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1. ÖZET

Vazodilatör Solüsyonlarla Mekanik Distans iyon Uygulanan Safen Vende

Apopitozisin Yeri

Safen ven greftinde oluşan endotel hasarının patogenezi günümüzde halen

tartışılmaya devam edilmektedir. Safen ven greftinin endotel hasarının fizyopatolojisi

için son zamanlarda ileri sürülen teoriler intrinsik venöz duvar anormallikleri

nedeniyle oluşan hasar ve bunun sonrasında ortaya çıkan endotel harabiyetidir.

Yapılan çalışmalarda kan damarı duvarının hücresel kompozisyonunun ve

morfolojisinin kontrolünde vasküler hücre apopitozisinin rolü olabileceği ileri

sürülmüştür. Bu çalışmamızda safen ven grefti hazırlarken değişik farmakolojik

ajanların ilave edildiği solüsyonlarla oluşturulan mekanik distansiyonun  apopitotik

aktivite üzerindeki etkisini araştırmayı amaçladık.

Çalışmaya her iki cinsten, koroner arter bypass greft operasyonu geçirecek

varis ve venöz yetmezlik tanısı almamış sağlıklı vena safena magna (VSM)’ya sahip

toplam 32 hasta alındı. Grup1 (Kontrol), Grup 2 (Verapamil), Grup 3 (Nitrogliserin)

ve Grup 4 (Papaverin) olmak üzere toplam dört grup oluşturuldu. Her gruba 8 hasta

dahil edildi. Her dört grubun vena safena magnasından doku örnekleri  alındı. Doku

kesitlerinde immünohistokimyasal boyama ile proapopitotik bax ve kaspaz-9 ve

antiapopitotik bcl-2 araştırıldı.

Histomorfolojik olarak kontrol ve papaverin solüsyonlarla hazırlanan safen

vende vasküler yapının bozulduğu, endotel harabiyeti ve aterosklerotik zemine doğru

gidişin hızlı olduğu gözlendi. Verepamil ve nitrogliserin ile hazırlanan safen vende

ise vasküler yapının korunduğu minimal düzeyde intimada endotel harabiyeti olduğu

gözlendi.

İmmunohistokimyasal çalışmalarda ise tüm gruplarda kullanılan safen ven

çalışmalarda özellikle bax daha fazla olmak üzere kaspaz hücrelerinin de yoğun

şekilde boyandığı gözlendi. Bax boyanması anlamlı kabul edilirken tüm gruplarda

kaspaz boyanması biribirine yakın so nuçlar elde edildiği için anlamlı kabul edilmedi.

Kontrol ve papaverin grubunda bcl -2 az boyanırken verapamil ve nitrogliserin

çalışmalarında ise daha fazla bcl-2 boyandı ve anlamlı kabul edildi.
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Sonuç olarak histomorfolojik olarak endotel harabiyetinin ve aterosklerozise

gidişin hızlı görüldüğü papaverin ve kontrol solüsyonlarının kullanıldığı safen vende

apoptotik aktivitenin fazla olduğu , endotel harabiyeti ve aterosklerozisin daha az

görüldüğü verepamil ve nitrogliserin solüsyonlarının kullanıldığı safen vende ise

apoptotik aktivitenin daha az olduğu gözlendi.

Anahtar kelimeler: Safen ven, Apopitozis, Vasküler duvar
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1. ABSTRACT

The Apoptosis in the Saphena Vein on which Mechanic Distention is applied

with Vazodilator Solutions

The pathogenesis of  the endothelium damage which had occurred on the

saphena vein graft is still in discussion, although various theories have been

developed. The theories which recently have been brought forth for the

physiopathology of the endothelium damage on the saphena vein graft are the

damage and the pursuing decadence caused by the intrinsic venous wall

abnormalities. It has been urged in researches that, the vascular cell apoptosis can be

a part in the control of the cellular composition and its morphology of the wa ll of the

blood vessel. We’ve aimed in this study, to research the role of apoptotic activity in

the achievement of the endothelium damage caused by the mechanical distension

developed by the solutions on which pharmacologic agents (used for preparing

saphena vein graft) were added, by determining the pro - apoptotic conditions (bax

and kaspaz- 9), and the anti- apoptotic conditions (bcl-2).

32 patients who will undergo coroner arterial bypass graft operations of both

kind, and who have healthy vena saphena magma without insufficiency in varicose

veins and venous, were object to the study. Four groups were formed in total of

which Group 1 had 8 patients (Kontrol), Group 2 had 8 patients (papaverine), Group

3 had 8 patients (Verapamil) and Group 4 had 8 patients (Nitroglycerin). Tissue

specimens were taken out of the vena saphena magna of each group.

Immunohistochemical coloration, and the pro- apoptotic bax and kaspaz- 9 and anti-

apoptotic bcl- 2 were researched in the tissue specimens.

It’s observed that the vascular structure rendering in the saphena vein (which

was prepared with papaverine solutions as a control arrangement in

histomorphologic sense) was spoilt, and that a fastidious tendency to the

atherosclerotic, and cause endothelium damage. In the sa phena vein which was

prepared with Verepamil and nitroglycerin, it was observed that the vascular was

protected, and that endothelium damage was at minimum level in the intima.

It’s observed in Immunohistochemical studies that, the cells of which

especially the bax the most, and the kaspaz cells were colored very intensely during

the saphena vein studies which were applied by every group. That the Bax was

colored seemed semantic, however, the colored kaspaz caused the occurrence of
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results which were close  to each other, and this wasn’t perceived as semantic. The

bcl-2 was less colored in the control and papaverine group while in the verepamil

and nitroglycerin group more bcl -2 was colored, and this was perceived as semantic.

Finally it’s observed that apo ptotic activity was acute in the saphena vein

where papaverine and control solutions (in which a fastidious tendency to the

atherosclerotic, and endothelium damage in histomorphologic sense was

encountered) were used, it was also observed that in the saphe na vein where

verepamil and nitroglycerin solutions (in which a decrease was noticed in

endothelium damage and the atherosclerosis) were used, occurred less apoptotic

activity.

Key words: Saphena vein, Apoptotic, Vascular wall
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3.GİRİŞ

Favoloro’nun 1968 de ilk kez safen ven greftini koroner by- pass cerrahisinde

kullanmasıyla, koroner arter cerrahisi bütün dünyada yaygın şeklinde yapılmaya

başlanmıştır (1). Günümüzde ise safen ven greftinin çapının geniş olması, yeterli

uzunlukta olması ve kolaylıkla elde edilebilmesi nedeniyle sıklıkla kullanılmaktadır

(2,3).

Koroner bypass cerrahisinde greft olarak kullanılan safen vende  spazm greftin

hazırlanması sırasında sıklıkla görülebilirken postoperatif dönemde nadiren oluşur

(4,5,6,7). By-pass sonrası safen ven greftinin tıkanmasının değişik nedenleri olmakla

birlikte hazırlama sırasında oluşan spazmı gidermek için yüksek basınçla

şişirmeninde rolü olduğu düşünülmüştür (4) . Bu amaçla yapılan çalışmalarda yüksek

basınçla şişirmenin safen ven greftinde endotel ve media hasarına yol açtığı

gösterilmiştir (8). Safen ven greftinde oluşan endotel hasarının erken dönemde

trombüs geç döneminde ise lipid birikimine yol açarak greftin tıkanmasına yol açtığı

tespit edilmiştir (9,10).

Safen ven greftin hazırlanması sırasında oluşan endotel hasarını önlemek için

birçok çalışma yapılmıştır (10) . Bu amaçla vazodilatatör ilaçların (verapamil,

nitrogliserin, papaverin) hazırlama solüsyonların ilavesinin erken dönemde trombüs

oluşumunu geç dönemde ise intim al hiperplazi ve aterosklerozis gelişimini önlediği

gösterilmiştir (5,6).

Vasküler endotel harabiyetinin nedenleri tam olarak bilinmemesine rağmen

çeşitli teoriler geliştirilmiştir. Bunlar arasında ven duvar anormallikleri, hormonal

faktörler, yaş, konnektif doku metabolizmasındaki değişiklikler, valvüler yetmezlik

ve artmış enzimatik nedenler sayılabilir. Normal vasküler duvar gelişimi ve yeniden

yapılanmasını etkileyen süreçlerden biri de doku kitle ve yapısını düzenleyen

programlanmış hücre ölümü olara k tanımlanan “Apopitozis’’tir (12). Yapılan

çalışmalarda moleküler seviyede hücre canlılığını belirleyen faktörler in başında

apoptozisi düzenleyen ve bir seri gen ailesi tarafından kontrol edilen proapopitotik ve

antiapopitotik sinyaller arasındaki denge nin yer aldığı tespit edilmiştir (11,12).

Postnatal dönemde damarlarda programlanmış hücre ölümü varlığını göster en

çeşitli sebepler bulunmaktadır . Apoptozis olarak bilinen bu durum aynı zamanda

aterosklerozda, anevrizma oluşumunda ve inflamatuar damar hasta lıklarında
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gözlenen damar duvarının yeniden yapılanmasının bir özelliği olarak da kabul

edilmektedir (12). Venlerde ise apopitotik ölüm gerçek ven yapısının ve tonusunun

ayarlanmasında büyük önemi olan vasküler düz kas hücreleri ile ilişkilidir.

Toksinler, iyonize radasyon, reaktif oksijen radikalleri, çeşitli kimyasallar,

yaşlanma veya iskemi sonucu gelişen subletal hasarlar hücredeki apopitotik süreci

aktive edebilir. Hücre çekirdeğinde, hücre membranında, mitokondriyumda veya

hücre içi herhangi bir bölge den gelebilecek bir uyarı  apopitozu başlatabilir . Özellikle

DNA’da oluşan bir hasar önemli bir uyarım olarak bilinir. Ayrıca apoptozis çok

sayıda ve çeşitte mediatör tarafından düzenlenir. Bunlar arasında bazı iyonlar,

moleküller, genler,  proteinler ve h atta organeller bulunmaktadır.

Vasküler endotel hasarının etyopatogenezinde apoptozisin regülasyonu son

dönemlerde araştırılmaya başlanmıştır. Gelişme dönemi dışında akut arter hasarı

(balon) ve tamir sürecinde,  aterosklerotik plaklarda, restenotik lezyo nlarda, dejenere

safen ven greftlerinde,  transplant vaskülopatisinde ve anevrizmatik arter duvarında

düz kas hücrelerinde apoptozis gösterilmiştir ( 13) . Bizde bu çalışmamızda safen ven

grefti hazırlarken kullanılan farmakolojik ajanların ilave edildiği s olüsyonlarla

oluşturulan mekanik distansiyonun sebep olduğu endotel hasarında apoptotik

aktivitenin etkisini araştırmaya amaçladık . Çalışmamızın sonuçlarının tedavi

seçeneklerini geliştirecek sonraki basamaklar için yarar sağlayacağı kanaatindeyiz .

3.1. Normal Venöz Morfoloji

Kan, kapiller ağdan başlayan venüller aracılığı ile önce küçük çaplı venlere

dökülür. Bu venler ise daha büyük çaplı venleri oluşturduktan sonra vena cava

inferior ve vena cava superioru oluşturarak kalbin sağ atriumuna boşalırlar. V enler,

duvarları ince olduğu için kolayca gerilir ve fazla miktarda kan tutarlar. Bu yüzden

de kapasitans damarlar (kan yüklenim damarları, ven yatağı) olarak bilinirler. Bu

özellikleri intravasküler basıncı artırmasını engeller. Kapasitans damarlardan kal be

dönen kan miktarı, kalbin ön yükünü belirleyen önemli bir faktördür ( 14).

Ven duvarı intima, media ve adventisya olmak üzere üç tabakadan meydana

gelmiştir. İntima endotel hücrelerinden, media düz kas hücrelerinden adventisya ise

desmoit, kollajen ve elastik liflerden dizili bağ dokusundan oluşur. Endotel hücreleri

kısa boylu olup poligonal şekle sahiptir ve bazen ince bir bazal mebran üzerine

oturmuştur. Bağ dokusundan meydana gelmiş olan subendotelyal tabaka ince olup

bazen dışta elastik lif ağı ile çe vrelenmiştir. Media tabakasını oluşturan sirküler düz
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kas hücreleri birbirlerinden, kollajen ve elastik liflerden oluşmuş bir ağ ile

ayrılmıştır. Adventisya tabakası gevşek bağ dokusundan meydana gelmiş olup

longutidinal seyreden kasın kollajen bandları ve  birkaç düz kas liflerini içerir ( 15).

                                  Şekil 1 . Venöz damar yapısı

Venöz kapakçıklar iki endoteliyal kıvrım konkavitesinden meydana

gelmişlerdir. Fibroelastik tabaka içerirler ve ve bu tabaka kapakların sıkılığını

sağlarlar. Bundan dolayı ven duvarı kapakçık bölgesinden daha incedir ( 16).

Kapakçıkların açılımı akım yönüne doğrudur ve gö revleri reflüyü önlemektir (Şekil

3).

Şekil 2. Venöz Kapakçık Fonksiyonu
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3.2. Vena Safena Magna ve Parva

Alt ekstremitelerde venöz dolaşım: yüzeyel, derin ve bunları birbirine bağlayan

perforan venler olmak üzere 3 ayrı sistemden oluşur ( 17). Yüzeyel venler, büyük

safen ven (vena safena magna) ve küçük safen ven (vena safena parva) olarak bilinir.

Yüzeyel venler membranöz fasyanın üstünde seyrederler ve derin venler gibi kas

kompartmanında yer almadıkları için destek dokusundan yoksundurlar. Vena safena

magna (VSM) ayak dorsalinde v.marginalis medialis’in devamı olarak dorsal venöz

arkdan başlar, iç malleol önünden geçip,  baldır iç yüzünde ilerleyerek popliteal

boşluğun posteromedial kenarından uyluk iç yüzüne gelir. Buradan yukarı çıkarak

yüzeyel inguinal bölgede fossa ovalisten femoral vene dökülür (17). VSM,

v.communicans’lar aracılığı ile vena safena parva ile v.perfor ans’lar yardımıyla da

derin venöz sistemle bağlantı kurar (18).

Şekil 3. Vena Safena Magna
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Postero-medial uyluk veni ve antero -medial uyluk veni gibi diğer dallar kasığın

yakınlarında safen sistemde so nlanır. Bu venlerden her biri bulundukları bölgelerde

variköz kümelere dönüşebilir ( 17).

Vena safena parva (VSP)  ise ayak lateralindeki dorsal venöz arktan başlayarak

baldır orta kesiminden yukarı çıkar ve VSM’ d en farklı olarak derin fasyayı penetre

ederek popliteal vene dökülür. Variköz venlerin oluşumunda VSP’d en daha çok

VSM sorumludur (17).

Yüzeyel venlerde distalde kapakçık sayısı proksimalden fazladır. Bileşke

bölgelerindeki kapakçıklar daha kuvvetli olup, kapakçık içeren kısımlardaki ven

duvarında belirgin sinüzoid genişlemeler vardır. VSM’ de en az  6 kapakçık vardır.

Bunlardan biri, olguların %85’inde safeno -femoral bileşkenin 2-3 cm distalindedir.

Küçük safende ise kapakçıklar birbirine yakın olup sayıları 4 -13 arasında değişir

(17). Venöz sistemin ısı regulasyonu, taşıma, muskulo -venöz pompa yanında diğer

önemli bir görevide kan depolamadır  (20). Venöz segment volümü arterden üç kez

daha fazla olup total kan volümünün %64’ nü oluşturur (20). Alt ekstremite yüzeyel

venler ise bu volümün % 15-20’sini oluştururlar. Böylece kolay ulaşılabilir olması ve

düşük volum kapasitesi nedeniyle çıkarılmaları sonrasında komplikasyon çok az

görülür. Bu yüzden alt ekstremite yüzeyel safen venleri koroner arter bypass ve

periferik damar cerrahisinde sıklıkla kullan ılır.

3.3. Ven Greftlerin Önemi

Safen venin çapının geniş olması, anatomik olarak uzun seyretmesi, spazm

olmaması ve çıkarılmasındaki kolaylık nedeniyle koroner bypass cerrahisinde İTA

ile birlikte en çok kullanılan grefttir . Ayrıca safen ven greftin uzun ve katlanabilir

olması, enfeksiyona dayanıklı olması, daha az trombojen olması, manüplasyona

uygunluğu, uzun süre canlılığını koruması ve elde etme kolaylığı nedeniyle özellikle

periferik damar cerrahisinde, sık kullanılmaktadır (21). Politetrafloroetilen (PTFE)

gibi suni damar greftlerin minimal düzeyde yabancı cisim reaksiyonu oluşturması,

tromboza dirençli olması ve safen greftlerine göre açıklık oranlarının düşük olması

nedeniyle periferik damar cerrahisinde ancak alternatif gre ft olarak kullanılmaktadır

(22).

Yapılan bir çalışmada infragenual ilk yıllık greft açıklığı  safen grubunda %100,

PTFE'de %60 bulunmuştur. İlk beş yıllık greft açıklığı ise safen grubunda %69 iken,

PTFE grubunda e açıklık tespit edilememiştir (23).
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3.4. Safen Ven Greftin Hazırlanması

Safen ven greft hazırlanma şekli gerekli olan uzunluğa göre değişmektedir.

Çap uyumu nedeniyle ayak bileğinden başlamak tercih edilir. Diz altında safenöz

sinir büyük safen venin hemen yanında seyre ttiği için korunmalıdır. Ven hazırlandığı

ilk yerden kanüle edilerek düşük bir basınç (<150 mmHg)  ile şişirilerek çevreleyen

doku venin üzerinde kalmayacak şekilde diseksiyon yapıl malıdır. İşlem sırasında

endotel hasarını önlemek için ven sadece adventisyadan atravmatik vasküler bir

penset ile tutulmalıdır. Yan dallar için mümkün olduğu kadar klip tercih edilmeyip

ven hafif şişirilmiş halde  duvara 1 mm mesafede bağlanmalıdır. Ven duvarında

oluşabilecek yırtıklar veya çok kısa bırakılmış dallar 7 -0 prolen dikişler ile hemostaz

sağlanacak şekilde yani ven şişirilirken boylamasına geçilmelidir.  Yeterli uzunluk

sağlandıktan ven proksimal ve distalden kesilir. Ven düşük basınçla şişirilerek

gözden kaçan dallar bağlanıp heparinli kanda muhafaza edilir.

Safen venin uzun dönemde açıklık oran larının, çıkarılma aşamasında

oluşabilen endotel hasarında rolünün olduğu gösterilmiş,  bu yüzden vene minimal

dokunma ve düşük basınçla (intraluminal basınç< 150 mmHg)  şişirme önem

kazanmıştır (24).

3.5.Vazodilatörlerin Safen Ven Grefti Üzerine Etkileri

Safen ven greftini hazırlanması sırasında oluşan spazmı gidermek için yüksek

basınçla distansiyon uygulanır. Yüksek basınçla distansiyon intima ve media

tabakasında hasar yaparak greftin tıkanmasına neden olur (25). Safen ven grefti

hazırlanması sırasında vazodilatörlerin kullanılması, yüksek basınçla distansiyonun

ihtiyacını azaltır ve uzun dönem patensi sağlayabilir (26). Papaverin, kalsiyum kanal

blokerleri ve nitrogliserin gibi vazodilatör ilaçlar venlerde güçlü relaksasyon

sağladıklarından dolayı sıkl ıkla kullanılmaktadırlar (26).

 3.5.1. Verapamil

Fenilalkamin grubu kalsiyum antagonistlerinin en tanınmışı papaverin türevi

olan verapamil, suda çözünme özelliği olup pH’da iyonize olur. Kalsiyum blokajı

etkisi sadece arter düz kasında deği l, aynı zamanda kalp kası üzerinede etkilidir.

Verapamil kalsiyum antagonisti etkisiyle sinüs düğümünün (nodül) aktivitesini

deprese eder, atriyo-ventriküler düğümde iletiyi azaltır ve myokardın kasılabilirliğini

düşürür. Ayrıca vazodilatör etki de oluştur ur.



11

Kalpte içe yönelik Ca+ akımlarının sino -atriyal düğüm hücrelerinin

depolarizasyonuyla implus oluşturmasında ve bunun yayılmasında etkili olup ayrıca

elektromekanik kenetlenmesinde önemli rolü vardır. Verepamil sınıf IV

antiaritmiklerin prototip ilacıd ır. Sinuzal otomatizmi ve atriyo -ventriküler düğümde

iletiyi azatlığından supraventriküler taşikardilerde başarı ile kullanılmaktadır.

Ventriküler taşikardide kullanılırsa kardiyovasküler kollapsı ve ventrikül

fibrilasyonunu presipite edebilir.

Verapamil akut ya da kronik fibrilasyonu sinüs ritmine döndürmede etkisizdir,

ancak atriyo-ventriküler nodüldeki iletiyi deprese ederek atrial fibrilasyona karşı

ventriküllerin yanıtını azaltır. Bu nedenle verapamil kronik atrial fibrilasyonda stres

anında ventrikül hızını digoksinden daha etkin bir şekilde baskılamaktadır.

Verapamil güçlü bir vazodilatördür. Koroner damar düz kasları üzerine olan

güçlü gevşetici etkisi vardır. Periferik direnci düşürmesine karşın, verapamil kalp

hızında refleks artış oluşturmaktadır . Verapamil 15.7 µg/mL konsantrasyonunda

insan safen veninde güçlü vazodilatör etki gösteren özellikle nodal doku üzerine etki

etmesi ile klinikte antiaritmik olarak sıklıkla kullanılan kalsiyum kanal blokeridir

(27).

Özellikle AV nodu içine alan reentry taşikardilerini sonlandırmak kullanılan

negatif inotropik etki gösteren bir ilaçtır. Organ banyolarında özellikle potasyum gibi

voltaj bağımlı kontraksiyonlar üzerine etkilidir ( 28). Verapamilin etkisi üç dakikada

başlar, iki saatten uzun süre devam eder ( 26).

3.5.2. Nitrogliserin

Nitrogliserin güçlü klasik bir vazodilatördür, damar düz kaslarındaki spesifik

reseptörlere bağlanıp bisülfit bağlarını oluşturarak gevşetir. Nitrogliserin 7.2 µg/mL

konsantrasyonunda insan safen veninde güçlü vazodilat ör olup iskemik ortamda

başlangıç dozu 10 µg/kg/dk dır (26).

İntrasellüler nitrik oksit salınım mekanizması ile iskemide spazmı antagonize

etmektedir ve kalsium kanal blokerlerinden daha az selektivite göstermektedir ( 28).

Nitrogliserinin etkisi bir iki dakikada başlar, yarım- bir saatte biter (26).

Koroner ve çevrel damar yapıları olmak üzere, damar düz kas yapılarını

etkileyerek genel bir vazodilatasyon etkisini gösterir. Düşük dozlarda venlerde seçici

vazodilatasyon meydana gelirken, daha yüksek dozlard a sistemik vasküler rezistansı

düşürür.
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Nitrogliserin kardiyovasküler hastalıklarda kullanım sahası geniştir ve esas

olarak myokard iskeminin tedavisi ve konjestif kalp yetmezliğinin tedavisi olarak iki

grupta toplanır. İskemide nitrogliserinin yararlı et kileri, koroner vazodilatasyonla

oksijen sunumunu artırarak ve preloadı düşürüp myokardial oksijen gereksinimini

azaltarak kendini gösterir. Nitrogliserinin antianjinal etkisi esas olarak

venodilatasyon yapıp preloadı azaltması ve sonuçta myokardial duvar gerilimini

düşürmesi ile meydana gelir.   Konjestif kalp yetmezliğinde ise nitrogliserin, kalbin

iş yükünü azaltarak etkili olmaktadır. Tedaviye infüzyon şeklinde 5 µg/dk dozu ile

başlanır.

3.5.3. Papaverin

Papaverin afyon bitkisinden elde edilen analjezik ve bağımlılık potansiyeli

olmayan bir alkoloidtir. Tüm düz kaslarında gevşetici etkiye sahiptir. Hipotansiyon

yapıcı etkisi nedeniyle sistemik kullanıma elverişli değildir. Asıl etkisini fosfo -

diesteraz etkisi inhibisyonu ile hücre içi cGMP seviyesini artırarak gösterir.

Papaverin düz kas hücresine kalsiyum girişini inhibe ederek,  kalsiyumun hücre içi

depolarından salınımını azaltarak, hücreye adenozin alınımını artırarak veya

fosfodiesteraz inhibisyonu  ile siklik adenozin monofosfat seviyesini artırarak

relaksasyon sağlar (29).  Aynı zamanda hücre içine kalsiyum girişinin ve sitozolde

depolanmış kalsiyum salınımının inhibisyonu ile etki göstermektedir.

Yüksek konsantrasyonlarda kontraksiyonun sebebi ne  olursa olsun relaksasyon

etkiye sahiptir. Bu özelliği ile arteryel greftlerde yeterli vazorelaksasyon yaptığı

sürülmüş ve bu amaçla sıklıkla kullanılmıştır. Papaverinin lokal kullanılımına

ilikişkin en önemli sorun, kuvvetli bir asidik yapıya sahip olması dır. Kuvvetli asidik

yapının endotele zarar verdiği gösterilmiştir. Ayrıca papaverin hidroklorid asid

olmayan solüsyonlarda beyaz çökeltiler oluşturur.

Topikal olarak adventisya üzerine uygulanarak kullanılması etkili iken, endotel

yapıya zarar verici etkisilerinden dolayı intraluminal kullanımından kaçınılmalıdır.

Papaverin organ banyolarında 37.5 µg/mL konsantrasyonunda safen ven greftinde

güçlü non selektif vazodilatör etkisi, altı dakikada başlar ( 26). Papaverinin safen ven

grefti hazırlanmasında kulla nımı sınırlıdır. Asidik yapısı (pH 3 -4) ve prostasiklin

düzeyini azaltarak, ven duvarında ultrastrüktürel hasar yaptığı tespit edilmiştir ( 30).
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3.6. Safen Ven Greft Yetmezliği ve Oklüzyonun Patolojisi

Safen venin mediası,  kalın sirkümferensiyal düz kas hücrelerinden oluşur ve

intra luminal basınç artışında, aretryel greftlere nazaran daha çok intimal ve medial

hasara uğrar (31). Dikkatsiz cerrahi müdahaleler safen ven greftinin endotel ve

mediasında hasara yol açar. Safen ven gr eftinin endotel hasarı tromboz, hiperplazi ve

greftin tıkanmasına yol açar.

Yapılan çalışmalarda endotel endotel hasarlanmasında bazal mebranın açığa

çıktığı, mikrotrombüslerin ve eritrositlerin kollajen ve fibriller üzerine yapıştığı

gözlenmiştir (32). Böylece endotel hasarı, mural trombüs oluşumun a kolaylaştırıcı

bir faktör olarak görev yapmaktadır. Mural trombüsün ven duvar yapısına katılması

ve mitonjenlerin salınması gi bi trombosite bağımlı faktörler  safen ven greftinde

myointimal hiperplaziyi tetiklemektedir (33). Koroner bypass cerrahisinde kullanılan

safen greftlerinde görtülen tıkanmalar erken ve geç dönem tıkanıklar olarak iki

başlıkta görülür.

3.6.1. Erken Greft Tıkanması

Greftlerde gözlenen erken yapısal değişiklikler de trombosit–ven duvar

ilişkisinin önemli bir yeri vardır. Trombositlerin endotel hasarından sonra oluşan

vasküler düz kas hücre proliferasyonunu, fazla miktarda ekstrasellüler matriks

artışını ve lipid birikimini hızlandıran temel faktör olduğu öne sürülmektedir (25).

Nitekim intimal hiperplazinin trombositlerle olan ilişkisi; deneysel çalışmalarda

trombosit agregasyonu ve adhezyonunu inhibe eden ajanların safen ven greftlerinde

intimal hiperplaziyi azaltıcı azaltıcı etkisinin ortaya konmasıyla ile desteklenmiştir

(34).

Safen ven greftlerinin hazırlanması sırasında oluşan endotel hasarı, damar

duvarı ile trombositler arasında bir dizi kompleks ilişkiyi başlatmaktadır. Endotel

hasarı, trombositlerin damar duvarına yapışmasına başka trombositlerin buna ilave

olmasına ve trombositlerden seroto nin, adenozin difosfat, lizozomal enzimler gibi

potansiyel harap edici maddelerin açığa çıkmasına neden olur (35). Bu faktörler

plazmadaki maddelerle birlikte endotel ve perisitlerin kasılarak bağlantı

kompleksinin açılmasını, böylece intimadaki düz kas hü crelerinin prolifere olmasını

ve mediadaki düz kas hücrelerinin intimaya göç etmesini etmelerini uyarır. Bu

proliferasyona, yeni bağ dokusu oluşumu ve intrasellüler -ekstrasellüler lipid

birikmesi eşlik eder. Fibrin veya trombüs intima yüzeyinde toplanır (35).
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Safen ven greftlerinin %13-14' lik bölümü postoperatif ilk  birkaç ay içinde

tıkanmaktadır (36). Post-morten ve cerrahi ven örneklerinin incelenmesi,  ilk yılda

oluşan bu safen ven greft tıkanmalarının  % 70’inin,  endotel hücre kaybının olduğu

bölgelerdeki mural trombüslere sekonder olarak geliştiği ortaya koymaktadır (37).

Barboriak ve arkadaşları  (38) ven greftlerinde soyulan endotel üzerinde fibrin ve

trombüs gözlerken, Bulkley ve Hutckins  (41) ise ameliyatı takiben bir saat ile bir ay

sonra elde edilen insan ven greftlerinin % 73’ünde intimal trombüsün varlığını

saptamıştır.

Postoperatif birinci yılda safen ven duvar intimasında ve düz kas hücrelerinde

proliferasyon başlar (39). Her takip eden yıl intimal hiperplazi artar ve yıl başına % 2

greft tıkanması meydana gelir (40). safen ven greftlerinin % 50’inde 10 yıl içinde

tıkanma, geriye kalan % 50’sinde belirgin ateroskler otik değişiklikler gözlenir .

3.6.2. Geç Greft Tıkanması

Geç greft tıkanması, subendo telyal fibromüsküler hiperplazi veya  ateromatöz

bir plağa sekonder olarak gelişen fokal ya da diffüz lüminal stenoz nedeniyle

oluşmaktadır(41). Ross ve Giomset (42) geç intimal trombüs oluşumunda, trombosit -

fibrin agregasyonuna sekonder olarak gelişen fibr omüsküler hiperplazinin rol

oynadığını vurgulamıştır . Böylece endoteldeki iyileşmeye rağmen, operasyon

başlangıcında safen venin hazırlanmasında, gerek basınç gerekse kullanılan

solusyonun safen ven greftinde meydana getirdiği endotel hasarı, fibromüsküler

hiperplaziye ve sonuçta geç greft stenozuna veya greft tıkanmasına yol açmaktadır.

Bu nedenle koroner bypass için hazırlanan safen ven greftlerinin bütünl üğünün

korunması, özellikle endotelin korunması, büyük önem taşımaktadır (42).

Safen ven greftlerinde aterosklerozun hızlı gelişmi fizyolojik ve biyokimyasal

faktörlerin kombinasyonuyla olur. Grefteki değişmiş vasküler hemodinaminin rolü

önemlidir (34). Türbülans ve girdap kanalları plak oluşumunu artırabilir. Aynı

şekilde biyokimyasal değişiklikler önemlidir. Özellikle lipid metabolizmasındaki

değişiklikler önemli rol oynar (30). Venöz doku, hiperlipidemik ortamda arteryel

dokuyla karşılaştığında lipit alımında daha fazla afiniteye sahiptir (40).

Endotel hasarının,  platelet degranülasyo nu, tromboksanA2 salınımı ve nötrofil

aktivasyonu, immunglobulin toplanması ve kompleman aktivasyonuna neden olduğu

gösterilmiştir (43). Diffüz aterosklerotik safenlerde lipoproteinlerle immun kompleks
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oluşturmuş immunglobinlerin saptanması, C3 -bağlı plakların bulunması bunlarında

lipitler gibi aterosklerozda rol oynayabileceklerini gösterir (44).

Aterosklerotik değişiklikler safen ven greftlerinde postoperatif 3 -6 ay kadar

erken dönem oluşabilir . Safen ven greftlerinde % 30’unda 3 yıl içinde histopatolojik

olarak aterosklerotik değişikler saptanmıştır (41). Açık greftlerin %14’ünde 6 yılın

sonunda, % 50’sinde ise 10 yılın sonunda anjiyografik olarak aterosklerotik

değişiklikler saptanmıştır (45).

3.7. Apoptozis

Hücre ölümüyle ilgili ilk bilgile r 1920 yılında ışık mikroskopunun ve yeni

boya yöntemlerinin keşfiyle başlamış olup ilk olarak nekroz tanımlanmıştır ( 46). Son

otuz yılda histopatoloji , genetik ve moleküler biyoloji  alanındaki yoğun araştırmalar

bütün hayvansal hücrelerin kendilerini öldü recek bir genetik düzeneğe sahip

olduğunu ortaya koymuştur. Multiselüler organizmalarda hücre sayısının kontrolü,

hücre çoğalması ve hücre ölümü arasındaki dengenin devamı ile sağlanır ( 47).

Normal koşullarda zedelenmiş veya yaşlanmış hücreler organizmanı n hücresel

homestazının sağlanması için apopitozis olarak adlandırılan ve enerji gerektiren bir

tür hücre ölümü ile kendilerini feda ederler ( 48). Apopitoz programlı ve fizyolojik bir

ölüm şekli olması nedeniyle bu dengenin sürdürülmesinde önemli rol oynar . Bu ölüm

şekli ilk kez, 1972 yılında Kerr ve arkadaşları  (49) tarafından iskemiye maruz kalan

dokunun etrafında nekrozdan daha farklı hücre ölümü gösterilmiş ve buna Latince

sonbaharda ağaç veya çiçek lerden kuruyan yaprakların düşmesi anla mında

‘apoptosis’ sözcüğü ile adlandırılmıştır. Apopitozis ve embriyogenesis, immün

repertuvarın gelişimi ve iltihabi olayların rezolusyonu gibi birbirinden farklı birçok

süreçte istenmeyen hücrelerin eliminasyonu için gerekli bir olaydır. Yine, apopitozis

ve hücrelerin ortadan kaldırılması arasındaki denge organizmanın iltihabi olaylardan

veya otoreaktiviteden korunması için önemlidir ( 50).

Apopitozis embriyonun gelişmesi, metamorfozis olaylarında ve sağlıklı erişkin

dokularda süregelen fizyolojik bir hücre ölümüdür. Bunu n dışında endokrin

dokularda kantrofik hormon konsantrasyonunun düşmesi sonucu oluşan atrofi,

neoplazmlarda kendiliğinden veya kemoterapi, iyonize radyasyon ve hipertermi

tedavileri sonrası görülen ölüm  ile allerjilerde T lenfositlerin hedef hücreye olan

etkisi apopitoz yoluyla gerçekleşir ( 51).
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Embriyo döneminden başlayarak tüm yaşam boyunca apopitotik mekanizma ve

programlı hücre ölümü vardır. Bazı hücreler yıllarca yaşarken bir kısmı sadece

birkaç saat yaşarlar. Deri, gastrointestinal ve immün sistem gib i pek çok dokuda

devamlılık apopitozis ve hücre yenilenmesine bağlıdır ( 52).

Apopitozis fetusta normal doku gelişiminin temel özelliğidir (53). Normal

erişkin dokularında ise hücre büyümesi ve apopitozis bir denge içindedir. Bu

dengenin biri lehine bozulma sı çeşitli patolojilere yol açmaktadır. Genetik hücre

ölüm programının hatalı ekspresyonu veya apopitotik hücre ölüm programının eksik

uygulanması çeşitli karsinom, AİDS, viral infeksiyonlar ile otoimmün,

nörodejeneratif ve iskemik hastalıkların gelişmine zemin hazırlamaktadır (53).

Caenorhabditis elegans isimli nematod üzerinde, 1990’ın ilk yıllarında yapılan

ayrıntılı çalışmalar, apopitozisin genetik ve moleküler mekanizmalarının

anlaşılmasında oldukça yardımcı olmuştur. Bu organizmada bulunan 1090 hücre den

tam olarak 131 tanesi apopitozis ile ölür ve geriye kalan 959 hücre erişkin nematodu

oluşturur (54). Caenorhabditis elegans ile ilgili çalşlmalar apopitozisin birbirini

izleyen dört evresi olduğunu göstermiştir:

1-Hücreyi intihara götüren hücre içi vey a hücre dışı uyarılma

2-Hücre içi proteazların aktivasyonu ile hücrelerin öldürülmesi

3-Apopitotik hücrelerin diğer hücreler tarafından ortadan kaldırılması

4-Apopitotik hücre parçacıklarının lizozomlar içinde yıkılması ( 54).

3.7.1  Apoptozisin Morfolojisi

Hücre ölümü nekroz ve apopitoz olmak üzere başlıca iki şekilde meydana gelir.

Nekroz ve apopitoz arasında biyolojik ve morfolojik belirgin değişiklikler vardır.

Nekroz kimyasal ve fiziksel zararlanmaları takiben ortaya çıkan patolojik bir ölüm

şeklidir.  Başta mitokondrium olmak üzere sitoplazmik organeller hasar -lanır,  hücre

membranı selektif permeabilitesini kaybeder ve şişerek rüptüre olur.  Hücre içeriği

çevre dokuya yayılarak,  inflamatuvar bir cevaba neden olur ( 55). Apopitotik

hücrede, nekrozun aksine en çarpıcı değişiklik çekirdekte meydana gelir.

Apopitozisde hücreler tek tek etkilenir, hacimce küçülür, komşu hücrelerle

temasını kaybeder (mikrovillus gibi özel yüzey farklanmaları ve diğer hücrelerle olan

bağlantı yapıları bozulur). Bu o lay hızla gerçekleşirken aynı anda hücrede değişik

yüzey çıkıntıları ve kıvrıntılar oluşur. Bunların membranla çevrili olarak hücreden

ayrılmasıyla "apopitotik cisimler" meydana gelir ( 51).
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Apopitoziste ana morfolojik olay, nükleusun kondensasyonu ve daha sonra

parçalara ayrılmasıdır. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapıda olup daha

diffüz görünümdedir. Apopitoziste süperkondens bir hal alarak nükleus zarı altında

kresentik görünüm oluşur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar şeklinde

görülür, bunun nedeni DNA’nın endonükleaz ile oldukça özgül şekilde

internükleozomal bölgelerden parçalara ayrılmas ıdır. DNA’yı parçalayan enzim ise

Ca/Mg-bağımlı bir endonükleazdır (56).

Ormerod ve arkadaşları (57) insan over kanseri hücrelerine cisplatin vererek

yaptığı çalışmada hücrelerin apopitozis yoluyla öldüğünü gözlemiştir. Bu hücrelerin

önce büyük kromatin parçalara bölündüğünü ve bu sırada kromatin yapısında

morfolojik değişikliklerin saptandığını  göstermişlerdir.

Apopitozisin erken evresinde hücreler birleşme bö lgelerinden ayrılır,

özelleşmiş yüzey organellerini kaybed ip belirgin şekilde büzülür  ve birkaç dakikada

hacimlerinin 1/3’ünü kaybederler. Hücre yüzeyinde sitoplazmik çıkıntılar "bleb"

meydana gelir. Tüm bu görünüm ler muhtemelen plazma membranında bulunan iyon

kanalları ve pompalarında aktivasyonun bozulmasına bağlıdır. Işık mikroskobunda

apopitotik hücrelerin bulunduğu dokulardan elde edilen kesitler  incelendiğinde

hücreler etrafında açık bir halo görünümü gösterirler. Büzülen ve küçük parçalara

ayrılan yapılar protein çapraz bağlanmalar ile stabilize edililer ( 46,47).

Transglutaminaz sitoplazmik proteinlerde çapraz bağların oluşmasına neden olur.

Nitekim apopitotik hücrelerde deterjanlardan etkilenmeyen protein bir kabuk vardır.

Scanning elektron mikroskob unda epidermisin kornifiye hücreleri gibi kıvrıntılı

görülürler (58). Bu hücrelerde endoplazmik retikulum genişler, genişlemiş

sarnıçların hücre yüzeyi ile birleşmesi sonucu hücre yüzeyinde krater gibi oyuklar

gözlenir.  Hücre iskeleti filamanları hücre yü zeyine paralel kenarlarda toplanır.

Endoplazmik retikulum dışında diğer hücre organelleri yapılarını korurlar.

Sitoplazma yoğunluğu arttığı için organeller kalabalık görülür. Mitokondriyumlar,

nekrozla ölen hücrelerin aksine başlangıçta itibaren normal yap ıdadır. Nekrozdan

farklı olarak apopitozisde hücre zarı sağlamdır, bu nedenle de inflamasyona neden

olmaz (51).

Sonuçta yüzey çıkıntıları plazmalemma ile beraber hücre yüzeyinden ayrılır ve

membranla çevrili yuvarlak veya oval apopitotik cisimler meydana g elir. Bunların

sayısı, büyüklüğü ve içeriği hücrenin tipine göre değişir. Bazıları, yoğunlaşmış

sitoplazmayla beraber bir veya daha fazla nüklear parça içeriyorken bazıları sadece
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sitoplazma elemanlarını içerir. Nüklear içerik bulunması cismin büyüklüğüne bağlı

değildir (51). Oluşan bu apopitotik cisimler hücreler arası doku aralıklarına dağılırlar

veya lümene dökülürler. Mononüklear fagositik sistem veya komşu epitel hücreleri

tarafından fagosite edilirler ( 51). Apopitotik hücrelerin tanınması, plazma

membranındaki değişikliklerle olur. Apopitotik hücrede plasma membranı fosfolipid

asimetrisinin kaybolduğu gözlenmektedir. Normalde fosfotidil kolin ve sfingomyelin

1fosfolipid baş gruplarının sık pake tlenmesini sağlar ve hücre dışında yer alır. Buna

karşın  fosfatidilserin ve fosfatidil etanolamin iç yüzeyde bulunur ve bu kenarın daha

gevşek paketlenmesini sağlar ( 59). Fagositik hücrelerin vitronektin ve lektin

özelliğindeki reseptörleri, fosfatidil se rin ile bağlanarak fagositozu uyarır ( 60).

Dokuda 4-9 saat tanınabilir halde kalan apopitotik hücreler daha sonra

fagozomlar içinde birkaç saat görülebilir, sonra da sindirilemeyen materyal olarak

kalırlar. Apopitotik cisimlerin sindiriminde fagositik hücr enin lizozomal enzimleri

rol oynar. Kendisine ait lizozomlar diğer organeller gibi bozulmamıştır. Her ne kadar

apopitotik cisimler hızla fagosite edilse de bazıları özellikle de süspansiyon

kültürleri,  tümör  asitleri  gibi  sıvılarda dağılmış olanlar fa gositozdan kaçabilir.

Bunlar kendiliğinden şişme ve membran rüptürüyle dejenerasyona giderler. Buna

"sekonder nekroz" denir ve morfolojik olarak nekrozla aynıdır ( 61).

3.7.2. Apoptotik Süreç

Programlı hücre ölümünde birbirini izleyen basam akların neler olduğu tam

olarak bilinmemektedir. Hücrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu

veya çevreden gelen sinyallerle apoptozis başlamaktadır. Apopitozis önceden hazır

olan hücrelerde primer başlatılabilir ya da bir uyaran sonucu sekonde r olarak gelişir

(46).

Hücre ölümü veya yaşamının sürdürülmesi ile ilgili olaylar, protein kinaz C,

büyüme faktör reseptörleri ve G proteinler tarafından sağlanan sinyal yollarını

içerirler (62). Bazı hücre içi olaylarda olduğu gibi apopitozisde gel işen olaylarda

benzer sinyal yollarını kullanmaktadırlar. Bu olaylar serisi, hücresel proliferatif

homeostazisde denge oluşturulması için gereklidir. Plazma membranının sitoplazmik

yüzeyinde lokalize olan G proteinleri transmembran sinyal sistemlerinde öne mli rol

oynarlar, adenilat siklazın stimülasyonu veya inhibisyonu ile hormonal sinyal

iletimini sağlarlar (51).
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Apopitozis çok çeşitli iç ve dış uyarı ile tetiklenebilmektedir. Toksinler,

iyonize radyasyon,  reaktif oksijen radikalleri,  çeşitli kimyasalla r, kemoterapik

ajanlar, ısı şoku, yaşlanma veya iskemi sonucu gelişen subletal hasarlar ve DNA

hasarlanmaları hücredeki apopitotik süreci aktive edebilir. Ölüm reseptörlerinin

uyarılması apopitozisi indükleyen en önemli yollardan birisidir. Büyüme faktörle ri

azlığında, hormon ve sitokinlerin sinyalleri olmadığında hücreler apoptozise giderler.

Sonuç olarak çekirdekte, hücre membranında,  mitokondriyumda veya hücre içi

herhangi bir bölgeden gelebilecek bir uyarı apopitozu başlatabilir ( 63).

DNA hasarı, hücre siklusu kontrolü ve apopitozis arasında bir ilişki olduğu

saptanmıştır (64). Hücrede bir şekilde irradyasyon ve kemoterapik ilaçlar nedeniyle

DNA hasarı oluştuğunda p53 proteini fonksiyonel duruma geçer ( 65,66). Eğer hasar

onarılabilecek düzeyde ise hücre  siklusunu durdurur ve hücreye DNA’ sını tamir

edebilmesi için zaman kazandırır. Hasar tamir edilemeyecek düzeyde ise bu durumda

apopitozisi indükler (63). Apoptozisi ekstrinsik ve intrinstik olmak üzere iki yol

başlatır.

Tablo 1: Ölüm Reseptörleri ve  Ligandları

Reseptör Ligand

Fas (Apo-1 CD95)

TNFR-1

DR-3 (TRAMP,Apo-3,Wsl-1)

DR-4 (TRAIL-R1)

DR-5 (TRAIL-R2)

FasL

TNF-α

Apo-3L

TRAIL

TRAIL

3.7.2.1.  Ekstrinsik Yol

Apopitozisi başlatan önemli yollardan birisi de ekstrinsik yol olup bu yolda

ekstrasellüler ölüm sinyal proteinleri ve bu proteinlerin bağlandığı  hücrenin yüzey

reseptöri görev alır (67,68). Sinyal proteinleri ve reseptörler ölüm bölgeleri  "death

domain (DD)" oluşturur (62 -64). Bu ölüm bölgeleri proteazları aktifleştirer ek

apoptozisi başlatırlar. Ekstrensik yolda beş ölüm reseptörünün DNA sıralanışları

bilinmektedir (Tablo 1) (69,70,71).



20

Ölüm reseptörleri, yaklaşık 80 a minoasit kalıntısını ihtiva eder ve sisteinden

zengin ekstraselüler alt bölgeler içermeleri nedeniyle ke ndilerine özgü ligandların

tanınmasına izin verirler  (72,71,73).

3.7.2.2. İntristik Yol (Mitokondriyal Yol)

İntrinsik yol aktivasyonu için kaspaz sinyal kaskadı  aktivasyonu

gerekmektedir. Bu aktivasyon bcl-2 ailesi üyesi olan bid ile sağlanır. Bid kaspaz 8’in

bölünmesiyle ortaya çıkar ve mitokondride sitozolden sitokrom c ve diğer

mitokondriyal proapopitotik faktörlerin salınmasını indükle r ve proapopitotik bcl-2

aile üyelerinden bax ve bak ile uyumlu rol oynayarak mitokondriyal yolu başlatarak

kaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz 9’un aktive olması kesin hücre ölümüyle sonuçlanan

kaspaz 3, 6 ve 7 gibi efektör kaspazların katılımıyla kaspaz kaskadının başlamasına

neden olur (74,75). Böylece iç mitokondri transmebran potansiyelinin bozulmasına

bağlı olarak mebran permeabilitesi artşıyla osmotik mitokondriyal şişme ile eş

zamanlı olarak dış mitokondriyal membranın parçalanması sonucunda mitokondriyal

membran arasından proapopitotik proteinlerin sitoplamaya salınmasına neden olur ve

hücre ölümü gerçekleşir (76,77).

Mitokondriyal yol ayrıca kemotörepatik ilaçlar tarafından indüklenen DNA

hasarı, oksidatif stres, açlık gibi hücre içinden orjin alan ölüm sinyallerinin

çoğaltılması ve tamamlanmasında rol oynar ( 78,79).
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Şekil 4. Mitokondriyal Yol

3.7.3. Proapoptotikler

Kaspazlar bilinen en iyi proapoptotik olup bir sistein proteazdır. Apopitotik

hücre eğilimi olan vakaların çoğunda aktive ol up apopitotik sinyal ağı için büyük bir

öneme sahiptir ve hücre ölümünün kaspaz aktivitesine bağlı olarak geliştiği

bildirilmiştir (80,81).

Kaspaz terimi sistein bağımlı aspartat spesifik proteazlardan ( cystein-depentent

aspartate-proteases) türetilmiştir. Kaspazların katalitik aktivitesi yüksek derecede

korunmuş aktif bölüm olan pentapeptit içindeki sistein miktarına bağlıdır. Şimdiye

kadar memelilerde 14 üyeli kaspaz ailesi bulunurken bunlardan kaspaz 11 ve 12
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sadece farelerde tanımlanmıştır (82,83). Yapılan hayvan deneylerinde kaspaz 3 ve 9

geninin çıkarıldığı deneklerde beyin gelişiminde ağır defekt  sonucu perinatal

mortalite geliştiği, kaspaz 8 yetmezlikli emriyonun ise 12 gün sonra öldüğü

bildirilmiştir. Kaspaz 1 veya 11 defektli sıçanlard a yapılan çalışmalarda da hücrelerin

ölüm sinyaline aşırı duyarlı oldukları saptanmış tır (84-88).

Bax bilinen diğer önemli proapoptotik olup antiapoptotik olarak bilinen bcl -2

nin bir alt grubudur.  Apopitozis sırasında değişikliklere uğrayan canlı hücrelerde

sitozolik monomerdir ve dış mitokondriyal membrana integre olarak oligomerlerine

ayrılır (89). Bax’ın apoptotik süreçte mekanizması tam bilinmemesine rağmen bak

oligomerleriyle beraber dış mitokondriyal membranda geçirgenliği uyardığı ve

katkıda bulunduklarına inanılır. Bu ya kendileri tarafından kanalların oluşturulması

ya da voltaj bağımlı anyon kanalı gibi dış mito kondriyal membran porlarının

etkilenmesi ile olur (90).

3.7.4. Antiapoptotikler

Bcl-2 hücre ölümünü inhibe eden onkojenlerin ilk örneğidir. foliküller

lenfomaya neden olan bir onkojendir. Sıklıkla immünglobulinin kromozom

translokasyon [t(14:18)]  bölgesiyle bağlantılıdır . Özellikle hücrenin apopitozisten

korunmasında önemli rol oynar (91). Memelilerde bir kısmı antiapopitotik diğer

kısmı da proapopitotik özelliklere ait 30 kadar benzerleri tanımlanmıştır (Tablo 2)

(92).

Tablo 2:  Bcl-2 Ailesi

Antiapopitotik Proapopitotik

Bcl-2

Bcl-XL

Bcl-w

Bcl-B

Boo

A1

Mcl-1

Bax        Bmf

Bak        Hrk

Bok    Noxa

Bid         Puma

Bim Spike

Bik         BNIP3

Bad        Bcl-Xs

Blk
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Bcl-2’ye ek olarak bcl-XL, bcl-w, bcl-B, boo, A1 ve Mcl-1 gibi alt gruplar

mevcut olup bunlar antiapopitotik proteinler  olarak adlandırılırlar. Antiapoptotik

olarak bilinen bcl-2’nin mevcut iki alt grubu proapoptotik özelliklere sahiptir.  Bax alt

ailesi (bax, bak ve bok ) ve Bid alt ailesi ( Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma, Blk,

BNIP3 ve Spike) (93).

 Bcl-2 ailesinin apopitozisi nasıl kontrol ettiği hakkında tartışmalar vardır. Bir

model, bcl-2 üyelerinin direkt olarak kaspaz aktivitesini kontrol edebileceğini, diğer

model mitokondri bütünlüğünün korunması ile etkili olabileceklerini savunmaktadır

(94,95). Bcl-2 aile üyelerinin esas fonksiyonu, mitokondri bütünlüğünü korumak ve

sitoplazmaya mitokondriyal proteinlerin salınımını kontrol etmektir ( 96). Bcl-2’nin

mitokondri bütünlüğünü koruması  proapoptotik bax ve bak genleriyle ilişkilidir.

Sadece bax geninin inaktivasyonu apopito zisi sadece biraz etkilerken, yalnız bak

geninin bozulması hiç bir etki göstermemiştir. Buna karşın bax ve bak genlerinin

birlikte salınması hemopoetik sistem ve beyinde apopitozis gelişimi sırasında

dramatik bozulmaya neden olur ( 97).

Antiapopitotik bcl-2 üyeleri bax ve bak aktivasyonu ve oligomerizasyonunu

önleyerek mitokondriyal proapopitotik olayları inhibe eder. Bu olaylar bcl -2 ve bcl-

XL fazla salınımı birçok sitotoksik etkilere cevap olarak apopitozisi inhibe e ttiği

gösterilmiştir (98).

3.8. Damar Duvarında Apoptozis

Damar duvarının normal gelişimi ve fibroproliferatif hastalıkları sırasında

meydana gelen kan damarlarının yeniden yapılanmasında, vasküler hücr elerin

apopitozis göze çarpar. Kan damarı duvarının hücresel kompozisyonunu n ve

morfolojisinin kontrolünde vasküler hücre apopitozisinin rolü olduğu ileri

sürülmüştür (99). Hücre proliferasyonu, migrasyonu ve matriks turnoveri ile birlikte

apopitotik hücre ölümü normal damar ve hastalık gelişimindeki yapısal değişikliklere

katkıda bulunabilir. Bunun yanında damar duvarındaki hücre ölümü, spesifik

sitokinler ve gen ürünlerinin her ikisiyle de ayarlanmış olabilir ( 100).

Damarların yeniden yapılanması sırasında fizyolojik ve patolojik durumların

her ikisinde de apopitozis ile hücr e proliferasyonu ayrılmaz ikilidirler. Ancak

apoptozisi ve Apoptoziste post-op safen ven greftin erken döneminde düz kas

hücreleri fibröz dokuyla tamamen yer değiştirebilir. Bu değişim geç dönem safen ven

dejenerasyonu önemli rol oynar.  Düz kas hücreleri bununla beraber anevrizma
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formasyonundaki vasküler atrofi aşırı apopitozis ile birlikte bulunur. Damar

duvarındaki vasküler düz kas hücreleri yaşamın başından sonuna kadar bölünebilirler

ve apopitozise maruz kalabilirler ( 101). Bu nedenle damar duvarı içinde normalden

az veya fazla oluşan apopitozis zararlı olabilir (102).

3.8.1. Vasküler Remodeling ve Apoptozisin Etkisi

Doku kitlesi veya toplam hücre sayısında büyük değişikliğe ihtiyaç duymadan

damar boyutundaki değişim, baştan sona damar duvarında oluşan apoptotik süreç ile

ilgilidir. Bu durum damar duvar yeniden yapılanması olarak tanımlanır. Örneğin

proliferasyon veya apopitozis sonucu ile oluşan fizyolojik yeniden yapılanmada;

doğum sonrası umblikal kordun arter ve venin lümen de daralma ve duktus

arteriozusda kapanma meydana gelir ( 103). Neonatal vasküler yeniden yapılanma

sırasında oluşan vasküler hücre apopitozisi, plasentadan akciğerlere oksijen değiş

tokuşu sırasında meydana gelen akım azalması ile tetiklenerek ortaya çıktığı

bildirilmiştir (99).

Damar duvarı yeniden yapılanması immatür tavşanların karotis arterlerin deki

akım değişiklikleriyle direkt olarak gösterilmiştir. Bu deneysel çalışmada sol

eksternal karotisin bağlanması sonucunda common karotis arterdeki kan akımındaki

azalma ve bu azalmayla korele olarak endoteliyal hücre ve vasküler düz kas hücre

apopitozisinde artış dikkati çekmiştir (104).

Vasküler düz kas hücrelerinde yeniden yapılanma primer aterosklerozda,

anjiyoplasti sonrasında, restenozda, vasküler travmada ve mekanik dista nsiyonda

meydana gelebilir. Her ne kadar bu durumların tümünde şüphesiz apopitozis

meydana gelse de sonuç olarak yeniden yapılanmada vasküler düz kas hücre

apopitozisin rolü önemlidir (102).

Safen ven greftindeki  düz kas hücreleri apoptozisin etkisiyle erken dönemde

fibröz dokuyla yer değiştirebilir. Bu karşılıklı değişim geç dönemde ise safen ven

greftin dejenerasyonunda önemli rol oynar ( 105). Ven greftin erken dönem

hasarlanmasındaki apoptotik süreçte, medial düz kas hücrelerinde önemli hasar

oluşur. Bu hasarın temelinde ven greftin mediasında bulunan düz kas hücreleri,

fibroblastlar ve inflamatuar hücreler önemli rol oynar ( 106). Mekanik distansiyon,

inflamasyon ve medial iskemi nin fibrozise neden olduğu ve bu medial düz kas hücre

yapılanmasının programlanmış hücre ölümü (apoptozis) ile birlikte olduğu tespit

edilmiştir (105).
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Karabulut ve arkadaşları (107) insan safen ven greftinin koroner bypass için

hazırlanması sırasında, farklı basınçlar kullanılmış, 100 mmHg üzerindeki basınç

uygulamalarda önemli derecede endotel hasarını oluştuğunu, 100 mmHg altındaki

uygulamalarda daha az endotel hasarı oluştuğu tespit etmişlerdir. Ancak yapılan

çalışmalarda ven greftlerinde mekanik distansiyon olmadan da şiddetli düz kas hücre

kaybı olacabileceği gösterilmiştir (106).

Vasküler düz kas hücresindeki apopitozisinin etkisi ortamın şartlarına bağlıdır

Bu nedenle ilerlemiş aterosklerotik plaktaki intimal vasküler düz kas hücre

apopitozisi plak rüptürünün gelişmesine ve mediyal apopitozis de anevrizma

formasyonunun gelişmesine yardımcı olabilir. Hasar sonrası neointima oluşumu

intima ve medyanın her ikisindeki düz kas hücre apopitozisi ile sınırlandırılabilir

(108).

İnsandaki anevrizmanın en yaygı şekli damar medyasından vasküler düz kas

hücre kaybı ile elastin parçal anması ve matriks bozulmasıyla karakterize, ilerleyici

dilatasyon gösteren ve bunun sonunda rüptüre olan anevrizmalardır. Vasküler düz

kas hücresindeki apopitozis aortik anevrizmalarda normal aortalara kıyasla artmıştır.

Bu artışla ilişkili olarak proapopi totik moleküllerin sayısında da artış mevcuttur

(109).

Hücrenin yaşama yeteneği moleküler düzeyde proapopitotik ve antiapopitotik

sinyaller arasındaki denge ile yönetilir. Bu olay bir takım gen familyaları aracılığı ile

olur ki bunlardan en önemlisi bcl -2 familyasıdır. Bcl-2 familyası üyelerinden bcl -2,

ve bcl-x' in uzun formu olan bcl -XL hücrelerin hayatta kalmalarını sağlarken bax,

bad, ve bid fonksiyonu apopitozisi ilerletir. Yapılan bir çok çalışmada vasküler hücre

yaşama yeteneğinin kontrolü üzerinde b cl-2 familyası proteinlerinin rolü

incelenmiştir (99). İnsan aterosklerotik plakların vasküler düz kas hücrelerinde Bax

ekspresyonunun artışıyla aterosklerotik plaklarda apopitozisin yüksek frekansda

olduğu gösterilmiştir (110). Ayrıca yenidoğandaki vaskül er yeniden yapılanma ve

vasküler regresyon da vasküler düz kas hücrelerindeki bax expresyonunun artışıyla

ilişkilidir (111). Koruyucu protein bcl -XL, normal vasküler düz kas hücreleri

medyasında bolca bulunurken, balon hasarı sonrası apopitotik hücre ölümü nün

başlarındaki dalgalanma ile korele olarak expresyonu azalır ( 112). Tavşanlarda

yapılan anjiyoplasti aracılıklı apopitozisde, bcl -XL ekspresyonu, vasküler düz kas

hücrelerinin intimasında medyasından daha fazla artmış olarak bulunur ( 108).
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Vasküler düz kas hücresinin hayatta kalma mücadelesinde bcl -2 familyası

proteinlerinin fonksiyonel farklılıkları yapılan deneylerde gösterilmiştir. Tıkanmış

venöz damarlarda karşıt strateji kullanılarak bcl -XL' in ablasyonunun neointimal

vasküler düz kas hücre apoitozisine neden olabileceği ve bunun da intimal kalınlıkta

azalmaya yol açacağı gösterilmiştir ( 108). Böylece bcl-XL ekspresyonu neointimal

vasküler düz kas hücrelerinde tercih edilen protein  olduğu kanısına varılmıştır. Tüm

bu çalışmalar, vasküler düz kas h ücrelerinin hayatta kalma mücadelesinde endojen

bcl-2 ve bcl-XL seviyelerinin gerekli olduğunu göstermiştir.

Bcl-2 familyası proteinlerine ek olarak vasküler hücre apopitozisinin

regülasyonunda faktör p53 trankripsiyonu öne sürülmüştür. Böylece yapılan

çalışmalarda aterosklerotik lezyonlarda p53 birikimi apoptozisi ilerlettiği rapor

edilmiştir (113).

Sonuç olarak (99);

-Vasküler düz kas hücreleri ve endoteliyal hücrelerin apopitozisi insan

damarlarının gelişimi sırasında belgelendirilmiştir.

-Akut hasar sonrası intimal lezyonlardaki vasküler düz kas hücrelerinin

turnoverinden apopitozisin sorumlu olabileceği ve medyada meydana gelen hücresel

azalmaya apopitotik vasküler düz kas hücre ölümünün katkıda bulunabileceği

gösterilmiştir.
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4. GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmamız, Fırat Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurul onayı alındıktan sonra,

Fırat Üniversitesi Tıp Fakültesi Kalp ve Damar Cerrahisi A.D. ve Patoloji A.D.

tarafından gerçekleştirildi. Çalışmaya her iki cinsten, koroner arter bypass greft

operasyonu geçirecek varis ve venöz yetmezlik tanısı almamış sağlıklı vena safena

magna (VSM)’ya sahip 32 hasta dahil edil di ve her grupta 8 hasta yer aldı.

Operasyonda elde edilen VSM greftlerinden arta kalan 5 cm  lik safen ven parçaları

kanüle edildi, kanülün ucuna üçlü musluk takıldı. 20 cc’lik enjektör her grup için  ayrı

hazırlanan solüsyon ile doldurularak üçlü musluğa takıldı. Ortalama 100 mmHg

basınç ile şişirilerek oluşan basınç üçlü musluktaki transdüser a racılığıyla monitöre

kaydedildi (Şekil 5).

Şekil 5. Safen venin distansiyon basıncının monitörizasyonu

Yapılacak çalışma tüm hastalara anlatılarak onay belgesi alındı. Çalışmaya

dahil edilen hastalarda yaş ve cinsiyet ayrımı yapılmadı.
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4.1. Gruplar

Grup 1 (Kontrol grubu):  Safen veni heparinli serum fizyolojik solüsyonu

(300 cc %0.9 NaCl içine 5000 Ü heparin konularak hazırlanan solüsyon) ile 100

mmHg basınçla 2 dakika süre ile şişirilecek, ardından bir saat bekletilecek.

Grup 2 (Papaverin grubu):  Safen veni papaverin solüsyonu içine (300 cc

%0.9 NaCl heparinli serum fizyolojik solüsyonu içine 20 mg papaverin (Papaverin

amp 40mg/2ml konularak hazırlanan solüsyon) ile100 mmHg basınçla 2 dakika süre

ile şişirilecek,  ardından bir saat bekletilecek

Grup 3 (Verapamil grubu):  Safen veni Verapamil solüsyonu  (300 cc %0.9

NaCl heparinli serum fizyolojik içine 5 mg verapamil (İsoptin amp 5mg/2ml)

konularak hazırlanan solüsyon) ile 100 mg basınçla 2 dakika süre ile şişirilecek,

ardından bir saat bekletilecek.

Grup 4 (Nitrogliserin grubu):  Safen veni nitrogliserin solüsyonu (300 cc

%0.9 NaCl heparinli serum fizyolojik solüsyonu içine 2.5 mg nitrogliserin

(Perlinganit amp 10mg/10ml) konularak hazırlanan solüsyon) ile100 mmHg basınçla

2 dakika süre ile şişirilecek,  ardından aynı solüsyon içinde bekletilec ek.

4.2. Damar Örneklerinin Alınması Ve Hazırlanması

Her dört grubun vena safena magnasından yaklaşık 2cm doku örneği alındı.

Alınan doku örnekleri %10’luk formolde tespit edildikten sonra parafin bloklara

gömüldü.

4.3. Histomorfolojik İnceleme

Hazırlanan parafin bloklardan mikrotom ile 4µm kalınlığında kesitler alındı.

Alınan kesitler deparafinize edilerek cam slaytlara monte edilip hematoksilen -eozin,

Verhoeff’un Elastik boyası ve Masson Trichrome kollajen boyası ile boyandı. Işık

mikroskobisinde ven duvar katmanlarının yapısal düzeni ve hücre dizilimleriyle

birlikte kollajen ve elastin içerikteki  patolojik değişiklikler değerlendirildi.
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4.4. İmmunohistokimyasal İnceleme

Hazırlanan parafin bloklardan elde edilen 4µm kalınlığındaki kesitlere avidin-

biotin-peroksidaz yöntemi ile immunohistokimyasal olarak bax, bcl -2 ve kaspaz-9

uygulandı. Elde edilen 4 mikron kalınlığındaki kesitler bax, bcl -2 için deparafinize

ve rehidrate edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini ölçmek için 5 dk. %3

hidrojen peroksitte tutuldu. Daha sonra distile su ile yıkanıp pH 6’da 650 mw

(mikrodalga)’da Sitrat buffer’da 5 dakika bekletildi. Kesitlere 10 dk Ultra V blok

uygulandı. Kaspaz-9 için deparafinize ve rehidrate edildikten sonra 10 dakika pepsin

enzimi uygulandı ve distile su ile yıkanıp 5 dk. %3 hidrojen peroksitte tutuldu. Daha

sonra benmaride 37˚C nemli ortamda 30 dk süreyle mouse monoclonal antibody Bax

(Neomakers, Fremont, CA, USA), mouse monoclonal antibody Bcl -2 (Neomakers,

Fremont,CA,USA), rabbit pol yclonal antibody Kaspaz -9 (Neomakers,

Fremont,CA,USA) antikorları uygulandı. Ardından 0.001 M, pH 7.4 olan PBS ile

yıkanarak avidin- biotin peroksidaz ile inkübe edildi. AEC kromojen ile boyandı.

Bütün kesitlere Mayer Hematoksileni ile zıt boyama yapıldı v e özel kapatma

maddesi (Ultra Mount Medium) ile kapatıldı.

İmmünohistokimyasal inceleme Enrico Ascher ve arkadaşlarının (132)

yöntemine göre yapıldı. Işık mikroskobisinde  (Olympus model U-MDOB, Japan)  ×

400 büyütmede her kesitten rastgele 10 saha incelend i. Her sahadaki 100 hücre bax

(+), bcl-2 (+) ve kaspaz-9 (+) ile boyanarak sayıldı. Toplam boyanan hücrelerin

ortalama yüzdeleri alındı.

4.5. İstatiksel Analiz:

İstatistiksel değerlendirmeler için Statistical Programme Software System

(SPSS) 15.0 programı kullanıldı. Elde edilen veriler ortalama ± standart deviasyon

olarak gösterildi. Gruplar arası farkın değerlendirilmesinde, “tek yönlü varyans

analizi (one-way ANOVA)” ve Post Hoc test olarakta “Tukey HSD (honestly

significant difference) test ” kullanıldı.  p<0.05 olan değerler anlamlı olarak kabul

edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Histomorfolojik Veriler:

Işık mikroskop incelemelerinde kontrol ve papaverin solüsyonlar ile hazırlanan

safen vende birbirine benzer sonuçlar elde edildi. Mikroskobik incelemede  endotel

düzensizliği, yer yer endotel kopmaları  yağlı hücreler ve intimada hiperplazik alanlar

gözlendi (Şekil 6A,6B).

Verapamil ve nitrogliserin solüsyonlarıyla hazırlanan safen vende ise yine

birbirine çok yakın sonuçlar elde edildi. Tunika intima, tunika media ve adventisya

doğal olarak izlendiği, minimal düzeyde endotel hücrelerinde kayıp olduğu görüldü

(Şekil 6C ,6D).

Sonuç olarak verepamil ve nitrogliserin solüsyonlar ile hazırlanan safen vende

vasküler yapının minimal hasarda olsa korunduğu ancak kontrol ve papaverin

solüsyonlar ile hazırlanan safen vende ise tüm tabakalarda yapısal bozukluklar olduğu

ve aterosklerotik zemine doğru gidiş in hızlı olduğu gözlendi.

Şekil 6A. Kontrol grubunda yeralan ve heparinli serum fizyolojikle şişirilmiş

safen ven
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Şekil 6B. Papaverin grubunda yeralan ve heparinli serum fizyolojikle şişirilmiş

safen ven

Şekil 6C. Nitrogliserin grubunda yeralan ve heparinli serum fizyolojikle

şişirilmiş safen ven



32

Şekil 6D.Verapamil grubunda yeralan ve hepa rinli serum fizyolojikle şişirilmiş

safen ven

5.2. İmmunohistokimyasal Veriler:

Alınan kesitler bax, bcl -2 ve kaspaz-9 içerikleri yönünden

immunohistokimyasal olarak boyandılar ve değerlendirildiler.

Tablo 3. Safen ven gruplarında sayılan hücrelerin yüzde oranları

    Veriler Ortalama ± Standart sapma olarak verilmiştir.
    AD: Anlamlı Değil.

Gruplar Bax Kaspaz Bcl
Kontrol (I) 85,00 ± 6,89 24,50 ± 6,85 2,50 ± 1,41

Papaverin (II) 64,63 ± 8,73 26,25 ± 6,54 2,75 ± 1,28
Verapamil (III) 23,75 ± 4,20 18,63 ± 4,78 7,25 ± 1,83

Nitrogliserin (IV) 22,00 ± 7,69 19,38 ± 4,96 8,88 ± 2,30

P = (I-II) 0,000 0,932 (AD) 0,992 (AD)
P = (I-III) 0,000 0,209 (AD) 0,000
P = (I-IV) 0,000 0,317 (AD) 0,000
P = (II-III) 0,000 0,066 (AD) 0,000
P = (II-IV) 0,000 0,111 (AD) 0,000
P = (III-IV) 0,960 (AD) 0,994 (AD) 0,270 (AD)
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5.2.1 Bax Boyanması:

Gruplardan elde edilen örneklerin bax ile pozitif boyanan hücreler ve ortalama

hücre yüzdeleri Tablo 3 ve Şekil (7A,7B,7C,7D,7E) de gösterilmiştir. Bax boyanan

ortalama hücre, kontrol ve papaverin grubunda anlamlı olarak bulunurken (p<0,005)

nitrogliserin ve verepamil grubunda ise çok daha az bulundu  (tablo 3). Tüm gruplar

birlikte değerlendirildiğinde kontrol (heparin) grubunda daha fazla olmak üzere

papaverin grubunda da fazla görüldüğü ancak nitroglis erin ve verepamil grubunda ise

bax (+) boyanan hücrelerin çok daha az olduğu gözlendi.

Sonuç olarak kontrol ve papaverin grubu, nitrogliserin ve verepamil grubuna

kıyasla çok daha fazla bax pozitif boyanan hücre tespit edildi ve anlamlı bulundu.

Şekil 7A :Bax (+) boyanan ortalama hücre yüzdeleri
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Şekil 7B. Kontrol grubuna ait safen vendeki Bax (+) boyanan hücreler

Şekil 7C. Papaverin grubuna ait safen vendeki Bax (+) boyan an hücreler
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Şekil 7D. Verapamil grubuna ait safen vendeki Bax (+) boyanan hücreler

Şekil 7E. Nitrogliserin grubuna ait safen vendeki Bax (+) boyanan hücreler
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5.2.2. Bcl - 2  Boyanması:

Nitrogliserin ve verapamil gruptaki ven örneklerinde bcl-2 ile boyanan

hücrelerin ortamaları,  kontrol ve papaverin grubuna oranla daha fazla pozitif

boyanmış ve anlamlı (p<0,005)  bulunmuştur  Tablo 3 ve Şekil (8A,8B, 8C,6D,9E).

Sonuç olarak yaptığımız çalışmada nitrogliserin ve verapamil grubu kontrol ve

papaverin ven grubuna göre sayısal değer olarak daha fazla bcl-2 (+) bulunmuş ve

anlamlı kabul edilmiştir.

Şekil 8A : Bcl (+) boyanan ortalama hücre yüzdeleri

Şekil 8B. Kontrol grubuna ait safen vendeki Bcl (+) boyanan hücreler
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Şekil 8C. Papaverin grubuna ait safen vendeki Bcl (+) boyanan hücreler

Şekil 8D. Verapamil grubuna ait safen vendeki Bcl (+) boyanan hücreler
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Şekil 8E. Nitrogliserin grubuna ait safen vendeki Bcl (+) boyanan hücreler

5.2.3. Kaspaz - 9 Boyanması:

Her dört grubun ven örneklerinin incelenmesinde hem kaspaz-9 (+) boyanan

hücre sayısı hemde ortalama hücre yüzdelerinin fazla ve biribirine yakın sayısal

sonuçlar olduğu görüldü. Tablo 3 ve Şekil (9A,9B,9C,9D,9E).

Sonuç olarak yaptığımız çalışmada ise her dört grup arası nda kaspaz

immünreaktivitesi açısından anlamlı farklılık gösterilemedi.

Şekil 9A: Kaspaz (+) boyanan ortalama hücre yüzdeleri
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Şekil 9B. Kontrol grubuna ait safen vendeki Kaspaz -9(+) boyanan hücreler

Şekil 9C. Papaverin grubuna ait safen vendeki Kaspaz -9 (+) boyanan

hücreler
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Şekil 9D. Verapamil grubuna ait safen vendeki Kaspaz -9 (+) boyanan

hücreler

Şekil 9E. Nitrogliserin grubuna ait safen vendeki Kaspaz -9 (+) boyanan

hücreler
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6. TARTIŞMA

Safen ven çapının geniş olması, anatomik olarak uzun seyretmesi, spazm

olmaması ve çıkarılmasındaki kolaylık nedeniyle koroner bypass cerrahisinde en çok

kullanılan greftlerin başında gelir. Safen ven ayak bileği seviyesinde medyal

malleolun önünde hazırlanıp, kanüle edilerek düşük bir basınç (<150 mmHg) ile

şişirilir ve çevreleyen doku venin  üzerinde kalmayacak şekilde diseksiyon yapılır.

İşlem sırasında endotel hasarını önlemek için ven sadece adventisyadan atravmatik

vasküler bir penset ile tutulur. Yan dallar için mümkün olduğunca klip tercih

edilmeyip ven hafif şişirilmiş halde duvara 1 m m mesafede bağlanır.

Arteriyel rekonstrüksiyonda kullanılan venlerle ilgili yapılan bir çalışma

sonucunda venlerin histopatolojik değişikliklere maruz kaldığı tanımlanmıştır ( 114).

Bu histopatolojik değişiklikler kontraktil fenotipte azalmayla beraber düz kas hücre

proliferasyonunu kapsamaktadır ( 115). Ayrıca vaso vasorum kaybından dolayı

gelişen mural iskemi, sirkumferansiyal damar duvar gerilimi ve basıncındaki

değişiklikler bu süreçte rol almaktadır ( 116). Ayrıca genellikle greftin hazırlanması

sırasında veya nadiren postoperatif dönemde spazm oluşur ( 25). Hazırlama sırasında

oluşan yapısal değişikliklerin çeşitli farmakolojik solüsyonlarda bekletme yle ve

oluşan spazmın da bu solüsyonlarla belli basınçta şişirilmesiyle giderilebileceği tespit

edilmiştir (26).

Koroner bypass cerrahisinde safen ven grefti hazırlanırken oluşan spazmın

giderilmesi için uygulanan mekanik distansiyon sırasındaki basınca bağlı endotel

hasarı gelişebilmektedir. Basıncın 100 mmHg üzerinde tutulduğu uygulamalarda

önemli derecede endotel hasarı oluştuğu, 100 mmHg altındaki uygulamalarda ise

hasarın daha az olduğu belirlenmiştir ( 107). Biz de bu çalışmamızda mekanik

distansiyon basıncını bu çalışmanın verileri doğrultusunda ortalama 100 mmHg

dolayında tuttuk.

Yapılan literatür çalışmalarında safen ven hazırlanması sırasında basınçlı

şişirme ve germenin safen vende endotel harabiyeti ne ve apoptozise neden olacağı

gösterilmiştir (117). Bu nedenle endotel harabiyetini azaltmak için çeşitli vazodilatör

ajanların eklendiği kan ya da serum fizyolojik hazırlama solusyonları

kullanılmaktadır (25).

Heparinli kan ve heparinli serum fizyolojik solüsyonda bekletilen venlerle

yapılan çalışmada kanda bekletilen venlerde serum fizyolojik gruba göre daha çok
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duvar kasılması ve endotel hücre kaybının meydana geldiği, serum fizyolojik grupta

ise damar gevşemesinin daha iyi olduğu tespit edilmiştir (16).  Bu nedenle

çalışmamızda grupları oluştururken kan kullanmayıp, sadece serum fizyolojik ve

serum fizyolojiye eklenmiş farmokolojik ajanları tercih ettik.

Hazırlama sırasında ortaya çıkan spasmı çözebilmek için çeşitli vazodilatör ilaç

kullanılmıştır. Bunların içerisinde nitrogliserin, verapamil ve papaverin en sık

kullanılan ajanlar olarak karşımıza çıkmaktadır ( 130). Biz de bu bilgiler ışığında

çalışmamızda nitrogliserin, verapamil ve papaverin içeren değişik hazırlama

solüsyonu grupları oluşturduk.

Karabulut ve arkadaşlarının çalışmasında serum fizyolojik içerisine

nitrogliserin ve verapamil eklenmesiyle safen vende intima ve media hasarının

minimal olduğu, ancak serum fizyolojik ve kan ile yapılan mekanik distansiyonun

daha fazla miktarda endotel ve media hasarı oluşturduğu gösterilmiştir ( 107). He ve

arkadaşlarının (26) yaptıkları çalışmada nitrogliserin ve verepamil ile insan safen

veninde maksimuma yakın relaksasyon sağladıklarını, bu etkilerin hızlı ve uzun

süreli olduğunu bildirmişlerdir. Baumann ve arkadaşları da (120) nonspesifik güçlü

vazodilatör olan papaverin ile hazırlanan solüsyonla yeterli relaksasyonun

sağladığını göstermişlerdir. Biz de literatürde en sık kullanılmış ve çalışılmış olan bu

maddeleri içeren solusyonların 100 mmHg basınçla uygulandığı venlerde ortaya

çıkan endotel hasarını ve apoptosisin bu olaydaki etkisini araştırmayı amaçladık.

Ruobos ve arkadaşları (121) serum fizyolojik, verapamil, nitrogliserin ve

papaverin içeren hazırlama ortamlarında oluşan endotel hasarını ışık ve elektron

mikroskobuyla incelemişlerdir. Verapamil ve nitrogliserinin, serum fizyolojik ve

papaverine göre daha az endotel ve media hasarı oluşturduğun u kanıtlamışlardır.

Roberts ve arkadaşları da (30) papaverinle hazırlanan insan safen ven greft inde

prostosiklinin azaldığı ve ciddi endotel hasarı oluştuğunu göstermişlerdir. Papaverinin

pH 3-4 olacak şekilde asidik ortam oluşturduğu ve bu asidik ortamın endotelde hasar

meydana getirdiği düşünülmektedir. Bizim ışık mikroskopisi ile yaptığımız

histomorfolojik çalışmada nitrogliserin ve verapamil ile şişirilen safen vende intima

bütünlüğü korunmuş olmakla birlikte az da olsa yer yer endotel hücre kayıpları

görülmüş, intima ve medya tabakasında minimal kalınlaşmayla birlikte elastin liflerde

yapısal bozukluklar tespit edilmiştir. Serum fizyolojik ve papaverin ile şişirilen safen

ven de ise intima düzensizliğinin yanında endotel kopmaları, endotel hücre kaybı v e

bazı alanlarda köpük hücrelerinin yanısıra yağlı hücreler ve hiperplazik alanlar
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görülmüştür. Literatür verileriyle uyumlu bu bulgular bize safen hazırlama

solusyonuna verapamil ve nitrogliserin eklenmesinin daha iyi endotel koruma

sağladığını düşündürmektedir.

Tüm çalışmalarda ortaya konmuş olmasına rağmen vasküler endotel

harabiyetinin nedenleri tam olarak bilinememektedir. Çeşitli teorilerin geliştirildiği

bu konuda intrinsik venöz duvar anormallikleri vasküler endotel harabiyetinin en

önemli sebebi olarak gösterilmektedir. Bu yapısal anormallikler; incelmiş ve

düzensizleşmiş düz kas tabakası, fibröz dejenerasyona uğramış medya tabakası,

şişmiş ve helikal kırılmış kollajen fibriller olarak tanımlanmıştır . Damarların tunika

medyasındaki ekstraselüler m atriks, elastik lameller ve kollajen fibriller ven

histopatolojisinde önemli role sahip olduğu tespit edilmiştir ( 122). Yapılan

çalışmalarda duvar dejenerasyonunda bu dağılımının homojen olmadığı, bazı

segmentlerin kalınlaşmış ve fibrotikleşmişken bazı seg mentlerin anevrizmalaştığı

görülmüştür. Bu sonuçlar venlerin elastin, kollajen ve düz kas hücre içeriğiyle ilgili

yapılan morfolojik ve histokimyasal çalışmalarda  da saptanmıştır (123).

Günümüzde yapılan araştırmalar vasküler endotel harabiyeti ve histopa tolojisi

için yeni ve oldukça önemli bilgiler vermektedir. Normal vasküler duvar gelişimi ve

yeniden yapılanmasını etkileyen doku kitle ve yapısını düzenleyen programlanmış

hücre ölümü olarak tanımlanan “Apopitozis’’ güncel konuların başında gelmektedir.

Venlerde apopitotik ölümün vasküler yapının ve tonusunun ayarlanmasında

büyük önemi olan vasküler düz kas hücreleri ile ilişkili olduğu yapılan çalışmalarda

gösterilmiştir. Dejenere safen ven greftlerin  hücrelerinde de apoptozis gösterilmiş,

böylece intimal lezyonlardaki vasküler düz kas hücrelerinin turnoverinden

apopitozisin sorumlu olabileceği ve meydana gelen hücresel azalmaya apopitotik

vasküler düz kas hücre ölümünün katkıda bul unabileceği gösterilmiştir (124). Ayrıca

apopitozis endotelyal hücreler ve inflamatuar yanıt hücreleri gibi diğer hücre

popülasyonunda da tespit edilmiştir ( 125). Ven duvarı hücrelerinin disfonksiyonunun

hücre siklusu, apopitozisin deregülasyonuna bağlı olması muhtemeldir. Çünkü

apopitozis doku hemostazında ve hücre sayısının korunmasında majör bir rol oynar,

bu da ven duvarındaki hücre turnoverine etki eder.

Apoptozis ile ilgili birçok çalışma yapılmış ve bu çalışmalarda özellikle

vasküler hücrelerin yaşama yeteneğinin moleküler düzeyde proapopitotik ve

antiapopitotik sinyaller arasındaki denge ile belirlendiği gösterilmiştir. Bu olayların

bir takım gen familyaları aracılıklıdır ve bunlardan en önemlisi bcl -2 familyasıdır.



44

Bcl-2 familyası üyelerinden bcl -2 ve bcl-XL hücrelerin hayatta kalmalarını sağlar ve

apoptozisi önlerken,  bax ve kaspaz proapoptotik özelliklerinden dolayı hücrede

apopitozisi ilerlettiği tespit edilmiştir ( 126). Bcl-2 nin overekspresyonu bir çok hücre

tipinde apopitozise karşı koruyucu olup bcl -2’nin apopitozis inhibisyonuyla ilişkili

olduğu tespit edilmiştir.

Galea ve ark (127) insan safen ven grefti ile yaptıkları bir çalışmalarında safen

venin 350 mmHg basınçla 2 dakika süreyle şişirilmesi sonrası ortaya çıkan

değişimleri değerlendirmek amacıyla ven duvarında apoptosiz,  hücre proliferasyonu

ve hücrelerde erken uyarılara karşı cevep veren bir transkriptör faktör olan c -fos m-

RNA düzeylerine bakmışlardır. Ven duvarında apoptozi s ve c-fos m-RNA protein

düzeyleri artarken, hücre proliferasyonunun azaldığını tespit etmişler ve böylece bu

değişimin safen ven yetmezliğinde etkili olabileceği ni düşünmüşleredir. Yapılan bir

diğer çalışmada da insan safen ven grefti hazırlanma sırasında basınçla şişirme

işleminin ven greftin düz kas hücrelerinde  bir mitojen-aktivatör protein kinaz olan

p38 aktivasyonunu arttırdığı ve beraberinde apoptozis geliştiği bunun da safen ven

yetmezliği oluşumuna katkıda bulunduğu tespit edilmiştir (128).

Anjiyografik olarak % 70’in üzerinde tıkanıklık tespit edilen ve tekrar koroner

arter bypass ameliyatı geçiren 14 hastanın safen ven gr eft duvarında TUNEL metodu

ve immunohistokimyasal  antikorlar kullanılarak proapoaptotik ( Bax, p53, CPP32 )

ve antiapoptotik (Bcl-2) proteinler gösterilmeye çalışılmıştır. S afen ven greftin

aterosklerotik alanında proapoptotik (  Bax, p53, CPP32) proteinler daha fazla tespit

edilmiş ancak ultrastruktural analizlerde apoptozisin özelliklerini açığa çıkarmada

yetersiz kalınmıştır. Ayrıca bu alanda hücre ölümü sıklıkla gözükürken, TUNEL

metoduyla bcl-2 negatif korelasyon gösterilmiştir.  Safen venin non- aterosklerotik

alanında ise TUNEL metoduyla hem antiapoptotik hem de proapoptotik proteinler

gösterilmiştir (129).

Jarzembowski ve ark (131) safen venin implantasyon öncesi bekletildiği

solusyonun endotelial ve düz kas hücrelerinde apoptozise yol açtığını, piruv at

preserve solusyonlarla bu olayın çok daha az olduğunu göstermişlerdir.

Domuz koroner endotel hücreleri ile rat aortik düz kas hücreleriyle yapılan bir

invitro çalışmada, papaverin ile 1 saatlik inkubasyon sonrası hem düz kas hücreleri

ve hem de endotelyal hücrelerinde TUNEL metoduyla boyanmış apoptotik hücre

sayılarında belirgin artış gösterilmiştir ( 119).
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Bizim çalışmamızda immunohistokimyasal olarak bax, bcl ve kaspaz

antikorları kullanılarak serum fizyolojik (kontrol), papaverin, verapamil ve

nitrogliserin solüsyonları ile safen vende mekanik distansiyon uygulandı. Kontrol ve

papaverin gruplarında bax (+) boyanan hücreler sırasıyla % 85.00 ve % 64.25 iken

verapamil ve nitrogliserin gruplarda ise % 23.75 ve %22.00 sonucu bulunmuş

böylece kontrol ve papaverin solüsyonlarıyla şişirilmiş safen vendeki bax (+)

yüksekliği anlamlı bulunmuş ve apoptotik aktivitenin arttığı tespit edilmiştir. Bcl -2

(+) boyanan hücre ortalamaları kontrol ve papaverin grubunda sırasıyla % 2.5 ve %

2.75 iken verapamil ve nitroglise rin grubunda ise % 7.25 ile % 8.88 sonucu elde

edilmiş böylece verapamil ve nitrogliserindeki bcl -2 artışı anlamlı kabul edilmiş ve

apoptotik aktivitesinin azaldığı sonucuna varılmıştır. Her dört ven grubun

incelenmesinde kaspaz (+) boyanan hücre sayısının  fazla olduğu, ancak birbirine

yakın sayısal sonuçlar elde edilmesi nedeniyle istatistiksel olarak anlam

bulunmamıştır.

Görülüyor ki tüm bu yapılan çalışmalarda damar duvarının katmanlarında

proapopitotik ve antiapopitotik mediyatörlerin seviyelerinde fa rklılıklar tespit

edilmiştir. Bunun nedenini apopitotik süreç içerisinde rol alan tüm maddelerin kendi

aralarındaki çalışma düzeninde bilinmeyen bir etkinin olabileceğini

düşündürmektedir.

Sonuç olarak safen ven hazırlanması sırasında verapamil ve nitrogl iserin

solüsyonlarının kullanılması hem endotel harabiyetini hem de programlanmış hücre

ölümü olarak tanımlanan apoptozis aktivitesini azaltığı gösterilmiştir. Ancak tüm

bunların yanında yaş, çevresel özellikler, hormonal ve genetik faktörlerin ven duvarı

üzerindeki etkilerini gözardı etmemek gerekir.
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