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I.GIRIS-AMAC

Koroner ve periferik arter hastaliklari, giiniimiizde yagam kalitesi ve ortalama
yasam siiresini belirleyen en onemli kronik hastaliklardandir ve bu hastaliklarin
tedavisinde vaskiiler cerrahi girisimler oldukca sik kullanilan girisimlerden biridir.
Vaskiiler girisimler sonrasi gelisebilen restenoz iizerinde, intimal hiperplazi ve diiz
kas hiicre proliferasyonunun biiyiik etkisi vardir. Neointimal hiperplazi nedeniyle
gelisen restenoz, giiniimiizde bu tarz islemlerin uzun donem basarisini olumsuz
etkilemektedir (1).

Vaskiiler rekonstriiktif girisimlerden sonra akut trombiis olusumunun 6nemli
bir rol oynadigi ani tikanmadan farkli sekilde, ge¢ donemdeki daralma veya
restenozda diiz kas hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve ekstraselliiler matriks
birikimi sonucu olusan neointimal hiperplazi énemli rol oynamaktadir. Hayvan ve
insanlarda yapilan arteriyel hasar modellerinde liimen daralmasinin temel nedeni
intimadaki diiz kas hiicre proliferasyonu ve konnektif doku birikiminin oldugu
gosterilmistir (2). Hiperplazik intimal kalinlagma, arterlerin hemodinamik strese
kars1 normal adaptif bir 6zelligi oldugu kadar, arteriyel hasarlanmanin iyilesmesinin
de karakteristik bir 6zelligidir (3).

Arteriyel hasar olustuktan sonra, bu bolge trombositlerle kaplanir. Adhezyon
sonrast trombositler graniillerindeki vazoaktif ve trombotik faktorleri (Serotonin,
adenozin difosfat, fibrinojen, von Willebrand Faktor) ve ayrica biiyiime faktorlerini
(trombosit kaynakli biiyiime faktorii, doniistiiriicii biliylime faktorii, epidermal
biiyiime faktor) salgilar (4). Mitojenik 6zellikteki bu biiytime faktorleri diiz kas hiicre
proliferasyonunu baslatir. Hasara cevap olarak media tabakasinda cogalmaya
baslayan diiz kas hiicreleri, intimaya go¢ ederek intimal hiperplaziye neden olurlar.
“Russel Ross” tarafindan one siiriilen ve halen yaygin kabul gdoren “yaralanmaya
cevap” (response-to-injury) hipotezine gore de intimal kalinlasmayi1 baslatan
mekanizma; hasar géren damar duvarina yapisan aktive trombositlerden ve endotel
hiicrelerinden salinan, diiz kas hiicreleri proliferasyonunu uyaran biiyiime
faktorleridir (4). Bypass greftlerinde ve balon anjiyoplasti uygulamalarinda
hiperplastik yanitin engellenmesi damarin agik kalma siiresinin belirgin olarak
azatilmasimmi ve organ kayiplarinin azaltilmasini saglayabilir, yasam siiresinin

arttirilmasinda dogrudan etkili olabilir (5, 6).



Kalp damar cerrahisi uzmanligi son 50 yil i¢inde hizli bir sekilde gelisim
gostermistir (7). Artan operasyon sayilar1 ve kompleks cerrahi girisimler sebebiyle,
hemostaz saglayarak kanamanin etkili tedavisi; cerrahi alanin daha iyi goriilmesini,
daha kisa ameliyat siirelerini, transfiizyon gereksiniminin azalmasini, yara iyilesme
sliresinin ve hastane yatis siiresinin kisalmasini saglayarak cerrahi operasyonlar
sonras1 olumlu sonuglar alabilmek i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu sebeple operasyon
siras1 ve sonrasindaki yetersiz hemostaz; mortalite ve morbiditenin 6nemli bir
nedenidir. Son 15 yilda cerrahi operasyonlarda hemostaz saglamak igin ¢ok ¢esitli
ajanlar gelistirilmistir (8, 9). Bu ajanlar; etki mekanizmalari, bilesimleri, uygulama
kolayliklari, 1slak veya kuru dokuya yapismalari, immiinojenik 06zellikleri ve
maliyetleri bakimindan biiyiik 6lciide degisiklik gosterir. Ideal bir hemostatik ajan;
minimal yan etkiyle hizli bir sekilde etki ederek kanama kontroliinii saglamali ve
biyog¢oziinebilir olmalidir (10). Hemostatik ajanlar arasindaki; polimerizasyon ve etki
stireleri, sitouyumluluk, biyog¢dziinebilirlik, patlama basinci dayanimi, elastikiyet,
¢oziilme stireleri, 1slak veya kuru dokuya yapigmalar1 gibi farklar kalp ve damar
cerrahisinde kullanilan hemostatik ajanlar1 sinirlamaktadir.

Sigir serum albiimin-glutaraldehit (Bioglue®) etken maddesi %45 sigir
alblimini ve %10 glutaraldehit karisimindan olusan seffaf sivi1 bir ¢ozeltidir. Dokuyla
temasindan sonra, 20-30 saniye i¢inde polimerizasyon baslar ve 2 dakika i¢inde
tamamlanir. Standart yontemlere ek olarak doku yapistirici, hemostatik ajan olarak
kullanilmaktadir (11).

Polietilen glikol polimer (Co-seal®) ise; 2 polietilen glikol polimer, bir
seyreltik hidrojen kloriir ¢6zeltisi ve bir seyreltik sodyum fosfat/sodyum karbonat
cozeltisinden olugur. Uygulama sirasinda bu bilesenler dokuya veya sentetik greftlere
kovalent olarak baglanan bir hidrojel olusturur. Vaskiiler rekonstriiksiyon sonrasi
mekanik olarak ek hemostaz saglamak i¢in kullanilmaktadir (12).

Giliniimiizde vaskiiler rekonstriiksiyon sonrast hemostatik ajan olarak sikca
kullanilan polietilen glikol polimer (PEGP) ve sigir serum albiimin-glutaraldehit
(SSA-glutaraldehit)’in neointimal hiperplazi ve endotelyal proliferasyon iizerine
etkisi hakkinda yeterli veri yoktur. Bu iki ajanin vaskiiler rekonstriiksiyonda giivenli

kullaniminin degerlendirilmesi ve diger hemostatik ajanlarin da kullanilmadan 6nce



neointimal hiperplazi ve endotelyal proliferasyona etkilerinin incelenmesi gerektigi
kanaatindeyiz.

Bu amagla kii¢iik bir hayvan deneyi modeli olusturmak istedik. Bu deneysel
calismamizda deney hayvani olarak tavsani segmemizin nedenleri arasinda; tavsan
karotid arterinin vaskiiler rekonstriiksiyona iyi belgelendirilmis yaniti, ateroskleroz
ve neointimal hiperplazi gelistirme egilimi, tavsan karotid arterinin insan koroner
arterine kiyasla karsilastirilabilir biiylikligli, kafes muhafazasina uygunlugu
sebebiyle calismalar i¢in yeterli sayidaki tavsanin kisa ve uzun siireli deneylerde
kullanilabilmesi sayilabilir.

Bu yiizden biz de, tavsan karotid arter anastomozunda Polietilen glikol
polimer ve Sigir serum alblimin-glutaraldehit’in neointimal hiperplazi ve endotelyal

proliferasyon tizerine etkisini arastirmay1 hedefledik.



II. GENEL BILGILER

Sistemik damar ag1; fonksiyonel olarak arterler, arteriyoller, kapillerler ve
venler olarak ayrilabilir. Arterler, ¢esitli organlarin kanlanmasini1 saglayan yiiksek
basingli damarlardir. Arteriyoller; kapiller yatagi dogrudan besleyen ve kan akimim
kontrol eden kiigiik damarlardir. Kapillerler, ince duvarli damarlar olup kan ve

dokular arasinda besin maddelerinin degisimine izin verirler (13).

2.1. ARTER TIiPLERI VE HiSTOLOJISi

2.1.1 Elastik Tip Arterler (Biiyiik Boy Arterler)

En biiyilk capli bu arterlerde elastik doku cogunlukta olup; aorta,
a.pulmonalis ve a.carotis communis gibi liimen ¢ap1 7 mm’nin lizerinde olan arterleri
kapsar. Elastinden dolay1 taze yapilarda sari renkte izlenirler. Damarlarin genel
histolojik yapisina uygun olarak, duvarlar1 3 tabakadan olusmustur. icten disa dogru
bu tabakalar; tunika interna (tunika intima), tunika media, tunika eksterna (tunika
adventisya) seklinde siralanir. Arterlerde en gelismis tabaka tunika mediadir. Kanin
uzaklastirilmasini ve kalp atimi sonucu basing dalgalanmalarini yumusatir. Sistolde
elastik lamina gerilir ve basing degisimini azaltir. Diyastolde ise elastik sikisma
arteriyel basinci diizenler. Kalpten uzaklastikca arter basinci, akim hizi, basing

degiskenlikleri azalir.

(Ug ana tabakadan olusan elastik arter yapisi)



Tunika Interna

Tek katli yassi hiicrelerden olusan endotel ile bunun altinda agik renkli ince
bir subendotel tabakadan olusmustur. S6z konusu tabaka, longitudinal yonde ince
elastik aglardan zengindir. Bunlarin arasinda az miktarda kollajen lifler, fibrositler ve
diiz kas hiicreleri yer alirlar. Cap1 ¢ok genis olmayan elastik tip arterlerde
subendotelyal tabakanin elastik lifleri, tunika media sinirinda yogunlasarak ince
pencereli elastik bir membran olustururlar. Bu yapiya membrana elastica interna-
fenestrata ad1 verilir. Aorta ve a.pulmonalis’te bu membran her zaman net bir sekilde

ayirt edilemez (13, 14).

(Tunika interna)

Tunika Media

En genis tabakayi olusturur. Esas yapi, sayilar1 50-60 arasinda degisen
konsantrik elastik lamellerden olugsmustur. Bu nedenle bu tip arterlere elastik tip arter
ad1 verilir. Bag dokusunun elastik liflerini gosterebilmek icin elastik lif boyasi ile
boyanmis preparatlardan faydalanilir. Bu tip 6zel boya ile boyanmis preparatlarda
elastik lifler gerginliklerini kaybettiklerinden ondiile tarzinda bir goriiniis verirler. Bu
elastik liflerin sayilar1 kalbe yaklastikca artar. Tunika media’nin dis sinirinda
membrana elastica eksterna goriilmez. Elastik liflerin aralarin1 kollajen lifler, bag
dokusu elemanlar1 doldurur. Az sayida diiz kas hiicrelerine de rastlanir. Elastik tip

6zel boyamada elastik lifler ve bag dokusu hiicrelerinin ¢ekirdekleri agik veya koyu



siyah renkte boyanirlar. Az sayidaki kollajen lifler ise pembe-kirmiz1 renkte, diger

doku elemanlari sar1 renkte bir gériintim verirler (15).

(Tunika media)

Tunika Eksterna
Olduk¢a ince olup gevsek bag dokusundan yapilmistir. Kesin bir siur

yapmaksizin ¢evre bag dokusu ile karisir. Kollajen lifler arasinda az miktarda elastik

lifler, diiz kas hiicreleri bulunur. Ayrica vasa vasorum ve vaso motor sinirlere de

rastlanir (20).
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(Tunika adventisya-eksterna)

2.1.2. Muskiiler Tip Arterler (Orta Boy Arterler)
Caplar1 2,5-7mm arasindaki arterlerdir. Bir arter yapisinda oldugu gibi tunika

intima; endotel ve subendotelyal tabakalardan olusmustur. Muskiiler tip arterlerde

tunika media ile tunika interna arasinda, bir ayirici tani ozelligi olarak, H&E ile



boyanmis preparatlarda onduleli parlak pembe renkli belirgin membrana elastika
interna secilir. Yer yer oval acikliklar igeren s6z konusu tabaka membrana fenestra
olarak da adlandirilir. Tunika media, muskiiler arterlerin en kalin tabakasi olup
sirkiiler seyreden bir¢ok diiz kas hiicre tabakalarindan olusmustur. Tunika mediadaki
diiz kas hiicreleri arasinda kollajen ve ince elastik lifler bulunur. Tunika eksterna,
gevsek bag dokusu icerir ve olduk¢a kalindir. Bu yapi i¢inde vasa vasorum ile vaso
motor sinirlere rastlanir. Tunika eksternanin belirli bir sinir1 olmayip komsu yapilarin
bag dokusu ile karigirlar. Tunika media ile tunika eksterna arasinda, bazi

preparatlarda ¢ok giizel se¢ilebilen membrana elastika eksterna bulunur (15).

2.1.3. Kiiciik Caph Arterler ve Arteriyoller

Caplar1 100 mikrometreden az olan bu arterlerin tunika intimasi, endotel ve
membrana elastika internadan olusur. Bu membran endotel altinda ince parlak bir
cizgi olarak gozlenir. Tunika media kiiclik capli arterlerde en ¢ok sekiz sirali,
arteriyollerde ise bir-iki sirali diiz kas tabakasidir. Membrana elastika interna
goriilmeyebilir. Tunika adventisya, longitudinal seyirli kollojen ve elastik lifler
iceren gevsek bir bag dokusu tabakasidir. Membrana elastika eksterna bulunmaz.
Cap1 genellikle 0,5mm’den dar olan arteriyoller, kapiller agdaki kan akimini kontrol
eden Onemli damarlardir. Arteriyolden kapillerin ayrildigi yerde, arteriyol
duvarindaki diiz kaslarda hafif bir kalinlasma prekapiller sfinkteri olusturur. Bu

sfinkterin kasilmasi kapillere kan gecisini engeller (15, 16).



(Arteriyol yapisi)

2.2. VASKULER ENDOTEL

Normal endotel biitlin damar diiz kaslarinda bulunan, damar duvarini
kaplayan ince bir skuamoz epitel tabakasidir. Kan ve interstisyel dokular arasindaki
stratejik yerlesiminden dolay1 vaskiiler endotelin, intravaskiiler ve ekstravaskiiler
olaylar diizenleyici bir rolii vardir. Vaskiiler endotel hiicre zar1 gegirgenligini, lipid
transportunu, vazomotor tonusu, koagiilasyonu, fibrinolizi ve inflamasyonu
etkileyerek normal kardiyovaskiiler hemostazin korunmasinda aktif olarak rol alir.
Normal endotel kan akimina kars1 hem tromborezistans bir yiizey gorevi goriirken,
hem de kan ve damar duvari arasinda makromolekiiler bir bariyer vazifesi yapar (17).
Endotel hiicreleri morfolojik yapilar1 ve stratejik anatomik pozisyonlar1 dolayist ile
vaskiiler diiz kas hiicreleri ile kan dolagiminin komponentleri arasinda (trombosit,
monosit, enzimler, hormonlar v.d) selektif “gecirgen” bir bariyer olusturur. Bunun
icin endotel hiicreleri luminal ylizeyde dolasim i¢in nonadheziv bir yapida
bulunmalidir. Bu goérevi yaninda endotel hiicrelerinin damar tonusunun diizenlemesi,
koagiilasyon, hiicre biiyiimesi ve Olimii, 10kosit migrasyonu gibi ¢esitli olaylarda
rolii vardir (17).

Vaskiiler endotelin, antikoagiilan yiizey olusturmasinda bir¢ok mekanizma

etkilidir:



1.Prostaglandin E2 (PGE2) ve adenozin gibi vazoaktif maddeler vaskiiler
endotelden salgilanarak ve trombosit agregasyonu engellenir.

2.Endotel yiizeyinin heparin gibi maddelerle etkilesmesi sonucu antitrombin
Il (ATIII) in aktive edilmesi ile fibrin olusumu engellenir.

3.Vaskiiler endotel kaynakli doku plazminojen aktivatorii (t-PA)fibrinolizis
de rol alir.

4. Trombomodulin salgilayarak protein C’yi baglar. Faktér V ve VIII inhibe
edilmis olur (17).

Vaskiiler endotel, kan basincinin ve akiminin kontroliinde 6nemli rol oynayan
maddelerin salinmasinda veya modifiye edilmesinde metabolik olarak aktif bir rol
oynar. Bu tip maddeler arasinda; nitrik oksit (NO), prostasiklin (PGI2),
vazokonstriktorler, antikoagiilanlar (trombomodulin, protein-C), fibrinolitikler (t-PA)
ve trombosit agregasyonunu inhibe eden faktorler (NO ve PGI2) yer alir. Nitrik
oksit, nitrik oksit sentetaz ile argininden sentez edilir. Bu maddenin pek ¢ok
fonksiyonu bulunmaktadir. Dolasimda patent bir vazodilator olan guanilat siklazi
baglar, cGMP diizeyini arttirarak vazodilatasyona neden olur. Endotel kaynakli

vazokonstriktorler ve endotelin de trombin ve epinefrine cevaben salgilanirlar (17,

18).

2.2.1. Endotel Hiicresinin Fonksiyonlar:

Endotel hiicresinin baglica fonksiyonlari su sekilde 6zetlenebilir:

1. Dolasim ve damar duvari arasinda selektif gegirgen bir bariyer olustururlar.
2. Dolasimda trombojenik olmayan bir yiizey vazifesi goriirler.

3. Cesitli vazoaktif maddeler yaparlar.

4. Damar diiz kas hiicresi proliferasyon ve migrasyonunu diizenlerler.

5. Koagiilasyon ve fibrinolitik olaylarda modiilator rol oynar.

6. Inflamatuar ve immiinolojik olaylarda rol oynar.

7. Metabolik aktivitesi vardir (lipid oksidasyonundaki rolii) (18, 19).



2.2.2. Endotel Hiicre Hasarina Damarin Yaniti

Arter duvarinda iki tip hasar meydana gelir. Birincisi mekanik hasardir;
arterin diseksiyonu, siituru, endarterektomisi, trombektomisi ve luminal anjioplastisi
sonrast meydana gelir. Ikicisi ise; arteriyel olmayan yapilarin (sentetik greftler,
stentler, otolog ven greftleri) implantasyonu sonrasi goriiliir (20). Damar endotel
hasarindan sonra hasar bdlgesinde trombosit adezyonu ve agregasyonu meydana
gelir. Trombosit, makrofaj ve aktive endotel hiicreleri tarafindan salinan biiylime
faktorleri ve sitokinlerin etkisi ile medial diiz kas hiicreleri prolifere olurlar. Prolifere
olan diiz kas hiicreleri intimaya goc¢ ederler. Intimal bélgede diiz kas hiicre
proliferasyonu, ekstraselliiler matriks sentezi ve depolanmasi sonucunda intimal
hiperplazi meydana gelir. Kisacasi intimal hiperplazinin birinci basamag: diiz kas
hiicre proliferasyonu, ikinci basamagi ise prolifere olan diiz kas hiicrelerinin intimaya
gociidiir (21-23).

Media tabakasinda diiz kas hiicre proliferasyonu ve intimaya migrasyonunun
iki farkli biliylime faktorii tarafindan tetiklendigi gosterilmistir. Bunlar fibroblast
bliylime faktorii (bFGF) ve trombosit tlirevi biliylime faktorii (PDGF)’diir. bFGF
hasarlanmis diiz kas hiicrelerinden ve endotel hiicrelerinden salgilanir, diiz kas hiicre
proliferasyonunu regiile eder. PDGF ise trombosit ve vaskiiler hiicrelerden salgilanir,
diiz kas hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu saglar (16).

Intimaya ulasabilen hiicrelerin sayis1 hasar sonrasi mediada sag kalabilen
hiicre sayist ile iligkilidir. Normalde hiicreler, arteriyel ekstraseliiler matriks ile siki
iligki halindedirler. Bu iliski integrinler gibi selliler membran reseptorleri ile
saglanir. Bu kontakt hiicre reseptorlerinden hiicre ¢ekirdegine sinyali iletilir ve hiicre
sag kalimini saglanir. Kontakt durunca sinyal durur ve hiicre 6limi olur. Bu olay
sonunda biiylime faktorleri intimal kalinlagsmayi uyarir. Endotelde olusan hasar
bolgesi 3 cm’den biiylik ise kenarlardan baglayan endotel repopulasyonu higbir
zaman hasarli arteriyel segmentin orta bolgesine ulagamamaktadir. Bu alanda diiz kas
hiicre proliferasyonu devam etmektedir. Bu sonuglar; endotelin tekrar saglanmasi ve
korunmasinin intimal hiperplazi kontroliinde énemli oldugunu gostermektedir (19,
23).

Diiz kas hiicresinin biiyiimesini, damar duvarinda ya da dolagimda bulunan

bir grup otokrin-parakrin faktorler ve basing gibi fiziksel kuvvetler uyarir. Normal
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damarda NO, adenozin, prostasiklinler gibi biiylime inhibitorleri ile PDGF, bFGF,
epidermal biiyiime faktorii (EGF), insiilin benzeri biiytime faktorii, dontstiiriicii
biiytime faktorii (TGF-beta), anjiotensin 2 ve endotelin gibi biiylime faktorleri bir
denge halindedir. Bu dengenin bozulmasi diiz kas hiicre proliferasyonuna neden olur.
Diiz kas hiicrelerinin anormal biiyiimesinin, biiyiime faktorleri tiretiminde artma veya
inhibitorlerin azalmasi sonucunda meydana geldigi diistiniilmektedir (24).

Buraya kadar anlagildigi iizere diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu,
migrasyonu ve ekstraselliiler matriksin artmasi intimal hiperplazi olusumunda 6nemli
rol alir. Intimal hiperplazinin patofizyolojisini anlamak igin daha c¢ok intima ve
media tlizerinde durulmustur. Fakat damarin adventisyasinin olaya katkisinin ne
oldugu iizerine ¢ok fazla ¢alisma yapilmamistir (25). Ancak smirli sayidaki hayvan
deneyi c¢aligmalar1; fibroblast tiirevli vaskiiler endotelyal biiyiime faktori
(VEGF)’niin, makrofaj go¢li ve neointima olusumunda rol oynayan adventisyal vasa

vasorum sayisindaki artista nemli bir rol oynadigin1 géstermektedir (26).

2.2.3. Balon Hasarimna Arteriyel Yamt

Balon uygulamasi sirasinda aterom plag: yirtilarak ayrilir ve siklikla tunika
media hasarina bagli olarak diseksiyon goriliir. Hasardan hemen sonra damar
duvarina trombositler yapisir ve degraniilasyon olur. Hasardan 24 saat sonra diiz kas
hiicreleri media tabakasinda prolifere olmaya baglar. Dort giin sonra diiz kas
hiicreleri intimaya go¢ eder ve prolifere olmaya devam eder. Daha sonra intimal
hiicreler etrafinda ekstraselliiler matriksin birikmesi ile intimal kalinlasma artar.
Uciincii ay sonunda sabit bir durum elde edilir. Bu durumda intimanmn %20’si

hiicreler, %80’1 ekstraselliiler matriksten olusur (27, 28).

2.2.4. Arteriyel Akima Ven Duvar1 Adaptasyonu

Arteriyel akima implante edilen damarlar yeni hemodinamik duruma adapte
olmak i¢in yapisal degisiklik gosterirler. Venodz sisteme implante edilen vende ise;
degisiklik gozlenmemektedir. Arterdeki hemodinamik duruma bagli olarak ven
duvarinda kalinhik artmakta, intimal hiperplazi olusmakta, diiz kas hiicre
proliferasyonu ve ekstraselliiler matriks depolanmasi sonucunda medial hipertrofi

goriilmektedir (29). Arteriyel sisteme implante edilen tiim venler implantasyon
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sonras1 dort—alti hafta i¢inde intimal kalinlasma gostererek liimeni yaklasik %25
daraltirlar. Bu nadiren belirgin stenoza neden olur. Fakat intimal hiperplazi ileride
greftte aterom olusmasina neden olur (27).

Ven greftlerinde intimal diiz kas hiicre proliferasyonu, greftteki duvar
kalmlig1 ve yarigap orani arterlerdeki orana ulasti§1 zaman durmaktadir. lging olarak
ven greftlerde endotel saglam olmasina ragmen hiperplazi, diiz kas hiicre
proliferasyonu ve migrasyonu gozlenmektedir. Arteriyelize olmus bir ven, tekrar
vendz sisteme implante edilirse duvar1 biizligmekte ve tekrar bir ven goriiniimii
almaktadir. Bu yeniden diizenlenme sirasinda TGF-alfa salinimi artmaktadir.
Arastirmalarda, tavsanlarda ven duvar kalinhiginin temel olarak transvers olarak
uygulanan tanjansiyal duvar stresi (damar tensile stres) tarafindan regiile edildigi
gosterilmistir (20).

Venoz sisteme implante edilen vende greftleme sonrasinda, gegici iskemi
meydana gelir. Bu iskemi-reperfiizyon siklusu hem prostosiklin, NO ve adenozin
gibi antiproliferatif mediatorlerin salinimini azaltir hem de diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu dogrudan tetikleyen siiperoksit radikallerini arttirir. Vazo

vasorumdan beslenmenin kaybi, iskemi ve fibroziste rol alir (29).

2.2.5. Damar Duvarinin Yapisi ve Anastomoz Hattimin Iyilesmesi

Endotel biitiinliigiiniin  bozulmasiyla kan akimindaki trombositler, derin
tabakalardaki kollajen ile temas ederek agregasyona ugrarlar (30). Uygun bir
anastomoz neticesinde bazal membran ve internal elastik laminanin devamliliginin
saglanmasi ile endotel biitlinliigli korunarak trombositlerin subendotelyal alanla
temas:t azaltilir. Bu sekilde trombositler anastomoz hatt1 {izerinde sadece ince bir
tabaka seklinde dizilirler. Bu ince tabaka eger belirgin bir staz yoksa ve endotel
biitlinliigii korunmussa ¢ok az miktarda fibrin ve eritrosit igerir. Internal elastik
tabaka venlerde belirgin olmadigi icin olusan Ortii arterlere oranla daha kalindir ve
liimenin tikanma egilimi daha fazladir. Trombosit adhezyonu ve agregasyonu ilk 4-6
saat boyunca devam eder ve daha sonra trombosit sayisi azalmaya baslar. 3-7.
giinlerde trombositler belirgin olarak azalir ve duvar yapisinda goriilemezler. Yine bu
donemde fibrinoliz belirgin olarak gozlenir. Notrofiller onarimi takip eden saatlerde

anastomoz bolgesinde ¢ogalmaya baglarlar ve 3. giinden sonra yerlerini makrofajlara
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birakirlar. Makrofajlar 3.-7.giinler arasinda belirgin olarak gozlenirler ve daha sonra
giderek sayica azalirlar. 5. giinde anastomoz hatti trombosit, fibrin ve 16kositlerden
olusan psddointima ile kaplidir. 3 gilinden sonra endotelizasyon belirgin hale gelir.
Endotelizasyon psddointima tabakasinin altinda ilerler ve 14 giinde tamamlanir. Bu
donemde fibrin ve trombiis artiklarinin tamamina yakimi uzaklastirilmistir.
Baslangicta endotel tabakasi diizensiz yapida olup 8 haftada remodelasyonunu
tamamlayarak diiz hale gelir. Bu silire¢ sebebiyle iyi yapilmis mikrocerrahi
anastomozda trombiis gelismesi olasiligi ¢ok azdir (31). Endotel iyilesmesi
tamamlana kadar kullanilan antikoagiilan ve antiagregan ilaclar sayesinde trombiis

olusumu baskilanabilmektedir.

2.3. HEMOSTAZ

Kanamay1 durdurma olarak tanimlanan hemostaz terimi, koken olarak
Yunanca’dir ve “haeme” kan anlamina “stasis” ise durma anlamma gelir (32).
Hemostaz kavrami; Davie, Ratnoff ve Macfarlane'nin 1960’larda tanimladigi,
prokoagulan maddeler ve zimojenlerin aktivasyonuna yol acan proenzimlerin kaskad
prensibini ana hatlariyla agiklayan “selale” ve “kaskad” teorilerine dayanmaktadir
(33). Bu teoriye gore pihtilagma mekanizmasi, piht1 olusumunu sinirlayan ve bdylece
trombiis yayilmasini dnleyen ¢esitli inhibitorlerin inhibe edici kontrolii altindadir. Bu
trombohemorajik denge, viicutta pihtilasma ve fibrinolitik sistem, trombositler ve
damar duvar arasindaki karmasik etkilesimlerle korunur.

Damar hasarindan hemen sonra hemostaz siireci baslar. Normal hemostaz;
vaskiiler endotel yaniti, trombosit tikacinin olugsmasi ve koagiilasyon olmak {izere 3
asamada geligir. Hemostazin normal olarak siirdiiriilebilmesi i¢in bu asamalar uygun
bicimde c¢alismalidir. Vaskiiler yanit ve trombosit tikacinin olusmasi primer
hemostaz, koagiilasyon sistemi ise sekonder hemostaz olarak tanimlanir. Ciinkii
vaskiiler yanit ve trombosit tikacin olusum mekanizmalar1 giinliik yasamda basit
endotel hasarmin onarimi i¢in yeterli olurken; daha genis hasarlarda kan kaybini

engellemede koagiilasyon siirecine gereksinim vardir (34, 35).

Baslangic hasarindan sonra c¢ogunlukla refleks norolojik mekanizma ve

endotelin (gliglii bir endotel kaynakli vazokonstriiktor) gibi faktorlerin lokal
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sekresyonu ile kisa bir arteriyolar vazokonstriiksiyon periyodu olusur ve bu etki
gecicidir. Vazospazm, hasarlanan bolgedeki kan akimini ve dolayisiyla kanamay1
azaltarak koagiilasyon icin gerekli hiicreler ve kimyasal maddelerin birikimini tegvik
eder. Dokudaki hasar ayni anda kandaki Hageman faktorii (faktor XII)’nii aktive
ederek de pihtilasma sistemini uyarir (33, 35). Ancak trombosit ve koagiilasyon
sistemleri aktive edilmeden de bu etkiyle kanama durdurulabilir (34, 36).

Endotel hiicreleri, subendotelyal alanda hemostazda rol oynayan fakat
normalde endotel yiizeyinde bulunmayan kolajen, fibronektin, vitronektin, trombosit
aktive edici faktor (PAF), von Willebrand faktor ve fibrinojen gibi pek ¢ok adheziv
glikoprotein bulundurur. Endotel biitlinliiglinii bozan herhangi bir olayda agiga ¢ikan
bu maddeler; kan ile trombosit, koagiilasyon faktorleri ve lokositler arasinda baglanti
saglarlar (34, 35).

Pihtinin olusumunda ii¢ temel asama s6z konusudur: Trombosit adhezyonu,
sekresyonu ve agregasyonu. Endotel hasari ile agiga ¢ikan kollajenden zengin
subendotelyal ekstraselliiler matriks, trombositlerin yapisacagi bir zemin olusturur.
Endotelden serbestlesen VWF de trombositlerin hasarli bdlgeye yapismasini
(adhezyon) kolaylastirir ve saglamlastirir. Subendotelyal dokuya yapisarak aktive
olan trombositlerdeki o ve & graniiller ortama salinir (sekresyon) ve normalde
trombosit membran i¢ yiizeyinde bulunan fosfolipidlerle, agregasyon icin gerekli
olan glikopeptit (Gp) IIb/Illa reseptorleri agiga ¢ikar. Graniillerden salgilanan
tromboksan A2 (TXAZ2), endotelin ile baslayan vazokonstriiksiyonun devam etmesini
saglar. Adenozin difosfat (ADP) trombosit agregasyonunu uyarir, kalsiyum ise faktor
XII ile baglayan koagiilasyon sistemini aktiflestirir. Trombosit graniillerinin
salinmasi1 daha fazla trombositin ortama gelmesini uyararak aktive olmasini saglar.
Fibrinojen, aktive olan trombosit yilizeyindeki Gp IIb/Illa reseptorlerine baglanarak
trombositlerin arasmna kOprii kurar. Trombositler birbirine yapisarak birikir
(agregasyon) ve endotel hasari lizerinde tikag olusturur ve bu durum primer hemostaz

olarak adlandirir (34, 37).

Koagiilasyon faktorlerinin aktivasyonu ise; inaktif proenzimlerin aktive
enzimlere doniistiigli bir siirectir. Her reaksiyon basamagi bir enzim, substrat ve

kofaktorden olusur. Bu komponentler fosfolipid kompleksinde toplanir ve kalsiyum
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iyonuna gereksinim duyar bu nedenle tiim reaksiyonlar yalnizca etkilenen bolgede
lokalize kalir (34, 38). Koagiilasyon faktorlerinin faktor IV (Ca+2) disinda hepsi
proteindir ve ¢ogu inaktif proenzim (zimojen) olarak kanda bulunur. Faktér V ve
VIII ise enzim yapisinda degildir, kemik iliginde megakaryositler tarafindan
olusturulur. Trombositlerde graniiller icinde depolanarak trombosit aktivasyonu ile
salinir. Faktor V ve VIII trombinin yapisimi giiglendirir (39). Faktor II, VII, IX, X,
protein C ve S sentez ve fonksiyonlari i¢in K vitamini gerekmektedir (40).
Dolasimda olmayan tek koagiilasyon faktorii subendotelyal alanda bulunan doku
faktoridir (TF-Faktor III).

Koagiilasyon sistemi, pihtilasma faktorlerinin birbirini aktive ettigi ardisik
reaksiyonlar zinciridir. Koagiilasyon sisteminin klasik olarak ekstrinsik ve intrinsik
olmak iizere 2 yoldan basladig1 bilinmektedir. Intrensik yol Hageman faktor (faktor
XI1) aktivasyonu ile, ekstrensik yol ise doku faktorleri ile baglar. Sonugta her iki yol
da faktor X u aktive ederek ortak yoldan stabil piht1 olusumunu saglar. Koagiilasyon
sistemi pek c¢ok noktada birbirini tetikleyen ve inhibe eden tek bir sistem seklinde
calisir. Gergekte koagiilasyon olasi bir reaksiyonlar zincirinden ¢ok bir patlama
seklinde gerceklesir. Sistemin pek cok noktada birbiriyle olan bu baglantisi, ayni
zamanda onun daha iyi kontrol edilebilmesini de saglar (39-41).

Endotel hasar1 veya enflamasyon ile agiga ¢ikan doku faktdrii veya kollajenin
aktifledigi faktor XII ile koagiilasyon sistemi tetiklenir. Faktor 111 daha sonra faktor
Vlla ile etkilesime girerek faktor IX ve X’u aktive eder. Faktor Xa da protrombinden
az miktarda trombin olusturur. Koagiilasyonun yayilmasi; trombinin tekrar tekrar
faktor XI, IX, V ve VIII'i aktive etmesiyle gerceklesir. Trombin ayrica
trombositlerin agregasyonunu ve aktivasyonunu da uyarir. Her seferinde sistemde
tekrar tekrar aktiflenen ve c¢ogalan koagiilasyon faktorleri, cok fazla miktarda
protrombinden trombin olusturur. Sonug¢ olarak, trombin plazma proteinlerinden
fibrinojeni fibrine donistiiriir. Ayrica bu sirada trombin faktor XIII't aktiflestirerek
fibrin lifcikleri ag1 ile istenen stabil pihtiy1 olusturur ve bu durum sekonder hemostaz
olarak adlandirilir (42, 43).

Saglam endotel, koagiilasyon sisteminin durdurulmasinda en 6nemli role
sahiptir. Saglam endotel pihtt olusumunun durdurulmasini ve endotel tamiri

tamamlanmigsa fibrinin fibrinolizis ile yikilmasini saglar. Pihti olusumu saglam
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endotele ulastiginda endotel yiizeyine ¢ikan heparan benzeri molekiil ATIII’1 aktive
eder. Antitrombin III; karacigerde {iretilen ve viicut sivilarinda yaygin olarak bulunan
giiclii bir antikoagiilan maddedir ve koagiilasyon sirasinda olusan serin proteazlarin
baslica inhibitoriidiir (13). Antitrombin III tiim aktif faktorleri; faktor Xa, Xla,
Xlla,IXa, trombin ve TF-VIla kompleksini inaktive eder. Diger yandan trombin
endotel yiizeyinde bulunan ve spesifik trombin (Ila) reseptorii olan trombomodiiliine
baglanir, protein C ve protein S’yi aktive eder. Aktive protein C de faktdr Va ve
VIlla gibi yardimci faktorleri etkisizlestirir. Boylece tim aktif ve yardimci
faktorlerin inaktive edilmesi ile koagiilasyon sistemi durdurulmus olur (44, 45).

Fibrinoliz olay1; plazminojenden olusan plazmin ile fibrini bir arada tutan
fibrin iplikgiklerinin parcalanmasidir. Plazminojen piht1 olusumu sirasinda fibrine
baglanan inaktif bir dolasim proteinidir. Plazminojen, endotelin {irettigi doku
plazminojen aktivatorii (t-PA), lirokinaz tipi plazminojen aktivatérii (uPA) ve temas
faktorleri olan faktor Xla, XIla, kinin ve Kkallikrein tarafindan aktive edilerek
plazmine donistiiriiliir. Fibrine bagli plazminojeni aktive etmede en etkili olan
tPA’dir. tPA ayn1 zamanda fibrinolizin pihti olusum yerinin 6tesine ge¢mesini de
Onler (46, 47). P1iht1 fibrinoliz ile fibrin yikim {irinlerine pargalanir.

Sonu¢ olarak, hemostatik sistem normal sartlarda bir taraftan damar icinde
kanin akigkanligimi saglayan koruyucu mekanizmalarla tromboz olusumunu
Onlerken, diger taraftan herhangi bir yaralanma durumunda koagiilasyonu baslatan
mekanizmalar ile hizla saglam stabil pihti olusturur. Pihtilasma ve akiskanlik
arasindaki hassas denge antikoagiilan ve prokoagiilan maddelerin dengesiyle
saglanir.

Kalitsal veya edinsel koagiilasyon faktor eksiklikleri, trombositlerin sayica
azalmasi ya da bozulmus fonksiyonlar1 sik olarak kanama nedeni olurken, pek ¢ok
kalitsal hastalik (AT III, protein C veya protein S eksikligi, faktor V Leiden
mutasyonu), predispozan faktorler (sigara, oral kontraseptif kullanimi) ve/veya
edinsel patolojiler (siddetli infeksiyon, kanser, kemoterapi, cerrahi) tromboz riskini
artirabilir (48, 49). Ayrica siddetli travma, biiylik cerrahi operasyonlar ya da
kardiyopulmoner bypass sistemik plazmin aktivasyonu ile fibrinolizi aktive edebilir
(50).
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2.4. HEMOSTATIK AJANLAR

Genel olarak, cerrahi sizdirmazlik maddeleri 3 kategoriden birine ayrilir:

1. Dogal polimer bazli sizdirmazlik maddeleri (fibrin, kollajen ve alblimin esasl)
2.Sentetik polimer bazli sizdirmazlik maddeleri (politliretan, polietilen glikol ve
polyester bazli)

3. Siyanoakrilat sizdirmazlik maddeleri (51)

2.4.1. Polietilen Glikol Polimer

PEGP; 2 polietilen glikol polimer, bir seyreltik hidrojen kloriir ¢6zeltisi ve bir
seyreltik ~ sodyum  fosfat/sodyum  karbonat  ¢dzeltisinden  olusur. Bu
bilesenler, aplikator iceren bir kit i¢inde gelir. Uygulama sirasinda bu bilesenler
dokuya veya sentetik greftlere kovalent olarak baglanan
bir hidrojel olusturur. Vaskiiler rekonstriiksiyon sonrasi mekanik olarak
ek hemostaz saglamak i¢in kullanilmaktadir. 60 saniye iginde polimerize olur ve
uygulama sonrasi 30 giin i¢inde emilir (12). PEGP gibi cerrahi sizdirmazlik
maddeleri, kardiyak ve vaskiiler cerrahi anastomozlarinda yiiksek
basingli siitur hatlarindaki kanamay1 kontrol etmek ig¢in kullanilmaktadir (52, 53).
Cesitli klinik ve klinik oncesi c¢aligmalarda, PEGP'nin esnekligi ve elastikiyeti
korurken hizli ve giiglii bir sizdirmazlik sagladigi ve yara iyilesmesine olumsuz etkisi
olmadigi gosterilmistir (53, 54).

PEGP, insan/hayvan proteini veya gluteraldehit icermeyen tamamen sentetik
bir sizdirmazlik maddesidir ve herhangi bir olumsuz doku yanitini indiiklemez.
Minimum diizeyde toksitesi oldugu ve dort hafta i¢inde tamamen emilebildigi
gosterilmistir (12, 53). PEGP ticari formu; aplikator ucu, polietilen glikol igeren toz
bilesen ve s1vi bilesenlerin oldugu tek kullanimlik iki sirangali sistemden olusur, oda
sicakliginda (yaklasik 25 © C) saklanabilmektedir ve hazirlandiktan sonra 2 saat
icinde kullanilmalidir. Ek bir sizdirmazlik maddesi olarak kullanilmak iizere
tasarlanmistir ve dikis, mekanik kapatma yerine kullanilmamalidir. PEGP uygulama
sonrasi, 24 saat iginde hacminin dort katina kadar siser ve olusan hidrojel tekrar
emildiginde ilave sislik meydana gelir. Bu sisme sebebiyle mekanik basiya

potansiyel olarak duyarli olan anatomik yapilar iizerindeki olas1 etkisi dikkate
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alinmalidir. Basiya duyarli bosluklarda veya artmis bir kompresyon riski olan
hastalarda (6rnegin konjenital kalp cerrahisi) sismeye bagli olusabilecek basing
etkisinin Onlenmesi icin, piskiirtme formu kullanilarak ince bir tabaka halinde
uygulanmasit Onerilir. PEGP tamamen polimerize olana kadar uygulama bolgesine
temas edilmemesi ve intravaskiiler olarak uygulanmamasi 6nerilmektedir (12).
PEGP, arteriyel ve venoz rekonstriiksiyonlarda hemostat olarak  kullanilmak tizere
Avrupa’da Subat 2000'de onaylanmistir. Giivenligi veya etkinligi ile ilgili herhangi
bir nedenden dolay1 geri ¢ekilmemistir (12).

Yapilan Klinik oncesi ¢alismalarda; PEGP'in sitotoksik, mutajenik ve
Klastojenik olmadig1 gosterilmis ve hemostaz etkinligi ii¢ hayvan modelinde
degerlendirilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda; PEGP’nin biyolojik olarak uyumlu
oldugu, kontrol gruplarina kiyasla hemostaz siiresini ve kan kaybi miktarini
azaltmada etkili oldugu, tamamen emilebilir oldugu
ve vaskiiler anastomoz hattinda hemostazi sagladigi gosterilmistir.
In vitro ¢alismalarda, PEGP'In <3 saniye icinde hidrojel form olusturdugu, dikis
deliklerini etkili bir sekilde kapattigi ve <30 giin i¢cinde emildigi saptanmustir (53).

Klinik 6ncesi ¢alismalarda gosterildigi iizere; Uygulama yerinde sisme veya
6dem gibi asirt  duyarlilik  reaksiyonlari, PEGP’nin dokuya tam olarak
yapismamasi, tromboz ve tromboembolizm gibi ~ durumlar  agisindan  dikkatli
olunmasi gerektigi belirtilmistir.

148 hastay1 igeren prospektif, randomize, kontrollii ¢ok merkezli klinik
calismada, PEGP kullanilan grupta beklenmeyen olumsuz bir olayla karsilagiimamis
ve hemostaz saglamadaki etkinligi istatistiksel olarak kontrol grubuna gore
anlamli saptanmigtir ~ (55). 131  hasta igeren Almanya ve Hollanda
merkezli, randomize olmayan bir klinik ¢alismada ise; gesitli greft materyalleri
kullanilarak vaskiiler greft anastomozundaki hemostatik etkinligi gosterilmis ve

PEGP kullanimiyla iligkili olumsuz bir durumla karsilagilmamistir (12).

o) i o 0

AAATMC) - (PEGI-(TRMC), -AA
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(Klinik kullanim sirasinda, makromerler hedef dokuya iki parca halinde uygulanir:
Doku bagi saglamak i¢in bir primer ¢ozelti ve istenen mekanik 6zellikleri saglamak
icin bir sizdirmazlik maddesi ¢ozeltisi. Her iki bilesen de hedef bolgeye sulu

¢ozeltiler halinde eklenir ve bu sekilde etki gosterir.)

2.4.2. Sigir Serum Albumin-Glutaraldehit

Sigir  serum albumin-glutaraldehit, saflastirillmis %45 si8ir  serum
albiimini(SSA) ve %10 glutaraldehitten olusan iki bilesenli bir cerrahi yapistiricidir
(11). SSA-glutaraldehit, erigkin hastalardaki biiyiik damarlarin (aort, femoral ve
karotid arter gibi) cerrahi onariminda standart yontemlere yardimer olarak hemostaz
saglamada endikedir. Icerigindeki SSA,  spongiformensefalopatinin sigirlarda
rastlanmadig1 iilkelerden elde edilir ve viriisleri azaltan veya etkisiz hale getiren
islemlerden gecirilir. Bilesenler yeniden kullanilabilir bir dagitim cihazi, aplikator
uclar ve aplikator ug uzaticilarindan olusan kontrollii bir sistem tarafindan uygulanir.
Uygulama sirasinda bilesenler, 6nceden tanimlanmis bir oranda capraz baglanmanin
basladig1 aplikator ucunda karistirilir. Dagitim cihazi, bilesenlerin in vitro olarak
tekrar  kullanilabilir ~ sekilde karistirilmasin1  saglamak igin  tasarlanmistir.
Glutaraldehit molekiilleri, 6nce SSA molekiillerini birbirine kovalent olarak baglar
ve sonra uygulama bolgesindeki doku proteinlerine baglanir. Bu sayede viicudun

pihtilasma mekanizmasindan bagimsiz olarak esnek bir mekanik sizdirmazlik
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olusturur. SSA-glutaraldehit, 20 ila 30 saniye i¢inde polimerlesmeye baslar ve 2
dakika iginde hedeflenen baglanma kuvvetine ulasir. SSA-glutaraldehit ayrica,
sentetik greft uygulamalarinda mekanik olarak sentetik greft materyaline yapisir. 25
°C'de saklanirsa 3 yil raf dmriine sahiptir. Uygulama sonrasinda 3-6 ay icerisinde
coziinerek kaybolur. SSA-glutaraldehit’in kullanimi FDA onayinda da belirtildigi
tizere, sigir kokenli materyallere duyarliligi bilinen hastalarda kullanima,
intravaskiiler olarak kullaniomi1 ve serebrovaskiiler tamirlerde kullanimi
kontrendikedir  (11). SSA-glutaraldehit’in ticari formu, Amerika Birlesik
Devletleri'nde Aralikk 1999'da akut torasik aort diseksiyonunun onariminda
kullanilmak iizere onaylandi ve o zamandan beri ABD'de kullanilmaktadir. SSA-
glutaraldehit’in ABD disindaki ticari dagitimi Nisan 1998’de bagslamigtir. SSA-
glutaraldehit, giivenligi veya etkinligi ile ilgili herhangi bir nedenden dolay1 geri
cekilmemistir (11).

Yapilan klinik 6ncesi caligmalarda SSA-glutaraldehit ve uygulama cihazi;
biyouyumluluk, sitotoksisite, sistemik ve intrakutan6z toksisite, duyarlilik ve
pirojenite acisindan degerlendirilmis ve sonuglar “olumlu/toksik olmayan” seklinde
gosterilmistir. Ayrica klinik Oncesi analitik fonksiyonel degerlendirmede; SSA-
glutaraldehit’in yeterli baglanma kuvvetine sahip oldugu ve tekrar kullanilabilir
oldugu gosterilmistir (56, 57).

Bu c¢aligsmalar sonucunda ise;

1.SSA-slutaraldehit’in sinire dogrudan uygulanmasinin akut sinir hasarmna neden
olabilecegi,

2 Kalbin yiizeyine dogrudan SSA-glutaraldehit uygulamasi, ileti sistemine ulasabilen
ve akut fokal sinoatriyal diigiim dejenerasyonuna neden olabilen, miyokardiyuma
uzanan pihtilagsma nekrozuna neden olabilecegi,

3.Polimerize haldeki SSA-glutaraldehit’in, dolasimdaki kanla temasi lokal veya

sistemik embolilere neden olabilecegi gosterilmistir(11).

Ayrica SSA-slutaraldehit’in enfeksiyonvarliginda ve asir1 duyarlihik reaksiyonu
sebebiyle ayni hastada tekrar tekrar kullanimi 6nerilmemektedir.

Eddy CA ve ark. tarafindan yapilan ve kuzularda akut torasik aort
diseksiyonunda SSA-glutaraldehit’in  etkinliginin ~ degerlendirildigi  deneysel

caligmada; SSA-glutaraldehit kullaniminin operasyon sonrasi ligiincii ayda aortun
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akut onarimi sonrasi yirtilma insidansini, distal cerrahi onarim bolgesinde yeniden
diseksiyon insidansini, diseksiyon ilerleme insidansini, kronik diseksiyon olusumunu
azalttigr gosterilmistir (56). Gundry SR ve ark. tarafindan yapilan deneysel
calismada, 12 sigir kalbi {izerinde in vitro koroner arter anastomozu yapilmis ve tim
greftlerdeki anastomozun 300 mm-Hg basing altinda sizinti olmadan korundugu ve
intraluminal materyale rastlanmadigr gosterilmistir (57). 151 hastay1r kapsayan
prospektif, cok merkezli, randomize kontrollii ¢aligmada SSA-glutaraldehit kardiyak,
aortik ve periferik vaskiiler cerrahide kullanilmis; SSA-glutaraldehit grubunun, hem
hasta basina hem de anastomoz bazinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak daha yiiksek bir intraoperatif hemostaz oranina sahip oldugu
gosterilmigtir. Ayrica SSA-glutaraldehit kullanilan hastalarda, hemostaz saglamak
icin primer tamirlerde daha az oranda plejit kullanildigr gosterilmistir. SSA-
glutaraldehit ve kontrol grubu arasinda olumsuz olaylarda ise istatistiksel farka

rastlanmamustir (58).
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(Glutaraldehit; albiimin proteinindeki amin gruplariyla, 6zellikle lisin amino asit
kalintilarindaki aminlerle reaksiyona girer ve ¢apraz bagli bir albiimin ag1

olusturarak etki gosterir.)
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1. MATERYAL VE METOD

3.1. CALISMA PLANI

Randomize, kontrollii, deneysel bir arastirma olan ¢alismamiza; Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan izin alindiktan sonra
baslanmig ve ¢alismamiz Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Calismamizda randomize olarak segilen, ortalama 2-3 kg agirliginda 21 adet
Yeni Zelenda tipi erkek tavsan kullanildi. Calisma siiresi boyunca tiim denekler ayni
yerde (20+2C° sicaklikta, havalandirma tertibati olan, 12 saat gece 12 saat giindiiz
kosullarin saglandigi bir odada) bakildi ve pelet tipi tavsan yemi ile ad libitum
beslendi. Tavsanlara preoperatif kulak arkasinda bulunan marginal venden braniil
takildi. Deney giinii tavsanlara anestezi olarak 50 mg/kg intramiiskiiler ketamin ve 5
mg/kg intramiiskiiler ksilazin uygulandi. Profilaktik antibiyoterapi amaciyla
preoperatif olarak tavsanlara 50mg/kg dozunda sefazolin intravendz yol ile
uygulandi. Cerrahi sirasinda daha iyi goriis saglamak amaciyla deneklerin insizyon
yapilacak boyun orta hatt1 tiras edilip povidon iyodiir ile dezenfeksiyon saglandi.
(Fotograf 1) Calismadaki tiim anastomozlar ayni arastirict tarafindan yapildi. Biitiin
deneklerde anastomoz i¢in sag ana karotid arter kullanildi. Sterilizasyon saglanarak
uygun pozisyon verildi ve tiim grup tavsanlara vertikal orta hat boyun insizyonu
yapildi ve sag ana karotid arter eksplore edildi. (Fotograf 2) Daha sonra ana karotid
arter diseke edilerek, 100 IU/kg dozda iv. heparinizasyon yapildi. Ana karotid arter,
proksimal ve distalinden bulldog klemple klemplenip ve transekte edildi. (Fotograf
3) Agirhigr 2-3 kg arasindaki Yeni Zelanda tipi erkek tavsanlarda ortalama karotid
arter capmin 1,5-2 mm arasinda degisiklik gdstermesi ilizerine anastomoz alanini
daraltmamak i¢in; 8/0 polipropilen siitur ile tek tek siitur teknigi kullanilarak u¢ uca
anastomoz tamamlandi. Anastomoz sonrasinda akim duplex ultrasonografi ile
degerlendirildi. Anastomoz sonrasinda Grup 1 (7 adet) tavsanlarin sag ana karotid
arter anastomoz sahasina lokal olarak herhangi bir hemostatik ajan uygulanmadi.
Grup 2 (7 adet) tavsanlarin sag ana karotid arter anastomoz sahasina lokal olarak
0,5cc SSA-glutaraldehit anastomoz hattin1 tam olarak kapatacak sekilde uygulandi.
(Fotograf 4) Grup 3 (7 adet) tavsanlarin sag ana karotid arter anastomoz sahasina

lokal olarak 0,5cc PEGP anastomoz hattin1 tam olarak kapatacak sekilde uygulandi.
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(Fotograf 5) Kanama kontroliiniin ardindan tiim gruptaki tavsanlarin boyun
insizyonlar1 anatomik planda katlarma uygun olarak kapatildi.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
onay alirken belirttigimiz lizere; operasyon sonrasi bakim i¢in azami tedbirler alindu.

1) Operasyon sonrasi donemde ilk 7 giin boyunca, birinci haftanin sonunda ise;
yara yerine ve genel duruma bagli olarak haftada 3 kez hipoklor6z asit
(HOCI) ile pansuman, yara yeri takibi ve gozlem yapildi. Deney
hayvanlarinin tamaminda yara iyilesmesi saglandi ve herhangi bir debritman,
ek miidahaleye gerek duyulmadi.

2) Deney hayvanlari; enfeksiyon/apse gelisimi, genel giigsiizliik, konviilsiyon,
koma hali, parezi/paralizi, ataksi, inkontinans yoniinden yakin izleme alindi
ve veteriner hekim tarafindan diizenli olarak degerlendirildi. Yiiksek doz
sodyum pentotal ile O6tanazi uygulanmasini gerektirecek ve hayvan refahini
engelleyecek herhangi bir durum saptanmadi.

3) Operasyon sirasinda uygun dezenfeksiyon/sterilizasyon oOnlemleri alindi,
profilaktik antibiyoterapi uygulandi, uygun cerrahi teknik ve yakin operasyon

sonrast takip esliginde olas1 komplikasyonlar engellendi.

Calismamiz sirasinda deney hayvani kaybi yasanmadi. Tim gruptaki
tavsanlarin 28 giiniin sonunda anastomoz yapilan sag ana karotid arter segmenti
cikarilarak histolojik inceleme amaciyla tespit edildi, incelenmek {iizere histoloji
laboratuvarma gonderildi. Daha sonra yiiksek doz sodyum pentotal ile hayvanlarin

yasamina son verildi.

Fotograf 1: Uygun pozisyon sonrasi sonrasi povidon iyodiir ile saglanan dezenfeksiyon
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Fotograf 2: Vertikal orta hat boyun diseksiyonu ve sag ana karotid arter eksplorasyonu

Fotograf 3: Bulldog klemp uygulanmasinin ardindan sag ana karotid arter transeksiyonu

Fotograf 4: Grup 2 tavsanlara, anastomoz sonrasi lokal olarak 0,5cc uygulanan SSA-glutaraldehit
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Fotograf 5: Grup 3 tavsanlara, anastomoz sonrasi lokal olarak 0,5cc uygulanan PEGP

3.2. DENEY PROTOKOLU

Deneysel ¢alismamizda karsilastirilabilir sonuglar elde edebilmek i¢in kontrol
grubu  (Grup 1) tamimlandi. Kontrol —grubunda anastomozlar herhangi
bir hemostatik ajan kullanilmadan yapildi. Vaskiiler anastomozlar tiim deneklerde,
tek bir cerrah tarafindan ayni teknikle, alt1 adet 8/0 polipropilen siitur atilarak yapildi.
Anastomoz sonrasinda akim duplex ultrasonografi ile dogrulandi ve deney siiresi
sonunda histolojik ornekleme yapilmadan once
de; anastomoz sonrasi karotid arter segmenti distali klemplenerek transekte edildi ve
anastomoz agikligi proksimal pulsatil kan ~ akimmin  goriilmesi  ile  teyit
edilerek dogrulandi. Calismamizda koagiilopati varligt ve neointimal hiperplaziye
neden olabilecek diger durumlar dislanarak, anastomoz sahasina lokal olarak
uygulanan hemostatik ajanlarin anastomoz sonrasi neointimal hiperplazi lizerindeki
etkisi arastrildi. Kullanilan her iki hemostatik ajanin tromboembolik komplikasyonlar
sebebiyle dikkatli kullanim1 Onerilmekte ve damar i¢i uygulamasi kesinlikle
onerilmemektedir. Bu sebeple deney sirasinda hemostatik ajanlarin kullanimi 0,5cc

ve sadece periadventisyal olarak sinirlandirildi.

Grup 1 (7 Adet):
Grup 1 tavsanlar kontrol grubunu olusturdu. Anastomoz sirasinda herhangi bir

hemostatik ajan uygulanmadi. Yirmi sekizinci giin sonunda anastomoz yapilan sag
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ana karotid arter segmenti c¢ikarilarak tespit edildi ve histoloji laboratuvarina

gonderildi.

Grup 2 (7 Adet):

Grup 2 tavsanlara, Grup 1’den farkli olarak operasyon sirasinda sag ana karotid arter
anastomozuna lokal olarak 0,5cc SSA-glutaraldehit anastomoz hattin1 tam olarak
kapatacak sekilde uygulandi. Yirmi sekizinci giin sonunda anastomoz yapilan sag
ana karotid arter segmenti ¢ikarilarak tespit edildi ve histoloji laboratuvarina

gonderildi.

Grup 3 (7 Adet):

Grup 3 tavsanlara, Grup 1°den farkli olarak operasyon sirasinda sag ana karotid arter
anastomozuna lokal olarak 0,5cc PEGP anastomoz hattin1 tam olarak kapatacak
sekilde uygulandi. Yirmi sekizinci giin sonunda anastomoz yapilan sag ana karotid

arter segmenti ¢ikarilarak tespit edildi ve histoloji laboratuvarina gonderildi.

3.3. HISTOMORFOLOJIK DEGERLENDIRME
3.3.1. Rutin Doku Takibi

Alman  ornekler %10’luk formolde 24-48 saat bekletilerek fiksasyon
gerceklestirildi. Daha sonra 1 gece akarsuda bekletildi. Ardindan %70, %80, %9611k
alkol serilerinden yirmiser dakika olarak gecirildi. Ardindan 4 farkli aseton
serisinden yirmiser dakika gecirilerek seffaflastirma igin otuzar dakika iki farkli
ksilene tabi tutuldu. immersiyonu saglamak amaciyla 2 farkli sivi parafine (birer
saat) tabi tutulup, dokular etiketlenerek bloklandi (Doku gémme cihazi Leica EG
1150 H). Parafin bloklardan Rotary mikrotom (Leica RM 2245)’da 5 pm

kalinligindaki kesitler poly-L lysine kapli lamlar (Isotherm) tizerine alindu.

3.3.2. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolii
Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde (Etiv

Niive EN 055) birakildi. Ardindan ilki yirmi dakika, diger ikisi onar dakikalik ii¢
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farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon islemi i¢in %100-100-96-80-
70’lik alkol serilerinden gegirildi. Kesitler distile su (Distile su cihazi Niive ND 8) ile
calkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen ile boyandi. Boyamanin ardindan,
boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler,
2 dakika eozin boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80,%96 ve 2
seri absolii alkolden gegirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla yirmiser dakika ii¢
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (Merck) ile kapatildi. Bu yontem karotid
arter dokusundaki liimen ¢apinin, intimal alanin ve medial alanin oranlarinin (BX 43
Olympus) oOlciilmesine olanak sagladi. Vaskiiler histolojik tabakalardaki normal
ve/veya anormal durumlarin gézlenebilmesi ve karsilastirma yapilabilmesine olanak

tanir.

3.3.3. Masson-Trikrom Boya Protokolii

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde
(Etiiv Niive EN 055) bekletildi. Ardindan ilki yirmi dakika diger ikisi onar dakika {i¢
farkll ksilene tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon islemi icin tablo 1’deki azalan
alkol serilerinden gecirildi, daha sonra distile su ile ¢alkalanarak boyanacak olan alan
PapPen (DAKOPEN) ile smirlandirildi. Sinirlanan alan MassonTrikrom boyama
malzemeleri icerisinden 6 damla Weigert’s demirli hematoksilendel0 dakika
bekletildi. Kesitler yikanmadan direk olarak 10 damla pikrik asit soliisyonunda 4
dakika bekletildi. Distile su ile yikanan kesitlere 10 damla ponceau asit fuksin
solisyonundan damlatilarak 4 dakika bekletildi. Ardindan distile su ile yikanan
kesitlere 10 damla fosfomolibdik asit soliisyonundan damlatilarak 10 dakika
bekletildi. Yikama olmadan kesitlere 10 damla masson anilin mavisi damlatilip 5
dakika bekletildi. Distile su ile iyice yikandiktan sonra dehidratasyon islemi i¢in
tablo 1°deki artan alkol serilerinden gegirilen kesitler, seffaflagtirma i¢in yirmiser
dakika 3 degisim ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo 1). Bu
yontem ile karotid arterin intima tabakasindaki intimal hiperplaziye bagli gelisen
bag doku alanlar1 degerlendirildi.
Tablo 1: MassonTrikrom Boya Protokolii
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ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2-3 (oda 1sisinda) 10’ar dakika
Rehidratasyon %100-100-96-80-70’lik alkol serileri Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Weigert’s demirli hematoksilen 10 dakika
Boyama Pikrik asit soliisyonu 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Ponceau asit fuksin soliisyonu 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Fosfomolibdik asit soliisyonu 10 dakika
Boyama Masson anilin mavisi 5 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Dehidratasyon %70-80-96-100-100’liik alkol serileri Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1-2-3 20’ser dakika
Kapama Entellan -

3.3.4. Immiinohistokimya Protokolii

Alman kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde (Etiiv
Niive EN 055) birakilacaktir. Ardindan ilki yirmi dakika diger ikisi onar dakikalik ii¢
farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon islemi i¢in %100-100-96-80-
70’1ik alkol serilerinden gecirildi, daha sonra distile su ile 2x5 dk seklinde yikanda.

Fazla su pegete ile silinerek dokunun etrafi PapPen (Dakopen) ile cizildi. Sonra
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kesitler 3x5 dk PBS ile yikandi. Tripsin (0.25%), koyularak proteinlerin arasindaki
capraz baglar koparildi ve proteinlerin goriinlir hale gelmesi saglandi. Bu islem icin
kesitler 15 dk 37°C de etiiv (Etiiv Niive EN 055) i¢inde bekletildi. Sonra tekrar 3x5
dk PBS ile yikandi. Kesitlere yikamadan sonra %3’lik H202 ile 5 dk muamele
edildi. Bu sayede hiicrelerdeki endojen peroksit aktivasyonunu inhibe etmis olduk.
Sonra tekrar 3x5 dk PBS ile yikandi. Bloking koyularak 1 saat bekletildi. Bu sayede
spesifik olmayan antijenler bloklanmis oldu. Primer antikor (a smooth muscle actin
ve VEGF) ayr ayr1 onceden etiketlenmis lamlardaki kesitlere koyuldu ve bir gece
+4°C’de buzdolabinda bekletildi.

Ertesi giin ise baglarken tekrar kesitler 3x5 PBS ile yikandi. Biotinlenmis
sekonder antikorlar ile 30 dk muamele edilerek primer antikorlar daha goriiniir hale
getirildi. Sonra tekrar 3x5 dk PBS ile yikandi. Streptavidin ile 30 dk muamele edildi
ve bu da biotin ile kompleks olusturmus oldu. Sonra tekrar 3x5 dk PBS ile yikandi.
DAB dedigimiz bir kromojen vasitasiyla (5dk) sekonder antikor goriiniir hale
getirildi. 5 dk PBS ile islem durduruldu. 3x5 distile su ile yikanarak mayers
hematoksilen ile 1-5 dk hiicrenin ¢ekirdek boyamasi yapildi. Sonra kesitlerden fazla
boyay1 uzaklastirmak i¢in 3x 5 distile su ile yikandi. %80 alkolde 1 dk tutulduktan
sonra biraz kurutma yaparak ksilende seffaflasma i¢in 30 dk bekletildi. Entellan ile
de kapama yapildi. Bu yontem arter orneklerinde kullanilan antikorlarin eksprese
olup olmadiklarin1 goriintiileyerek intimal hiperplazinin yogunlugunun tespitine
yonelik yorum yapilmasina olanak sagladi.

Hazirlanan preparatlar binokiiller Olympus BX 43 1s1k mikroskobunda
goriintiilenerek fotografland1 ve Imagel fotograf analiz programu ile incelenerek ve
liimen ¢ap1, liimen alani, intima kalinligi, media kalinligi, intima-media kalinlik
orani, intima alani, media alani, intima-media alanlar1 orani hesaplanarak sonuclar

degerlendirildi.
3.4 ISTATISTIKSEL YONTEM
Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en

diisiik, en yiiksek, frekans ve oran degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilinm

Kolmogorov Simirnov test ile 6l¢iildii. Nicel bagimsiz verilerin analizinde Kruskal-
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Wallis, Mann-Whitney u test kullanildi.

kullanilmustir.

IV. BULGULAR

4.1. ISTATISTIKSEL SONUCLAR

Analizlerde SPSS 26.0 programi

Grup 1’de intima kalinligt Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha

yiiksekti. Grup 1’de media kalinligi Grup 2’de anlamli (p < 0.05) olarak daha
diisiiktii. Grup 1 /M kalinlik oran1 Grup2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha

yiiksekti. Grup 1 ve Grup 2 intima alanmi1 anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir.

Grup 1’de media alan1 Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha yiiksekti. Grup 1

ve Grup 2 I/M alan orami anlamli (p > 0.05) farklilik gdstermemistir. Grup 1°de

liimen ¢ap1 Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha yiiksekti. Grup 1’de liimen
alan1 Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha yiiksekti. (Tablo 2)

Tablo 2: Grup 1 ve Grup 2 Verilerinin Istatistiksel Analizi

Grup 1 Grup 2
Ort.ts.s. Medyan Ort.£s.s. Medyan
Intima Kalinhigt 140,64 + 70,00 118,40 82,39 =+ 44,49 8518 0,011 ™
Media Kalinlig 163,7 + 82,6 134,3 2238 + 773 2153 0,022 "
/M Kalinlik Orani 0,97 + 0,53 0,78 0,38 + 0,27 0,37 0,000 ™
Intima Alan 78026 + 64186 57490 46427 + 24252 40258 0,176 "
Media Alan 189574 + 113408 164191 128374 + 27052 120568 0,008 ™
I/M Alan Oram 0,39 + 0,14 0,44 0,36 + 0,18 032 0573 "
Liimen Cap1 634,0 + 221,8 573,0 4474 + 66,6 456,0 0,005 "
Liimen Alan 227703 + 139427 179756 134220 + 33942 129764 0,002 ™

"Mann-whitney u test

Grup 1’de intima kalinligt Grup 3’den anlamli (p < 0.05) olarak daha

yiiksekti. Grup 1 ve Grup 3 media kalinligi anlamhi (p > 0.05) farklilik

gostermemistir. Grup 1 I/M kalmlik oran1 Grup 3’den anlamli (p < 0.05) olarak daha

yuksekti. Grup 1 ve Grup 3 intima alan1 anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir.
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Grup lve Grup 3 media alan1 anlamli (p > 0.05) farklilik géstermemistir. Grup 1 ve
Grup 3 I/M alan oran1 anlamli (p > 0.05) farklilik gdstermemistir. Grup 1 ve Grup 3
limen ¢ap1 anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir. Grup 1 ve Grup 3 liimen alan1

anlamli (p > 0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 3)

Tablo 3: Grup 1 ve Grup 3 Verilerinin Istatistiksel Analizi

Grup 1 Grup 3
Ort.ts.s. Medyan Ort.ts.s. Medyan
Intima Kalmlig 140,64 + 70,00 118,40 70,67 =+ 38,77 62,52 0,001 ™
Media Kalinlig 163,7 + 82,6 134,3 188,8 + 59,1 1798 0,185 "
I/M Kalmlik Oran1 0,97 + 0,53 0,78 0,37 £ 0,15 0,42 0,000 "
Intima Alan 78026 + 64186 57490 56923 + 12660 59689 0,789 "
Media Alan 189574 + 113408 164191 189742 + 68615 167874 0,735 ™
I/M Alan Oran 0,39 + 0,14 0,44 0,32 + 0,10 029 0,151 "
Liimen Cap1 634,0 + 221,8 573,0 660,2 + 138,1 659,0 0,632 ™
Liimen Alan 227703 + 139427 179756 236592 + 189017 200256 0,652 ™

"Mann-whitney u test

Grup 1 intima kalinligi Grup 2 ve Grup 3’den anlamli (p < 0.05) olarak daha
yiiksekti. Grup 2 ve Grup 3 intima kalnligi anlamli (p > 0.05) farklhilik
gostermemistir. (Tablo 4-Grafik 1)

Grup 1°de media kalinlig1 Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha diistiktii.
Grup 1 ve Grup 3 media kalinlig1 anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir. Grup 2
ve Grup 3 media kalinlig1 anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4-
Grafik 2)

Grup 1°de /M kalinlik oran1 Grup 2 ve Grup 3’den anlamli (p < 0.05) olarak
daha yiiksekti. Grup 2 ve Grup 3 I/M kalmlik orani anlamli (p > 0.05) farklilik
gostermemistir. (Tablo 4-Grafik 3)

Grup 1, Grup 2, Grup 3 intima alan1 anlamhi (p > 0.05) farklilik
gostermemistir. (Tablo 4-Grafik 4)
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Grup 1’de media alan1 Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha yiiksekti.
Grup 1 ve Grup 3 media alan1 anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir. Grup 3’de
media alan1 Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha yiiksekti. (Tablo 4-Grafik 5)

Grup 1, Grup 2, Grup 3 /M alan oran1 anlamhi (p > 0.05) farklihk
gostermemistir. (Tablo 4-Grafik 6)

Grup 1’de limen ¢apt Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha yiiksekti.
Grup 1 ve Grup 3 liimen ¢ap1 anlamh (p > 0.05) farklilik géstermemistir. Grup 3’de
liimen ¢ap1 Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha yiiksekti.(Tablo 4-Grafik 7)

Grup 1°de liimen alan1 Grup 2’den anlamh (p < 0.05) olarak daha yiiksekti.
Grup 1 ve Grup 3 liimen alan1 anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir. Grup 3’de
limen alan1 Grup 2’den anlamli (p < 0.05) olarak daha yiiksekti. (Tablo 4-Grafik 8)

Tablo 4: Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 Verilerinin Istatistiksel Analizi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ort.ts.s. Med Ort.+s.s. Med Ort.ts.s. Med P

Intima

1406 + 70,0 1184 82,4 + 445 85,2 70,7 £ 38,8 62,5 K
Kalinlhigi 0,003
Media

163,7 + 82,6 134,3 223,8 + 77,3 215,3 188,8 + 59,1 179,8 K
Kalmligt 0,048
M
Kalinlik 0,97 + 0,53 0,78 0,38 + 0,27 0,37 0,37 + 0,15 0,42 K
Oranm 0,000
Intima Alan

78,0 £ 64,2 575 46,4 + 24,3 40,3 56,9 + 12,7 59,7 K
(x10%) 0,153
Media Alan K

189,6 + 113,4 164,2 128,4 + 27,1 120,6 189,7 + 68,6 167,9
(x10%) 0,001
/M Alan

0,39 £ 0,14 0,44 0,36 + 0,18 0,32 0,32 + 0,10 0,29 K
Oram 0,471
Limen

634,0 + 221,8 5730 4474 + 66,6 456,0 660,2 + 138,1 659,0 K
Cap1 0,000
Liimen

227,7 + 139,4 179,8 134,2 + 33,9 129,8 236,6 + 189,0 200,3 K
Alan(x10?) 0,003

K Kruskal-wallis (Mann-whitney u test)
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Grafik 7: Grafik 8:
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4.2. HEMATOKSILEN EOZIN BOYAMA SONUCLARI

4.2.1. Grup 1 H&E boyama sonuglari

Resim 1: Grup 1’¢ ait 6rneklerde kesi ve siitur islemine cevaben olusan skar dokusu ve lenfosit

infiltrasyonu ( siyah yildiz) 4x
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Resim 2: Grup 1’e ait 6rneklerde gelisen intimal hiperplazi ve intima tabakasinin liimene dogru

uzanigt 20x

Resim 3: Grup 1’¢ ait 6rneklerdeki skar dokusu ve lenfosit yogunlugunun artisi 40x
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Resim 5: Grup 1°de izlenen intimal hiperplazi artig1 10x

36



Resim 7: Grup 1’de gelisen intimal hiperplazik alan
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Resim 8: Grup 1 karotid arter adventisyasinda g6zlenen vazo vasorumlar 10x
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4.2.2. Grup 2 H&E boyama sonuclari

iy & Fou T\ O
Resim 9: Grup 2’den alinan 6rneklerdeki tunika adventisya etrafinda yag doku artist

ve gozlenen vaso vasorumlar 10X

Resim 10: Grup 2’den alinan drneklerdeki tunika adventisya etrafinda yag doku artigi 40x

39



Resim 12: Grup 2’den alinan 6rneklerde izlenen adventisya etrafinda ¢oziinmeden kalan SSA-

glutaraldehite ait tutkal pargalar1 (agik pembe renk) ve etrafinda olusan skar dokusu 4x
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Resim 13: Grup 3 karotid arter adventisyasinda gozlenen oldukga fazla yag doku artis1 ve gozlenen
vaso vasorumlar 10x

Resim 14: Grup 3 karotid arter adventisyasinda gozlenen oldukga fazla sayidaki yag doku artig1 10x
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Resim 16: Grup 3’deki 6rneklerin incelemesinde goriilen ince intimal hiperplazik alan 40x

Gruplarin kendi i¢inde tunika adventisya tabakalari incelendiginde; Grup 1’e
gore Grup 2 ve Grup 3’te daha fazla sayida yag doku gozlendi. Grup 2 ve Grup 3
arasinda ise; yag doku artiginda net bir fark gézlenmedi. Her ii¢ grupta da benzer

adventisyal vaso vasorum varligi goriildii.
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4.3. MASSON TRIKROM BOYAMA SONUCLARI

Masson trikrom boyasinda kas, eritrositler, fibrin ve bazi sitoplazmik
graniiller kirmizi; kollajen, baz1 retikiiler fibriller mavi boyanir. Dokudaki hasar
arttik¢a, onarim alani ve bu alani dolduran bag doku miktar: artar. Bu artisin tespiti
ve yorumlanmast i¢in mavi boyanmanin hakim oldugu Masson trikrom boya
kullanilmaktadir.

4.3.1. Grup 1 Masson trikrom boyama sonuglar:

Resim 17: Grup 1 tunika mediasinda artan bag doku miktarini takiben yogun mavi boyanmanin

oldugu gozlemlenmistir (siyah oklar) 4x
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4.3.2. Grup 2 Masson trikrom boyama sonuglari

Resim 18: Grup 2 karotid arter 6rneklerindeki Masson trikrom boyama 4x
4 /| Yy ATal\

Resim 19: Grup 2 karotid arter 6rneklerinde, tunika mediadaki (M) yogun kirmizi/pembe boyanmanin

yanisira az miktarda mavi boyanma ile izlenen bag doku miktarindaki artig 40x
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4.3.3. Grup 3 Masson trikrom boyama sonuglari

Resim 20: Grup 3 karotid arter 6rneklerinin Masson trikrom boyamasi 4x

Resim 21: Grup 3 karotid arter 6rneklerinde, tunika mediadaki (M) dizgiin seyirli yogun

kirmizi/pembe boyanma ve tunika adventisyada sinirli mayi boyanma 40x
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4.4. IMMUNOISTOKIMYASAL SONUCLAR

Ayn1 zamanda vaskiiler gecirgenlik faktorii (VPF) adiyla da bilinmekte olan
vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF), hem dogrudan hem de dolayl
mekanizmalarla anjiyogeneze katilan ¢ok islevli bir sitokindir. VEGF, mikrovaskiiler
endotelyal hiicreleri ¢ogalmalari, go¢meleri ve gen ekspresyon modellerini
degistirmeleri i¢in uyarir. Diger yandan VEGF, bu mikrovaskiiler endotelyal
hiicreleri asir1 gegirgen hale getirir, bu durum endotelyal hiicrelerin plazma
proteinlerini ekstravaskiiler bosluga sekresyonuna neden olur ve fibrinojenin
pihtilagsmasina ve bir fibrin jeli biriktirmesine yol acar. Ekstravaskiiler alanda biriken
fibrin; yeni kan damarlarinin ve olgun, vaskiilerize stroma iireten diger mezenkimal

hiicrelerin biiytimesini destekleyen gegici bir matris gérevi gortir.

Dokulardaki VEGF artisi ve buna bagh gelisen anjiyogenez, dengesiz
aterosklerotik lezyonlarin ve neointimal hiperplazinin olugumunda Onemli bir
faktordiir. Immiinohistokimyasal 6rneklerin skorlanmasinda yaygin olarak kullanilan
yontem; boyanma-sinyal yogunlugunun 0 ile 3 arasinda skorlandirilmasidir. 0-1 arasi
zayif/negatif boyanma, 2 orta/soluk dereceli boyanma, 3 yogun/koyu boyanma olarak

degerlendirilir.

4.4.1. Grup 1 VEGF tutulumu

Resim 22: Grup 1 deneklerin adventisyasindaki giigli VEGF sinyali gérilmekte +++; 10x
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Resim 23: Grup 1 deneklerin adventisyasindaki gliglii VEGF sinyali gorilmekte +++; 40x

Resim 24: Grup 1 deneklerin adventisyasindaki gli¢lii VEGF sinyali gorilmekte +++; 10x
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4.4.2. Grup 2 VEGF tutulumu

Resim 25: Grup 2 deneklerin adventisyasindaki zayif/orta VEGF sinyali gérilmekte +, ++; 10x

Resim 26: Grup 2 deneklerin tunika adventisyasindaki zayif/orta VEGF sinyali goriilmekte +, ++; 40x
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4.4.3. Grup 3 VEGF tutulumu

Resim 27: Grup 3 deneklerin tunika adventisya ve mediasindaki orta VEGF sinyali gorilmekte ++; 40x

Resim 28: Grup 3 deneklerin tunika adventisya ve mediasindaki orta VEGF sinyali gorilmekte ++; 40x
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A-smooth muscle actin (a-SMA), yetiskin diiz kas hiicrelerinin proliferatif
olmayan ve kontraktil fenotipi igin bir belirtectir. Vaskiiler rekonstriiksiyon
sonrasinda; a-SMA ve diger yapisal proteinlerin ekspresyonu azalir. Bu sayede diiz

kas hiicreleri promigratif ve proliferatif bir fenotip kazanir.

4.4.4. Grup 1 a-SMA tutulumu

Resim 29: Grup 1 deneklerin tunika adventisyasindaki zayif a-SMA sinyali gériilmekte +; 10x

Resim 30: Grup 1 deneklerin tunika adventisyasindaki zayif a-SMA sinyali gériilmekte +; 20x
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4.4.5. Grup 2 a-SMA tutulumu

Resim 31: Grup 2 deneklerin tunika mediasindaki zayif/orta a-SMA sinyali goriilmekte +,++; 20x

Resim 32: Grup 2 deneklerin tunika media ve adventisyasindaki zayif/orta a-SMA sinyali gérilmekte

+,++; 20x
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4.4.6. Grup 3 a-SMA tutulumu

Resim 33: Grup 3 deneklerin tunika intima, media ve adventisyasindaki

orta a-SMA sinyali gériilmekte ++; 20x

Resim 34: Grup 3 deneklerin tunika media ve adventisyasindaki

orta a-SMA sinyali gériilmekte ++; 10x
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V. TARTISMA

Tikayict arter hastaliklarinin tedavisinde vaskiiler cerrahi girisimler oldukca
stk kullanilan girisimlerden biridir. Giinlimiizde bu tarz islemlerin uzun donem
basarisini, neointimal hiperplazi nedeniyle gelisen restenoz olumsuz etkilemektedir
(1, 2). Vaskiiler sisteme yapilan cerrahi miidahalelerin neredeyse tamami, damar
duvarinda hasara ve buna bagli olarak diiz kas hiicre proliferasyonu ve neointimal
hiperplaziye neden olur ve endotel biitiinligiiniin bozulmasi restenozda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Endotel hiicre hasari, NO ve protoglandinler gibi mediatorlerin
salgilanmasinin azalmasina yol acar, bu da daha belirgin bir enflamatuar yanitla
sonuclanir. Vaskiiler endotel hasarindan sonra, bu bolgede trombosit adhezyonu ve
agregasyonu gelisir. Trombosit, makrofaj ve aktive endotel hiicreleri tarafindan
salinan biiyiime faktorleri ve sitokinlerin etkisi ile medial diiz kas hiicreleri prolifere
olurlar. Prolifere olan diiz kas hiicreleri intimaya gd¢ ederler. Intimal bélgede diiz
kas hiicre proliferasyonu, kollojen sentezi ve depolanmasi sonucunda neointimal
hiperplazi meydana gelir. Kisacasi intimal hiperplazinin birinci basamag: diiz kas
hiicre proliferasyonu, ikinci basamagi ise prolifere olan diiz kas hiicrelerinin intimaya
gocudir (3, 22, 23, 59). Ayrica zayif cerrahi teknik nedeniyle ortaya c¢ikan
adventisyal hasar, intimal hiperplazinin ilerlemesine katkida bulunur. Caligmamizda
bu durumun dezavantajini, uygun cerrahi teknik ve ekipte standartizasyon saglayarak
ortadan kaldirdik.

Intimal hiperplazi ile ilgili deneysel calismalarda vaskiiler hasar olusturmak
icin en sik kullanilan iki yontem; daha cok intima hasar1 olusturan balon
kateterizasyonu ve tlim damar duvarinda hasara neden olan vaskiiler anastomoz
modelidir (23, 59, 60). Balon kateter modelinde intimal hasar olusturulurken, balon
el ile sisirildigi i¢in tiim deneklerde esit olarak basing uygulanamamakta ve balonun
sisirildigi damar segmenti net olarak bilinmemektedir. Bu da histolojik inceleme i¢in
cikartilan damar segmentinde hasar olugsmama riskini dogurabilmektedir (61).
Deneysel ¢alismamizda kullandigimiz anastomoz modelinin balon kateter modeline
gbre avantaji da, bu teknikte tiim davar duvari hasarlanacagi icin intimal hasarin daha
fazla olmasidir. Biz de bu nedenlerle calismamizda balon kateter ile hasar

olusturmanin standardizasyon problemi tasidigini disiindiigiimiiz i¢in; tim
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deneklerde yaklasik olarak ayni miktarda hasar olusturuldugundan emin oldugumuz
anastomoz modelini tercih ettik. Ayrica Ostrojenin neointimal hiperplaziyi azalttig
bilindigi i¢in tiim deneklerin erkek olmasina dikkat ettik (62).

More ve ark. yaptiklari bir ¢alismada; tavsanlarda endotel hasarindan 3 giin
sonra reendotelizasyonun basladiginm1 ve ekstraselliiller matriks birikimine bagh
olarak 1 ayda neointimal hiperplazinin maksimum seviyeye ulastigini ve ii¢ ay i¢inde
ise azalma oldugunu tespit etmislerdir (60). Biz de ¢aligmamizda bu siireye sadik
kalarak 28 gilinde tavsanlarin yasamina son verdik ve neointimal hiperplazinin en iist
seviyede olusmasini sagladik.

Literatiirde goriildiigii iizere neointimal hiperplazi olusumunun histolojik
degerlendirilmesinde; intima kalinligi, media kalinlig1, intima/media kalinlik orani,
intima alani, media alani, intima/media alan orani, limen ¢ap1 ve liimen alani
karsilagtirilmistir (21, 63-66). Biz de deneysel c¢alismamizda daha Onceki bu
calismalara benzer sekilde histolojik oOlgiimler yaptik ve istatistiksel olarak
karsilastirdik. Ek olarak neointimal hiperplazi ile iliskilendirilen VEGF ve a-SMA
tutulumunu (67-70) immiinohistokimyasal olarak degerlendirdik, H&E ve Masson
trikrom histolojik boyamalari ile damar duvarinda neointimal hiperplazi ile
iliskililendirilen bag doku, vaso vasorum ve adipoz doku varhigini degerlendirip
karsilastirdik.

Vaskiiler anastomozdan sonra kritik iyilesme evresi ameliyattan sonraki ilk 2
hafta icindedir. Herhangi bir vaskiiler cerrahide hizli ve tam hemostazin saglanmasi,
cok biiyiik dneme sahiptir. Vaskiiler cerrahide kullanilan hemostatik ajanlarin topikal
uygulanmasi, dikisler arasindaki bosluklari kapatarak hemostazi etkin bir sekilde
saglar, vaskiiler anastomoz i¢in gerekli olan dikis sayisini azaltir ve bu nedenle
vaskiiler ameliyat siiresini giivenli ve etkili bir sekilde basitlestirir ve kisaltir (71).
Giiniimiizde vaskiiler rekonstriiksiyon sonras1 hemostatik ajan olarak sik¢a kullanilan
PEGP ve SSA-glutaraldehit’in enflamasyon lizerine etkisi ve hemostatik etkinligi
acisindan kapsamli ¢alismalar mevcut olsa da; neointimal hiperplazi iizerine etkisi
hakkinda yeterli veri yoktur. Bu nedenle, vaskiiler anastomozda hemostaz saglamak
amaciyla kullanilmak tizere etkinligi kanitlanmis ve ticari kullanima sunulan sentetik
ve biyolojik temelli iki hemostatik ajanin neointimal hiperplazi iizerine etkisini

inceledik.
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Wippermann ve ark. tarafindan yapilan deney modelinde, domuz koroner
arteri distal anastomozunda hemostatik ajan olarak kullanilan siyanoakrilat, SSA-
glutaraldehit ve jelatin-resorsinol’{in 3 ay sonraki histolojik etkileri karsilastirilmis ve
SSA-glutaraldehit’in kullanilan diger ajanlara kiyasla siddetli enflamatuar yanita ve
yaygin fibroblastik proliferasyona neden oldugu, jelatin-resorsinol’iin ise minimal
doku reaksiyonu gosterdigi saptanmistir. Bu sebeple SSR-glutaraldehit’in
anastomoz hattina en fazla 2cc uygulanmasini Onermislerdir. Ek olarak tiim
yapistiricilarda benzer oranda yapisikliga neden olan tutkal pargalart gozlenmistir
(72). Bizim ¢alismamizda da H&E boyama ile incelenen preparatlarda, Grup 2’de
SSA-glutaraldehite ait tutkal parcalari izlenmektedir. SSA-glutaraldehit kullanilan
Grup 2’de, liimen alani ve liimen ¢apinin anlamli olarak Grup 1 ve Grup 3’e kiyasla
daha az oldugu goriilmektedir (p:0,003 p:0,000). Bu etkiye, damar duvarina disaridan
mekanik basiya sebep olan SSA-glutaraldehite ait tutkal pargalarinin neden oldugu
distinmekteyiz. SSA-glutaraldehit’in  ¢6ziinme siiresi 3-6 ay aras1 olarak
belirtilmektedir. Neointimal hiperplazinin 4 hafta sonunda maksimum seviyeye
ulastig1 diisiiniiliirse, galismamiz sonucunda ortaya ¢iktig1 lizere, geg¢ ¢ozlinme siiresi
sebebiyle SSA-glutaraldehit’in neointimal hiperplaziyi azaltmasina ragmen damar
limenini daraltmasi nedeniyle anastomoz ag¢ikligini etkileyecegi goriisiindeyiz.

Gundry, Black ve Izutani tarafindan kegiler iizerinde yapilan hayvan
calismalarinda, = SSA-glutaraldehit’in 3 ay  sonundaki  degerlendirmede
minimal enflamatuar yanit olusturdugu saptanmustir (57).

Lulzim Vokrri ve ark. tarafindan tavsan abdominal aortasinda SSA-
glutaraldehit kullanilarak yapilan bir ¢alismada kontrol grubuna kiyasla anastomoz
bolgesinde diisiik dereceli enflamatuar yanit gézlendigi bildirilmistir (73).

Charles W. ve ark. tarafindan koyunlarda torasik aort tamirinde hemostatik
ajan olarak kullanilan SSA-glutaraldehit’in anastomoz sonrasi ii¢lincii ayda yapilan
histolojik degerlendirmesinde minimal enflamasyona sebep oldugu goriilmiistiir (74).
Calismamizda enflamasyon Olgeklendirmesi yapilmamasina ve 28 giinliik sonuglar
olmasimna ragmen; damar duvarindaki hasarlanmayi, fibrozisi ve dolayli olarak
enflamasyon artisin1 gosteren (75, 76) Masson trikrom boyama sonuglarinda, SSA-
glutaraldehit kullanilan Grup 2’deki bag doku artis1 Grup 1’den daha az ¢ikmustir.
Ayrica immiinohistokimyasal incelemede enflasmasyon ile iliskilendirilen VEGF
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tutulumu (77-81) yine Grup 2’de daha az olarak sonuglanmis, bu da Grup 1’e kiyasla
daha az enflamatuar yanitin olustugunu géstermektedir.

Longsheng Daia ve ark. tarafindan yapilan ve tavsan karotid arterinde venoz
greft ile bypass sonrasi siyanoakrilat uygulamasinin neointimal hiperplazi iizerine
etkisini aragtiran bir c¢alismayla siyanoakrilat uygulanan vendz greftlerde,
siyanoakrilatin PAI-1 m-RNA’nin asir1 ekspresyonunu bloke
ederek intimal hiperplaziyi azaltabilecegini  gostermislerdir  (82). Calismamiz
sonucunda hemostatik ajan olarak kullanilan biyolojik yapidaki SSA-glutaraldehit ve
sentetik bilesen PEGP’nin Grup 1’e kiyasla neointimal hiperplaziyi azalttigi
saptanmustir (p:0,003). Ancak molekiiler diizeyde bir inceleme yapilmadigi i¢in bu
etkinin molekiiler diizeydeki nedeni tam olarak gosterilememistir. Bu iki bilesenin
neointimal hiperplaziyi azaltmadaki roliiniin, Longsheng Daia ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada oldugu gibi, molekiiler diizeyde yapilacak ileri arastirmalarla
ortaya konmasi gerekmektedir.

Walter Fiirst ve ark. tarafindan yapilan insan embriyonik fibroblast ve fare
miyoblasti {izerinde in vivo SSA-glutaraldehit’in toksik etkilerinin incelendigi bir
calismada, SSA-glutaraldehit’in hiicre nekrozuna sebep olan sitotoksik etkileri
saptanmustir (83). Bizim ¢alismamizda ise; SSA-glutaraldehit kullanilan Grup 2’de
enflamasyon izlenmesine ragmen hiicre nekrozuna rastlanmamuistir.

W. Schiller ve ark. tarafindan tavsan karotid arterinde SSA-glutaraldehit
kullanilarak yapilan dikigsiz anastomoz ile dikis kullanilarak yapilan anastomoz
karsilastirilmis ve liimen i¢i tromboz agisindan anlamli bir farka rastlanmamustir.
Ancak SSA-glutaraldehit kullanilan dikigsiz anastomozda, daha fazla sayida
enflamatuar hiicre tespit edilmis, iki anastomozda da erken donem kalsifikasyonlara
rastlanmistir. SSA-glutaraldehit’in enflamatuar yanitin1 6lgeklendirerek (84) arastiran
bu deneysel ¢alismayla, insan koroner arter bypass ameliyatinda kullanilmasinin su
anda giivenli olmadig1 ve uzun vadede diger damar ameliyatlarinda da dezavantajh
olabilecegi sonucuna vartlmigtir (85). Calismamiz neticesinde liimen alani ve liimen
capmnin SSA-glutaraldehit kullanilan Grup 2’de, Grup 1’e kiyasla anlamli olarak
daha az olmasi sebebiyle (p:0,002 p:0,005) biz de koroner arter bypass operasyonlari
gibi sentetik greftin olmadig1 anastomozlarda, yeterli klinik ¢alismanin olmamasi ve

uzun donem sonuglarinin ortaya konmamasi sebebiyle SSA-glutaraldehit’in
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hemostatik ajan olarak kullanilmasindan kaginilmasi gerektigi kanaatindeyiz. Ancak
PEGP kullanilan Grup 3’te, Grup 1’e kiyasla liimen alan1 ve llimen c¢apinda 28 giin
sonunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da artis izlemistir. Ayrica Grup 1’e
kiyasla intima kalinlig1 istatistiksel olarak daha azdir (p:0,001). Bu sebeple erken
donem sonuglar1 acisindan, PEGP’nin vaskiiler anastomozda kullanimi mimkiin
olmakla birlikte ileri klinik ¢caligmalara ve uzun dénem sonuglara ihtiyag vardir.

W. Stooker ve ark. tarafindan yapilan ve ex vivo kardiyopulmoner bypass
altinda insan safen veni iizerinde PEGP’nin etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada;
PEGP’nin biyouyumlu, biyog¢oziinebilir, elastik, seffaf, tamamen sentetik yapisi
nedenli ve viral bulas riskinin olmamasi sebebiyle koroner arter bypass
operasyonlarinda kullanilabilecegi ongoriilmiis, kontrol grubuna kiyasla diiz kas
hiicre hasarinin daha az oldugu sonucuna varilmistir. Polietilen glikol’iin
farmakolojik olarak ilag tasiyicisi olarak kullanilmasi sebebiyle de, periadventisyal
lokal uygulamalarda hiicre proliferasyonunu engelleyecek ilaglar ile kombine
edilerek kullanimimin miimkiin olabilecegi ve boylelikle neointimal hiperplaziyi
azaltacak etkinlige sahip olabilecegi; ancak uzun dénem caligmalara ihtiya¢ oldugu
belirtilmistir (86). Bizim deneysel g¢alismamizda PEGP uygulanan Grup 3’de,
neointimal hiperplazinin anlamli olarak Grup 1’e kiyasla daha az oldugu goriilmiistiir
(p:0,001). Ayrica Grup 1’e kiyasla a-SMA tutulumu daha fazla, VEGF tutulumu ise
daha az olarak saptanmis ve Masson trikrom boyamada media tabakasindaki bag
doku artis1 daha az olarak bulunmustur. Bu durum PEGP kullanilan Grup 3’te doku
hasarinin daha az oldugu anlamini tagimaktadir. Ancak vaskiiler anastomozda
hemostat olarak kullanilmasi i¢in uzun dénem caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Paul Slezak ve ark. tarafindan Yeni Zelanda tipi tavsanlarda abdominal aort
anastomozunda hemostaz amaciyla kullanilan SSA-Glutaraldehit ve PEGP’nin iki
hafta sonraki doku reaksiyonlarmin degerlendirildigi bir ¢alismada, SSA-
Glutaraldehit grubunda PEGP’ye kiyasla daha fazla enflamasyon gorildigi ve
biyo¢oziinmenin daha az oldugu saptanmis. Her iki grupta da graniilomatoz
reaksiyon izlenmis; ancak SSA-Glutaraldehit grubunda eozonofilik infiltrasyon
anlamli olarak fazla bulunmustur. Bu ¢alismada neointimal hiperplaziye yonelik bir
veri elde edilmemistir (87). Bizim ¢alismamizda eozonofilik infiltrasyona ait veri

bulunmamasina ragmen; SSA-glutaraldehit kullanilan Grup 2’de Grup 3’e kiyasla
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Masson trikrom boyamada daha fazla bag doku artis1 saptanmustir. iki hemostatik
ajanin a-SMA tutulumlar1 da karsilagtirildiginda Grup 3’de daha fazla a-SMA
tutulumu oldugu goriilmektedir. Boylelikle PEGP kullanilan Grup 3’te, SSA-
glutarakdehit kullanilan Grup 2’ye kiyasla daha az enflamasyon oldugu
distiniilebilir.

Tunika adventisya, damar duvarinin en dis tabakasidir ve dinamik yapisi
sayesinde ise; media ve intima tabakalarindaki hiicrelerle iletisim halindedir. Ek
olarak tunika adventisya; dentritik hiicreler, makrofajlar lenfositler, ganglionik
hiicreler, mast hiicreleri, kok hiicre benzeri vaskiiler ve hematopoetik progenitorler
ve ¢evreleyen bir adipoz doku tabakasi dahil olmak tizere ¢esitli hiicrelerden olusur
(88). Bu tabakadaki hiicreler damar duvarinin onariminda ve yeniden yapilanmanin
diizenlenmesinde ©Onemli bir rol oynar. Vaskiiler yaralanma, damar duvarinin
biitiinliiglinlin  bozulmasinin ardindan mekanik stres ve iskemiye cevaben;
miyofibroblastlara farklilasan ve kemokin, sitokinlerin salgilanmasi  yoluyla
enflamasyona neden olan adventif fibroblastlar aktive edilir. Salgilanan bu faktorler
daha sonra lokositlerin media ve intima tabakalarmma goclinii uyarir, anjiyojenik
faktorlerin artmasina neden olur. Tunika adventisya ve adventisyal vaso vasorum
reaktif oksijen {iriinleri ve biliylime faktorlerini iireterek hiicre proliferasyonu ve
gociline boylelikle de intimal kalinlagmaya neden olur. Ayrica vaskiiler yaralanma
sonrast  vasa vasorumun  hasarlanmasi adventisyal iskemiye  neden  olur.
Endotel biitiinliigii ve fonksiyonu ig¢in saglam bir adventisyanin gerekli olmasi
sebebiyle bu durum endotelyal ve intimal nekroza yol agar (89). Adventisyal
vasa vasorum iskemiye cevap olarak neovaskiilerizasyona ugrayarak
enflamatuar hiicreler, yerlesik kok hiicreler i¢in intimaya agilan bir giris noktasi
gorevi goriir ve boylece vaskiiler yapinin yeniden sekillenmesini saglar, neointimal
hiperplazi gelisimini kolaylastirir (90, 91). Deneysel c¢alismamizdaki SSA-
glutaraldehit kullanilan Grup 2’de ve PEGP kullanilan Grup 3’de histolojik inceleme
sonucunda, Grup 1’e kiyasla tunika adventisyadaki vaso vasorum oraninda belirgin
farka rastlanmamustir. Ancak istatistiksel olarak hemostatik ajan kullanilan diger iki
grupta neointimal hiperplazinin Grupl’e kiyasla daha az ¢ikmasinin nedenlerinden
birinin, Grup 1°deki adventisyal vaso vasorum olusumu ile iligkili VEGF

tutulumundaki artis oldugunu diisiinmekteyiz. Calismamiz 28 giin siire ile sinirh
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oldugu i¢in, siirenin yeterli olmamasi sebebiyle artmis VEGF sinyaline ragmen;
belirgin vaso vasorum artiginin histolojik olarak ortaya konamadigini diisiinmekteyiz.

Periadventisyel adipositler; adiponektin, hidrojen peroksit, hidrojen siilfit
ve adiposit tiirevi gevsetici faktorleri (ADRF') serbest birakarak vazo motor tonusun
diizenlenmesine katilir (92). ADRF’ler nitrik oksiti serbest birakir, endotelyal nitrik
oksit  sentaz aktivitesini  yiikseltir,  Potasyum  kanallarii  aktive  eder
ve miyofibroblast gogiinii inhibe eder (90, 93).  Periadventisyel adipoz dokusu
tarafindan tretilen anti-enflamatuar adiponektin, neointimal biiyiime
tizerinde inhibe edici  bir rol  oynarken; leptin gibi pro-enflamatuar adipokinler
artmig neointimal hiperplazi ile iliskilidir (89).Ek olarak adiponektin, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu azaltarak ve damar duvarinda nitrik
oksit biyoyararlanimini arttirarak vazoprotektif 6zellikler gosterir (89, 92). Deneysel
calismamizda SSA-glutaraldehit kullanilan Grup 2’de ve PEGP kullanilan Grup 3’de
histolojik inceleme sonucunda Grup 1’¢ kiyasla tunika adventisyada daha fazla
sayida adipoz doku goriilmiistiir. Istatistiksel olarak neointimal hiperplazinin
Grup1’e kiyasla daha az ¢ikmasinin nedenlerinden birinin adventisyal yag doku artisi
oldugunu diisiinmekteyiz.

Xiao-Dong Li ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, adventisyal VEGF
sinyalindeki artisin neointimal hiperplazi gelisimi ile iliskili oldugu saptanmus,
saglikli iyilesme gosteren dokularda daha az tutuldugu gosterilmistir (67).
Calismamiz sonucunda neointimal hiperplazinin daha az saptandigi hemostatik ajan
kullanilan Grup 2 ve Grup 3’te, VEGF tutulumu Grup 1’e kiyasla daha azdir. Bu
veriler neticesinde ¢alismamiz VEGF tutulumu ve neointimal hiperplazi arasindaki
iliski agisindan, Xiao-Dong Li ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma ile benzer sekilde
sonuglanmistir.

J Zhou ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, Tongxinluo’nun adventisyal
anjiyogenezi inhibe ederek VEGF seviyesini diisiirdiigiinii ve bu sayede neointimal
hiperplaziyi azalttigin1 saptanmislar (70). Adventisyal VEGF tutulumundaki azalma
ile neointimal hiperplazinin azalmasi1 arasindaki bu iligki, bizim ¢alismamizin da
Grup 2 ve Grup 3’te daha az VEGF tutulumu gostermesiyle benzer sekilde

sonuclanmistir.
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H. Jan ve ark. tarafindan intimal hiperplaziyi azaltmak igin, Astragalus—
Angelica kombinasyonu kullanilmis; ¢alismanin kontrol grubunda a-SMA yiiksek
boyanma gosterirken, deney gruplarinda boyanma yogunlugunun azaldigi
bulunmustur. Iyilesme gruplarinda ise; deney gruplarma goére boyanmanin fazla
oldugu gozlenmistir. Bu ¢alisma neticesinde a-SMA tutulumundaki azalmanin
neointimal hiperplazi artis1 ile iliskili oldugu saptanmustir (69). Bizim ¢alismamizda
da benzer sekilde, neointimal hiperplazinin daha az oldugu Grup 2 ve Grup 3’te a-
SMA tutulumu daha fazla olmustur. Biz de bu sonuglarla a-SMA tutulumundaki
azalma ile neointimal hiperplazi artis1 arasinda bir iligski oldugunu diisiinmekteyiz.

Schachner ve ark.’nin lokal rapamisin uygulamasinin neointimal hiperplaziyi
inhibe ettigini gosterdikleri bir ¢alismada, kontrol grubuna gore lokal rapamisin
uygulanan grupta a-SMA tutulumunun daha fazla oldugu gosterilmistir (68).
Calismamiza benzer sekilde, bu c¢alismada periadventisyal uygulamalar ile
neointimal hiperplazi arasindaki iliski ortaya konmaya caligilmistir. Calisma sonucu
da deneysel verilerimiz ile benzer nitelikte olup, a-SMA tutulumun fazla oldugu

gruplarda, neointimal hiperplazinin daha az oldugu goriisiimiizii desteklemektedir.
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VI. SONUC

Vaskiiler cerrahi girisimlerin uzun doénem bagarisint etkileyen en Onemli
durumun, neointimal hiperplaziye bagl gelisen restenoz oldugu bilinmektedir.

Vaskiiler anastomozda kanama kontroliinii saglamak amaciyla lokal olarak
kullanilan ajanlarin neointimal hiperplaziye etkisini gdstermek i¢in yaptigimiz bu
calismanin sonucunda; biyolojik yapili hemostatik ajan SSA-glutaraldehit ve sentetik
yapilt hemostatik ajan PEGP’nin neointimal hiperplazi gelisimini engelledikleri
gosterilmekle birlikte, SSA-glutaraldehit’in mekanik basitya bagli liimen alanmi ve
liimen c¢apinda azalmaya neden oldugu, PEGP’nin ise liimen alani ve liimen ¢ap1
tizerinde olumsuz etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Lokal olarak uygulanan bu iki
hemostatik ajanin, o6zellikle damar duvarindaki VEGF ve a-SMA salinimi,
adventisyal vaso vasorum ve adipoz doku iizerindeki etkileri sebebiyle neointimal
hiperplazi gelisimini azalttigim1 diisiinmekteyiz. Tunika adventisyanin bu rolii
sebebiyle, periadventisyal lokal ila¢ uygulamalarinin neointimal hiperplazi ve
restenoz lizerinde olumlu veya olumsuz etkileri olabilecegi kanaatindeyiz. Bu
nedenle vaskiiler rekonstriiksiyon sonrasi lokal olarak uygulanan periadventisyal
maddelerin kullanilmadan Once; sitotoksite, neointimal hiperplazi ve restenoz
tizerindeki etkilerinin arastirilmas1 gerektigini diisiinmekteyiz.

Bu ¢alisma neticesinde PEGP’nin; liimen alani, limen ¢api, intima kalinligt,
intima/media kalinlik orani, tunika mediadaki bag doku olusumu, damar duvarindaki
VEGF ve a-SMA tutulumu, adventisyal yag doku miktar1 gibi neointimal hiperplazi
ile iligkili belirteclerde iyi sonuglarinin olmasi yaninda, SSA-glutaraldehit gibi tutkal
pargalarina bagli mekanik basi olusturmamasi sebebiyle limen alani ve liimen cap1
tizerinde olumsuz etkisi yoktur. Bu avantajlar1 dolayisiyla PEGP’nin vaskiiler
anastomozda giivenle kullanilabilecegini 6ngérmekteyiz.

Calismamiz sonucunda elde edilen standart kosullardaki karsilastirmali
verilerin yardimi, kullanilan hemostatik ajanlarin ticari formu olmasi ve cerrahi
operasyonlarda kullanilmasi sebebiyle klinik pratikte durum odakli karar vermeye

yardimci olacagi diislincesindeyiz.
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OZET:

Tavsan Karotid Arter Anastomozunda Sigir Serum Albiimin-Glutaraldehit ve

Polietilen Glikol Polimer’in Neointimal Hiperplazi Uzerine Etkisi

Ertirk Karaagag, Izmir Katip Celebi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kalp ve

Damar Cerrahisi Anabilim Dah, izmir

AMAC: Koroner ve periferik arter hastaliklari, gliniimiizde yasam kalitesi ve
ortalama yasam siiresini belirleyen en onemli kronik hastaliklardandir ve bu
hastaliklarin  tedavisinde vaskiiler cerrahi girisimler olduk¢a sik kullanilan
girisimlerden biridir. Vaskiiler girisimler sonrast
gelisebilen restenoz tizerinde, intimal hiperplazi ve diiz kas hiicre proliferasyonunun
biiyiik etkisi vardir. Neointimal hiperplazi nedeniyle gelisen restenoz, giiniimiizde bu
tarz islemlerin uzun donem basarisini olumsuz etkilemektedir (1). Kalp damar
cerrahisi uzmanligi son 50 yil iginde hizli bir sekilde gelisim gdstermistir (7). Artan
operasyon sayilar1 ve kompleks cerrahi girisimler sebebiyle, hemostaz saglayarak
kanamanin etkili tedavisi cerrahi operasyonlar sonrasi olumlu sonuglar alabilmek i¢in
kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle cerrahi operasyonlarda hemostaz saglamak i¢in ¢ok
cesitli ajanlar gelistirilmistir. Hemostatik ajanlar arasindaki; polimerizasyon ve etki
siireleri, sitouyumluluk, biyog¢dziinebilirlik, patlama basinci dayanimi, elastikiyet,
¢oziilme stireleri, 1slak veya kuru dokuya yapigmalar1 gibi farklar kalp ve damar
cerrahisinde kullanilan hemostatik ajanlar1 sinirlamaktadir. Giiniimiizde vaskiiler
rekonstriiksiyon sonrast hemostatik ajan olarak sikg¢a kullanilan polietilen glikol
polimer (PEGP) ve sigir serum albiimin-glutaraldehit (SSA-glutaraldehit)’in
neointimal hiperplazi ve endotelyal proliferasyon iizerine etkisi hakkinda yeterli veri
yoktur. Bu iki ajanin vaskiiler rekonstriiksiyonda giivenli kullaniminin
degerlendirilmesi ve diger hemostatik ajanlarin da kullanilmadan 6nce neointimal
hiperplazi ve endotelyal proliferasyona etkilerinin incelenmesi gerektigi
kanaatindeyiz. Bu ylizden biz de, tavsan karotid arter anastomozunda PEGP ve SSA-
glutaraldehit’in neointimal hiperplazi ve endotelyal proliferasyon {iizerine etkisini

arastirmay1 hedefledik.
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MATERYAL-METOD: Calismamizda randomize olarak segilen, ortalama 2-3 kg
agirh@inda 21 adet Yeni Zelenda tipi erkek tavsan kullanildi ve tavsanlar 3 gruba
ayrildi. Ketamin ve ksilazin anestezisi sonrasi sterilizasyon saglanarak tavsanlara
uygun pozisyon verildi ve profilaktik antibiyotik olarak sefazolin uygulandiktan
sonra, tiim grup tavsanlara vertikal orta hat boyun insizyonu yapildi ve sag ana
karotid arter eksplore edildi. Sag ana karotid arter heparinizasyon sonrasi transekte
edildi. 8/0 polipropilen dikis kullanilarak tek tek siitur teknigiyle ayni cerrah
tarafindan u¢ uca anastomoz edildi. Anastmoz sonrasi limen agikliklar1 duplex
ultrasonografi ile dogrulandi. Grup 1 (7 adet) tavsanlarin sag ana karotid arter
anastomoz sahasina lokal olarak herhangi bir hemostatik ajan uygulanmadi. Grup 2
(7 adet) tavsanlarin sag ana karotid arter anastomoz sahasina lokal olarak 0,5cc SSA-
glutaraldehit anastomoz hattin1 tam olarak kapatacak sekilde uygulandi. Grup 3 (7
adet) tavsanlarin sag ana karotid arter anastomoz sahasina lokal olarak 0,5cc PEGP
anastomoz hattin1 tam olarak kapatacak sekilde uygulandi. Tiim gruptaki tavsanlarin
28 giinlin sonunda anastomoz yapilan sag ana karotid arter segmenti c¢ikarilarak
histolojik inceleme amaciyla tespit edildi, incelenmek {izere histoloji laboratuvarina
gonderildi. Daha sonra yiiksek doz sodyum pentotal ile hayvanlarin yagamina son
verildi. Uygun protokolle hazirlanan preparatlara H&E boyama ve Masson trikrom
boyama yapildi. Ayrica alinan karotid arter segmentleri VEGF ve a-SMA tutulumu
acisindan immiinohistokimyasal incelemeye alindi. Hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobunda goriintiilenerek fotograflandi ve fotograf analiz programi ile
incelenerek ve liimen ¢api, liimen alani, intima kalinligi, media kalinligi, intima-
media kalinlik orani, intima alani, media alani, intima-media alanlar1 orani
hesaplandi. Alinan 6rneklerdeki VEGF ve a-SMA tutulumlart de incelenerek tiim

sonuclar degerlendirildi.

BULGULAR: Incelenen seri kesitler istatistiksel olarak degerlendirildiginde; Grup 1
intima kalinlig1 Grup 2 ve Grup 3’den anlamli (p:0,003) olarak daha yiiksekti. Grup 2
ve Grup 3 intima kalinligi anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. Grup 1°de
media kalinlig1 Grup 2’den anlaml (p:0,022) olarak daha diisiiktii. Grup 1 ve Grup 3
media kalinligr anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. Grup 2 ve Grup 3 media
kalinhg anlamli (p>0.05) farklilik gdstermemistir. Grup 1°de I/M kalinlik oram
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Grup 2 ve Grup 3’den anlamli (p:0,000) olarak daha yiiksekti. Grup 2 ve Grup 3 /M
kalinlik orani anlamli (p>0.05) farklilik gdstermemistir. Grup 1, Grup 2, Grup 3
intima alan1 anlamh (p>0.05) farklilik gostermemistir. Grup 1°de media alan1 Grup
2’den anlamli (p:0,008) olarak daha yiiksekti. Grup 1 ve Grup 3 media alan1 anlamli
(p>0.05) farklilik gostermemistir. Grup 3’de media alani Grup 2’den anlamh
(p:0,001) olarak daha yiiksekti. Grup 1, Grup 2, Grup 3 I/M alan oran1 anlamli
(p>0.05) farklilik gostermemistir. Grup 1’de liimen ¢api Grup 2’den anlamh
(p:0,005) olarak daha yiiksekti. Grup 1 ve Grup 3 liimen ¢ap1 anlamli (p>0.05)
farklilik géstermemistir. Grup 3’de liimen ¢ap1 Grup 2’den anlamli (p:0,000) olarak
daha yiiksekti. Grup 1’de liimen alan1 Grup 2’den anlamli (p:0,002) olarak daha
yiiksekti. Grup 1 ve Grup 3 liimen alani anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir.
Grup 3’de liimen alan1 Grup 2’den anlamli (p:0,003) olarak daha yiiksekti. H&E
boyama sonrasi gruplarin kendi i¢inde tunika adventisya tabakalar1 incelendiginde;
Grup 1’e gore Grup 2 ve Grup 3’te daha fazla sayida yag doku gozlendi. Grup 2 ve
Grup 3 arasinda ise; yag doku artisinda net bir fark gbzlenmedi. Her {i¢ grupta da
adventisyal vaso vasorum varligi goriildii. Ek olarak Grup 2’deki kesitlerde liimene
mekanik basiya neden olan tutkal parcalarina rastlandi. Masson trikrom boyama
sonrasi yapilan incelemelerde, Grup 1’de tunika mediada mavi boyanma ile yaygin
bag doku artis1 izlenirken Grup 2’de az miktarda mavi boyanma ile bag dokuya
rastlandi. Grup 3’te ise; tunika media tabakasi tamamen diizgiin seyirli ve kirmizi
boyanirken bag doku olusumu izlenmedi. Immiinohistokimyasal incelemede VEGF
tutulumu degerlendirildiginde; Grup 1’de giiclii tutulum, Grup 2’de zayif/orta
tutulum, Grup 3’te ise orta tutulum mevcuttu. A-SMA tutulumu degerlendirildiginde
ise; Grup 1’de zayif tutulum, Grup 2’de zayif/orta tutulum, Grup 3’te ise tiim

tabakalarda olmak tizere orta tutulum mevcuttu.

SONUC: Vaskiiler cerrahi girisimlerin uzun donem basarisini etkileyen en énemli
durumun, neointimal hiperplaziye bagli gelisen restenoz oldugu bilinmektedir.
Vaskiiler anastomozda kanama kontroliinii saglamak amaciyla lokal olarak kullanilan
ajanlarin neointimal hiperplaziye etkisini gostermek i¢in yaptigimiz bu ¢aligmanin
sonucunda; biyolojik yapili hemostatik ajan SSA-glutaraldehit ve sentetik yapili

hemostatik ajan PEGP’nin her ikisinin de neointimal hiperplazi gelisimini
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engelledikleri gosterilmekle birlikte, SSA-glutaraldehit’in mekanik basiya bagh
liimen alan1 ve liimen ¢apinda azalmaya neden oldugu, PEGP nin ise liimen alan1 ve
limen c¢ap1 iizerinde olumsuz etkisinin olmadigr gosterilmistir. Lokal olarak
uygulanan bu iki hemostatik ajanin, 6zellikle damar duvarindaki VEGF ve a-SMA
salinimi, adventisyal vaso vasorum ve adipoz doku iizerindeki etkileri sebebiyle
neointimal hiperplazi gelisimini azalttigin1 diistinmekteyiz. Tunika adventisyanin bu
rolii sebebiyle, periadventisyal lokal ila¢ uygulamalarmin neointimal hiperplazi ve
restenoz lizerinde olumlu veya olumsuz etkileri olabilecegi kanaatindeyiz. Bu
nedenle vaskiiler rekonstriiksiyon sonrasi lokal olarak uygulanan periadventisyal
maddelerin kullanilmadan once; sitotoksite, neointimal hiperplazi ve restenoz
tizerindeki etkilerinin arastirilmast  gerektigini  diisiinmekteyiz. Bu c¢alisma
neticesinde PEGP’nin; liimen alani, limen ¢api, intima kalinligi, intima/media
kalinlik orani, tunika mediadaki bag doku olusumu, damar duvarindaki VEGF ve a-
SMA tutulumu, adventisyal yag doku miktar1 gibi neointimal hiperplazi ile iliskili
belirteglerde iyi sonuglarmmin olmasi yaninda, SSA-glutaraldehit gibi tutkal
pargalarina bagli mekanik basi olusturmamasi sebebiyle liimen alani ve liimen cap1
tizerinde olumsuz etkisi yoktur. Bu avantajlar1 dolayisiyla PEGP’nin vaskiiler
anastomozda giivenle kullanilabilecegini ongdérmekteyiz. Calismamiz sonucunda
elde edilen standart kosullardaki karsilastirmali verilerin yardimi, kullanilan
hemostatik ajanlarin ticari formu olmasi ve cerrahi operasyonlarda kullanilmasi
sebebiyle klinik pratikte durum odakli karar vermeye yardimci olacagi

diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimerler: tavsan, karotis, neointimal hiperplazi, polietilen glikol

polimer, sigir serum albiimin-glutaraldehit

65



SUMMARY:

Effect of Bovine Serum Albumin-Gluteraldehyde and Polyethylene Glycol

Polymer on Neointimal Hyperplasia in Rabbit Carotid Artery Anastomosis

Erturk Karaagac, Izmir Katip Celebi University, Faculty of Medicine,

Department of Cardiovascular Surgery, izmir

OBJECTIVE: Coronary and peripheral arterial diseases are the most important
chronic diseases that determine the quality of life and life expectancy and vascular
surgery is one of the most frequently used procedures in the treatment of these
diseases. Intimal hyperplasia and smooth muscle cell proliferation have a major
effect on restenosis that may develop after vascular interventions. Restenosis due to
neointimal hyperplasia has a negative impact on the long-term success of these
procedures (1). Cardiovascular surgery expertise has developed rapidly in the last 50
years (7). Due to the increasing number of operations and complex surgical
interventions, effective treatment of bleeding by providing hemostasis is critical for
achieving positive results after surgical operations. Therefore, a variety of agents
have been developed to provide hemostasis in surgical operations. Hemostatic agents
include; differences in polymerization and effect times, cytocompatibility,
biodegradability, bursting pressure resistance, elasticity, dissolution times, adhesion
to wet or dry tissue limit the hemostatic agents used in cardiovascular surgery.
Currently, there is insufficient data on the effect of polyethylene glycol polymer
(PEGP) and bovine serum albumin-glutaraldehyde (SSA-glutaraldehyde), commonly
used as hemostatic agent after vascular reconstruction, on neointimal hyperplasia and
endothelial proliferation. We believe that the safe use of these two agents in vascular
reconstruction should be evaluated and the effects of other hemostatic agents on
neointimal hyperplasia and endothelial proliferation should be examined. Therefore,
we aimed to investigate the effect of PEGP and SSA-glutaraldehyde on neointimal

hyperplasia and endothelial proliferation in rabbit carotid artery anastomosis.

MATERIALS AND METHOD: In this study, 21 New Zealand male rabbits,

randomly selected and weighing 2-3 kg on average, were used and were divided into
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3 groups. After ketamine and xylazine anesthesia, the rabbits were placed in the
appropriate position and after prophylactic antibiotic cefazolin was applied, vertical
midline neck incision was made to all rabbits and right main carotid artery was
explored. The right main carotid artery was transected after heparinization. It was
end-to-end anastomosed by the same surgeon using a single suture technique using
8/0 polypropylene stitches. Lumen clearance after anastomosis was confirmed by
duplex ultrasonography. Group 1 (7 rabbits) did not receive any local hemostatic
agent at the right main carotid artery anastomosis line. Group 2 (7) rabbits were
applied to the right main carotid artery anastomosis line to close the 0.5cc SSA-
glutaraldehyde anastomosis line completely. Group 3 (7) rabbits were applied to the
right main carotid artery anastomosis site to close the 0.5cc PEGP anastomosis line
completely. At the end of 28 days, in the rabbits in the whole group, the right main
carotid artery segment was removed for histological examination and sent to the
histology laboratory for examination. Then, the animals were sacrificed with high
dose sodium pentotal. The sampels were subjected to H&E staining and Masson
trichrome staining. In addition, carotid artery segments were taken into
immunohistochemical examination for VEGF and a-SMA signal. The sampels were
photographed by visualization under light microscope and examined with photo
analysis program and the lumen diameter, lumen area, intima thickness, media
thickness, intima-media thickness ratio, intima area, media area, intima-media areas
ratio were calculated. VEGF and a-SMA uptake were also examined and all results

were evaluated.

FINDINGS: When the serial sections examined were evaluated statistically; Intima
thickness of Group 1 was significantly higher than Group 2 and Group 3 (p: 0.003).
In Group 2 and Group 3, intima thickness did not differ significantly (p>0.05). Media
thickness was significantly lower in Group 1 than Group 2 (p: 0.022). Group 1 and 3
did not differ significantly (p>0.05). Media thickness of Group 2 and 3 did not differ
significantly (p>0.05). The I / M thickness ratio was significantly higher in Group 1
than Group 2 and Group 3 (p: 0.000). The |/ M thickness ratio of Group 2 and
Group 3 did not differ significantly (p>0.05). The intima area of Group 1, Group 2,
and Group 3 did not differ significantly (p>0.05). Media area was significantly
higher in Group 1 than Group 2 (p: 0.008). Media area of Group 1 and Group 3 did
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not differ significantly (p>0.05). Media area was significantly higher in Group 3 than
Group 2 (p: 0.001). I / M area ratio of Group 1, Group 2, Group 3 did not differ
significantly (p>0.05). Lumen diameter was significantly higher in Group 1 than
Group 2 (p: 0.005). The lumen diameter of Group 1 and Group 3 did not differ
significantly (p>0.05). Lumen diameter was significantly higher in Group 3 than
Group 2 (p: 0.000). Lumen area was significantly higher in Group 1 than Group 2 (p:
0.002). The lumen area of Group 1 and Group 3 did not differ significantly (p>0.05).
Lumen area was significantly higher in Group 3 than Group 2 (p: 0.003). After the
H&E staining, when the tunica adventitia layers were examined; A greater number of
adipose tissues were observed in Group 2 and Group 3 than Group 1. Between Group
2 and Group 3; there was no clear difference in adipose tissue increase. Adventitial
vaso vasorum was observed in all three groups. In addition, glue fragments causing
mechanical compression to the lumen were observed in the sections in Group 2.
Masson trichrome staining showed widespread connective tissue increase with blue
staining in the tunica media in Group 1, whereas connective tissue with small amount
of blue staining was observed in Group 2. In Group 3; While the tunica media layer
was completely smooth and stained red, no connective tissue formation was
observed. When VEGF signal was evaluated in immunohistochemical examination;
Group 1 had strong signal, Group 2 had weak / moderate signal, and Group 3 had
moderate signal. When A-SMA signal was evaluated; Group 1 had weak signal,
Group 2 had weak / moderate signal, and Group 3 had moderate signal in its all

layers.

CONCLUSION: It is known that the most important condition affecting the long-
term success of vascular surgery is restenosis due to neointimal hyperplasia. As a
result of this study to show the effect of locally used agents on neointimal
hyperplasia to control bleeding in vascular anastomosis; although biological
hemostatic agent SSA-glutaraldehyde and synthetic hemostatic agent PEGP have
been shown to inhibit the development of neointimal hyperplasia, SSA-
glutaraldehyde causes a decrease in the lumen area and lumen diameter due to
mechanical compression. PEGP has no negative effect on the lumen diameter and
lumen diameter. We think that these two locally applied hemostatic agents reduce the

development of neointimal hyperplasia due to their effects on VEGF and o-SMA
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secretion, adventitious vaso vasorum and adipose tissue. Because of this role of
tunica adventitia, we think that periadventitial local drug administration may have
positive or negative effects on neointimal hyperplasia and restenosis. Therefore, prior
to the use of locally applied periadventitial agents after vascular reconstruction, we
think that effect of these agents on cytotoxicity, neointimal hyperplasia and
restenosis should be investigated. As a result of this study, PEGP has good results
neointimal hyperplasia associated markers such as luminal area, lumen diameter,
intima thickness, intima / media thickness ratio, connective tissue formation in the
tunica medias, VEGF and a-SMA signal in the vessel wall and periadventitial fat
tissue. It does not have a negative effect on the lumen area and lumen diameter due
to no mechanical compression cause of glue fragments such as SSA-glutaraldehyde.
Therefore, we think that PEGP can be used safely in vascular anastomosis. As a
result of the comparative data obtained in the standard conditions obtained from our
study, the commercial form of the hemostatic agents used and used in surgical
operations, we think that it will help in case-oriented decision making in clinical

practice.

Key Words: rabbit, carotid, neointimal hyperplasia, polyethylene glycol polymer,

bovine serum albumin-glutaraldehyde
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