederek en reaktif radikallerden

hidroksil radikalinin (OH) ortaya ¢ikmasina neden olur. Ortaya ¢ikan bu stperoksid
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anyonlari ve hidroksil radikalleri oksidatif stres ve hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna
neden olurlar. Hidroksil radikalleri ayrica vazokonstriktor etkili olup yapilan calismalarda
subraknoid kanama sonrasi ratlarin baziller arterinde hidroksil radikallerine karsi hipersensitivite

oldugu bildirilmistir (110).

Oksidatif stres siirecleri damar endotelini etkileyerek PGH2, TxA2 ve isoprostan gibi
vazokonstriktor ajanlarin salinimini saglar (111). Stiperoksid anyonlari ise; endotelyal diiz kas ve
adventisyal hicrelerinden iNOS varliginda subakut dénem vazospazm sirasinda toksik
miktarlarda Uretilir ve nitrik oksid’e baglanarak etkileri olusturur. Bu son reaksiyonun bir Griind
olan peroksinitrit ¢ok glgclii bir oksidan madde olup subaraknoid kanama sonrasi subakut
vazospazmda rol oynadigl kanitlanmistir (112). Ayrica sitperoksid anyonlari endotel
hiicrelerinden endotelin salinmasini da uyararak vazospazmi her iki yoldan

(peroksinitrit ve endotelin) da stimile eder.

Deneysel subaraknoid kanama yapilan ratlar izerindeki bir baska calismada siiperoksid
dismitaz’in fazla salindigi gruplarda, iNOS indiksiyonu goriilmemis, endotelyal hasarin diger
gruplara gore daha zayif oldugu gortlmustir (113). Dolayisiyla iNOS varligl vazospazmda bir

kavsak rolii oynamaktadir.

Baska bir sinif giclii spazmojende oksiHb metabolizmasindan Uretilen biluribin
oksidasyon urileri (BOXes)'dir. Biluribin ve biliverdin metabolizmasi sirasinda Uretilen bu
Urlinler subaraknoid kanama sonrasi vazospazmli hastalarda BOS’ta tespit edilmis ve klinik

vazospazm bulgulariyla uygun olarak konsantrasyonlarinin arttig1 gozlenmistir (114).

SAK sonrasi vazospazm olusturan maddelerin hepsi de intraselliler Ca
konsantrasyonunu artirarak ve/veya diz kaslardaki kontraktil proteinlerin kalsiyuma

sensitizasyonunu artirarak etki géstermektedir (115,116).

Serebral vazospazm icin gliniimuzdeki tedavilerin amaci etkilenen damarlari dogrudan
veya dolayl olarak dilate ederek serebral kan akimini artirmaktir. Hipervolemik-hipertansif-
hemodilusyon tedavisi hala sorgulanmaktadir ve yeni calismalar yiksek oranda gorilen
komplikasyonlari nedeni ile artik bu tedaviyi 6nermemektedir. Ayrica yasl ve hemodinamik

olarak stabil olmayan hastalar bu Ucli tedaviyi iyi tolere edememektedirler. Sonrasinda
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kalsiyum kanal blokerleri giindeme gelmis fakat bu ilaglarin da etkilenen arterlerde
vazodilatasyona yol acmamasi ve hipotansif etkisi nedeni ile kullanimi sinirlanmistir.
Vazodilatorler subakut serebral vazospazmin tedavisinde 6nemli bir yere sahip olmakla
birlikte zararl etkileri de olabilir. Serebral arteriyollerde dilatasyona yol agip, serebral kan

akimini artirarak galma fenomenine yol agabilirler (117).

Transluminal serebral anjiyoplasti ve vazodilatorlerin intraarteriyel enjeksiyonu
rezistan vasospazm olgularinda denenmis fakat uzun dénemli izlemlerinde noérolojik

sekel Uizerine klasik ticlli tedaviden farkh etki gostermedikleri saptanmistir (118).

Gecikmis iskemik defisite ait istenmeyen sonuglarin 6nlenmesi icin son yillarda
gelistirilen ila¢ tedavileri arasinda magnezyum sulfat, statin ajanlari (simvastatin,
pravastatin), L-arginine, mexiletine, adenozin Al reseptor agonistleri, clazosentan ve
son yillarda popiler olan serbest radikal yakalayicilari (edaravone, human eritropoetin

ve melatonin) 6ne ¢ikmaktadir (119-122).

Bu calismalarin ¢ogunda anjiografik vazopazm anlamli 6lciide azalmis, ancak
hastalarin klinik sonuglarinda anlamli  bir degisiklik gorilmemistir. Bu durum
vazospazm etyopatogenezinde gdzden kacan baska faktorlerin de olabilecegini ortaya

koymustur.

Bu calismada glicli antioksidan o6zelligi ile lipid peroksidasyonunu inhibe
ederek vazospazmi azalttigi sdylenen melatoninin (123) deneysel SAK olusturulan
ratlarin baziller arterinde distk (5 mg) ve yiksek (10 mg) dozlarda yani doz bagimli
olarak damar duvari, damar limeni ve total antioksidan diizeyine etkisini biyokimyasal

ve morfometrik a¢idan arastirdik.

Turjanski tarafindan (124) 1993 vyilinda serbest hidroksil radikallerini
etkisizlestirdigi rapor edilen melatonin hakkinda daha sonraki yillarda serbest radikaller

ve lipid peroksidasyonu Uzerine etkilerini arastiran bircok calismalar yapilmistir. Bu
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¢alismalar melatoninin yapisindaki pirol halkasindan dolayi serbest radikalleri direkt
detoksifiye ettigi, lipid peroksidasyonunu sonlandirdigi ve diger antioksidan enzimlerin

gen aktivitelerini artirdigini géstermistir.

Melatonin hem lipid fazda hem de suda ¢6ziinebildiginden dolayi viicuttaki tim
bariyerleri rahatlikla gegebilir ve tiim intraselliiler komponentlere kolaylikla ulagabilir.
Bu oOzelliginden dolayr DNA'yi oksidatif hasara karsi korumasi ona Ustlnlik saglar.
Melatonin varliginda mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan H,0, ve HO gibi

radikallerin Gretimi azalir (124).

Melatoninin multifonksiyonel indolamin olup uzun siire ve yiksek ve dozda

kullanildiginda toksik etkisinin olmadigi gérilmistar.

Stperoksid dismitaz ve GSH-Px gibi intraselliiler antioksidan enzimleri aktive
ederek intraselliiler antioksidan seviyesini artirir. Bu 6zelliginden dolayr klasik

antioksidanlara gore prooksidatif etkileri yoktur (125,126).

Melatonin ayrica intraselliler olarak Ca kalmodulin kompleksine baglanarak
miyozin fosforilizasyonunu ve sonug olarak vaskiler diiz kas kontraksiyonunu 6nleyen

bir kalmodulin antagonistidir (127).

Melatoninin etkisini SSS’de daha iyi anlayabilmek icin 6ncelikle baglandig ve
afinite gosterdigi bolgeleri bilmek gerekir. Dubocovich ve arkadaslarinin yaptig
¢alismada melatonin hem beyin parankimindeki hem vaskiler yataktaki baglandigi
reseptorlerinin varhgini vurgulamislardir (128). Bu ve buna benzer calismalarda
memelilerde melatoninin tanimlanabilmis iki resept6r subtipinin oldugu belirtilmistir.
Bunlar MT1(1a) ve MT2(1b) olup ilk 6nce rodentlerin kuyruk arterlerinde tespit
edilmislerdir (129). Burada yapilan ¢alismalar da MT2 reseptorlerinin vaskiler liimende

relaksasyon MT1 reseptor subtipinin ise konstriiksiyon yaptigi tespit edilmistir (130).

Bu arada beyin parenkimi ve vaskiiler yatagi iceren bir calismada da 2- | '*°

iyodomelatonin isimli radyoligand kullanilarak tiim bu alanlarda melatoninin reseptor
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dagilimi yada melatonin baglayici bolgeler agisindan incelenmistir (130). Bu galisma
sonucunda MT1’in ozellikle SCN, PT ve paraventrikiiler talamus dokularinda
bulundugu, MT2’ninde yine SCN, hipokampus, retina gibi dokularda daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Bahsi gegcen bu reseptérler 7- transmembran —G-protein bagl
ailesinin 6zelliklerini tagimaktadir (130). Melatoninin serebral vaskiler yatak Uzerine
olan etkileri arastirildiginda bifazik yapida bir konsantrasyon-cevap egrisini gosteriyor
olmasi bu ortamda birden fazla resept6r oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla MT1 ve
MT2 reseptorleri acisindan olaya bakildiginda melatonine karsi alinan yanitin kontraktil

ve relaksasyon yapan komponentlerin bir karisimi oldugu séylenebilecektir (131).

Bu reseptorlerin etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi icin her biri icin gelistirilmis
dzglin antagonistlerin kullanilmasi cok faydali olacaktir. Ornegin Luzindole isimli bir
madde hem MT1 hem de MT2 reseptorlerine ayirt etmeden baglandigi icin o bolgedeki
toplam cevap gozlenebilmektedir. Bundan dolayi selektif olarak melatonin subtip
antagonistleri kullanilarak yapilan arastirmalar bize 6zellikle vaskiler yataktaki

reseptor subtip heterojeniteleri hakkinda bilgi verecektir (132).

Biz bu calismada melatoninin doz bagiml etkilerini de ortaya koymak amaciyla
literatirde faydali oldugu bildirilen 5 ve 10 mg/kg dozlarini tedavi gruplarinda
uyguladik. Denekler oksidatif metabolizma agisindan degerlendirildiginde istatistiki
olarak TAS, TOS yada OSi degerlerinde anlamli degisiklik saptanamamistir. (p>0.05).
TAS ve TOS degerleri olglliirken Erel ve arkadaslarinin (133,134) kullandigi ve kabul
goéren niceliksel dlgciim yéntemi kullaniimistir. Olciimlerin daha saglikli olmasi icin ¢ift
kor (deney yapan ve olgcen) teknik ve deneklerin randomizasyonu ydntemi
kullanilmistir. Calismamizda beyin dokusunun tamami (serebellum ve beyin sapi haric)
homojenize edilerek bu homojenatlardan TAS ve TOS seviyeleri 6lglildi. Bu seviyelerin
anlamli olarak ¢ikmamis olmasi reseptor yogunlugunun beyin parankimindeki PT ve
SCN gibi ¢ok kiglk alan yada voliim iceren bolgelerde lokalize olmasi ve bu alanlarin

tim beyin homojenati icinde kiiglk bir volimde olmasiyla aciklanabilecektir.

Dolayisiyla sadece bu kiiclik alanlardaki reseptoérlerin aktivasyonu oksidatif

stresin siddetini azaltamamis olabilir. Bunun Ustesinden gelebilmek icin melatonin 200
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mg/kg’a gibi ylksek dozlara gikilarak terapotik doz araliginin zorlanmasi melatoninin

etkilerinin gézlenmesi agisindan faydal olabilecektir.

Bu ¢alismaya vaskiler limenin morfometrisi agisindan bakildiginda ise 5 ve 10
mg/kg melatonin verilen SAK gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla anlamli olarak
damar alanlarinda artis (yani vazodilatasyon) (p<0.05) gozlenmistir. Ayrica kontrol
gruplarinin (yalniz SAK yapilan tedavisiz grup ile hem SAK yapilmayip hemde tedavi
verilmeyen gruplar) arasindaki kiyaslarda da morfometrik olgclimler agisindan istatistiki
fark bulunamamistir (p>0.05). Buna ragmen SAK yapilan grupta SAK olusturulmayan
kontrol grubuna gére damar toplam alani ve i¢c limen alaninda istatistiki anlam
tasimasa da daralma gozlenmistir. Dolayisiyla melatonin tedavisi verilen SAK
gruplarinda melatonin etki gostererek vazodilatasyon yaptigi gorilmistir (p<0.05).
Bununla ilgili literatir calismalarinda melatoninin olumlu etkisini ifade eden yayinlarin
(135) yani sira melatoninin vaskiler spazm Uzerine hicbir olumlu etkisinin olmadigini
savunan vyayinlar da vardir (136). Her ne kadar literatirde Willis poligonunda
melatonin reseptorlerinin tespit edildigi soylense de MCA, ACA ve PCA damarlari

disindaki bir damar icin afinite calismasi yapilmamistir (137).

Bizim ¢alismamizda morfometrik sonuglar baziler arterde de bu reseptorlerin
olabilecegini gostermistir. Bundan sonraki ¢alismalarda baziler arterde izole | 123 bagl

iyodomelatonin uygulamalari ile bu hipotez dogrulanabilecektir.

Sonug olarak; melatonin iyi bilinen antioksidan etkileri nedeniyle literatiirde sik
vurgulanan bir molekildir. Fakat bizim ¢alismamiz mevcut literatlri batin yonleriyle
desteklememektedir. Bu paradoksu ¢ozebilmek igin oncelikle melatoninin serebral
vaskller yatak ve serebral parenkimdeki dagilim ve konsantrasyonuna yoénelik

calismalar yapmanin gerekliligine inanmaktayiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bolgesel olarak melatoninin SSS’e olan afinitesi bilinmekle beraber global
etkileri sorgulanmalidir.

Melatoninin hentiz SSS ve vaskiler yataktaki reseptor dagilimina iliskin yeterli
sayida calisma yoktur.

Vazospazmdaki etkileri literatirdeki c¢eliskiler nedeniyle sorgulanabilir
diizeydedir.

Melatonin ile ilgili doz bagimli galismalarin ikiden fazla ve genis doz araliklarinda
yapilmasi terapotik doz araliginin saptanmasi acisindan yararli olacaktir.

Mevcut SAK ve buna bagh vazospazm modellerinin gercek hayattakine en yakin
olan sekillerine gore revize edilmelidir.

TAS diizeyi oksidatif dengenin genel bir gostergesidir. Dolayisiyla yerel

degisikliklerin gozden kacabilmesi ihtimal dahilindedir.
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