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1. OZET

Vazodilator Solisyonlarla Mekanik Distans iyon Uygulanan Safen Vende

Apopitozisin Yeri

Safen ven greftinde olusan endotel hasarinin patogenezi gunumizde halen
tartisiimaya devam edilmektedir. Safen ven greftinin endotel hasarinin fizyopatolojisi
icin son zamanlarda ileri sirllen teoriler intrinsik ventz duvar anormallikleri
nedeniyle olusan hasar ve bunun sonrasinda ortaya ¢ikan endotel harabiyetidir.
Yapilan calismalarda kan damari duvarinin hiicresel kompozisyonunun ve
morfolojisinin kontroliinde vaskiler hicre apopitozisinin rolt olabilecegi ileri
strtlmistir. Bu calismamizda safen ven grefti hazirlarken degisik farmakolojik
ajanlarin ilave edildigi soltsyonlarla olusturulan mekanik distansiyonun apopitotik
aktivite Uzerindeki etkisini arastirmayi amacladik.

Calismaya her iki cinsten, koroner arter bypass greft operasyonu gecirecek
varis ve venoz yetmezlik tanisi almamis saglikli vena safena magna (VSM)’ya sahip
toplam 32 hasta alindi. Grupl (Kontrol), Grup 2 (Verapamil), Grup 3 (Nitrogliserin)
ve Grup 4 (Papaverin) olmak Uzere toplam dort grup olusturuldu. Her gruba 8 hasta
dahil edildi. Her dort grubun vena safena magnasindan doku ornekleri alindi. Doku
kesitlerinde immdinohistokimyasal boyama ile proapopitotik bax ve kaspaz-9 ve
antiapopitotik bcl-2 arastirildi.

Histomorfolojik olarak kontrol ve papaverin soliisyonlarla hazirlanan safen
vende vaskiler yapinin bozuldugu, endotel harabiyeti ve aterosklerotik zemine dogru
gidisin hizli oldugu gozlendi. Verepamil ve nitrogliserin ile hazirlanan safen vende
ise vaskuler yapinin korundugu minimal diizeyde intimada endotel harabiyeti oldugu
gozlendi.

immunohistokimyasal calismalarda ise tiim gruplarda kullanilan safen ven
calismalarda 6zellikle bax daha fazla olmak (izere kaspaz hiicrelerinin de yogun
sekilde boyandi§i gozlendi. Bax boyanmasi anlamli kabul edilirken tiim gruplarda
kaspaz boyanmasi biribirine yakin so nuclar elde edildigi i¢in anlamli kabul edilmedi.
Kontrol ve papaverin grubunda bcl-2 az boyanirken verapamil ve nitrogliserin

calismalarinda ise daha fazla bcl-2 boyandi ve anlamli kabul edildi.



Sonug olarak histomorfolojik olarak endotel harabiyetinin ve aterosklerozise
gidisin hizli géraldugu papaverin ve kontrol soliisyonlarinin kullanildigi safen vende
apoptotik aktivitenin fazla oldugu, endotel harabiyeti ve aterosklerozisin daha az
goruldugi verepamil ve nitrogliserin sollisyonlarinin kullanildigi safen vende ise

apoptotik aktivitenin daha az oldugu gozlendi.

Anahtar kelimeler: Safen ven, Apopitozis, Vaskdler duvar



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 Il 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



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 apoptotic 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



3.GIiRIS

Favoloro’nun 1968 de ilk kez safen ven greftini koroner by- pass cerrahisinde
kullanmasiyla, koroner arter cerrahisi butiin dinyada yaygin seklinde yapilmaya
baslanmistir (1). Glnumuzde ise safen ven greftinin ¢apinin genis olmasi, yeterli
uzunlukta olmasi ve kolaylikla elde edilebilmesi nedeniyle siklikla kullaniimaktadir
(2,3).

Koroner bypass cerrahisinde greft olarak kullanilan safen vende spazm greftin
hazirlanmasi sirasinda sikhikla gortlebilirken postoperatif donemde nadiren olusur
(4,5,6,7). By-pass sonrasi safen ven greftinin tikanmasinin degisik nedenleri olmakla
birlikte hazirlama sirasinda olusan spazmi gidermek icin ylksek basingla
sisirmeninde roll oldugu dustnulmastir (4) . Bu amacla yapilan ¢alismalarda yiksek
basingcla sisirmenin safen ven greftinde endotel ve media hasarina yol actigi
gosterilmistir (8). Safen ven greftinde olusan endotel hasarinin erken dénemde
trombiis ge¢ doneminde ise lipid birikimine yol agarak greftin tikanmasina yol actigi
tespit edilmistir (9,10).

Safen ven greftin hazirlanmasi sirasinda olusan endotel hasarini énlemek igin
bircok c¢alisma yapilmistir (10). Bu amagla vazodilatator ilaglarin (verapamil,
nitrogliserin, papaverin) hazirlama soliisyonlarin ilavesinin erken dénemde trombis
olusumunu ge¢ donemde ise intimal hiperplazi ve aterosklerozis gelisimini dnledigi
gosterilmistir (5,6).

Vaskiler endotel harabiyetinin nedenleri tam olarak bilinmemesine ragmen
cesitli teoriler gelistirilmistir. Bunlar arasinda ven duvar anormallikleri, hormonal
faktorler, yas, konnektif doku metabolizmasindaki degisiklikler, valviler yetmezlik
ve artmis enzimatik nedenler sayilabilir. Normal vaskdler duvar gelisimi ve yeniden
yapilanmasini etkileyen streclerden biri de doku kitle ve yapisini dizenleyen
programlanmis hiicre 6limi olarak tanimlanan “Apopitozis’’tir  (12). Yapilan
cahsmalarda molekdiler seviyede hiicre canliligini belirleyen faktorler in basinda
apoptozisi diizenleyen ve bir seri gen ailesi tarafindan kontrol edilen proapopitotik ve
antiapopitotik sinyaller arasindaki denge nin yer aldigi tespit edilmistir (11,12).

Postnatal donemde damarlarda programlanmis hiicre 6limu varligini goster en
cesitli sebepler bulunmaktadir. Apoptozis olarak bilinen bu durum ayni zamanda

aterosklerozda, anevrizma olusumunda ve inflamatuar damar hastaliklarinda



g6zlenen damar duvarinin yeniden yapilanmasinin bir &zelligi olarak da kabul
edilmektedir (12). Venlerde ise apopitotik 6lum gercek ven yapisinin ve tonusunun
ayarlanmasinda buyik énemi olan vaskiiler diz kas hiicreleri ile iliskilidir.

Toksinler, iyonize radasyon, reaktif oksijen radikalleri, cesitli kimyasallar,
yaslanma veya iskemi sonucu gelisen subletal hasarlar hicredeki apopitotik streci
aktive edebilir. Hucre cekirdeginde, hlcre membraninda, mitokondriyumda veya
hiicre ici herhangi bir bélgeden gelebilecek bir uyari apopitozu baslatabilir. Ozellikle
DNA’da olusan bir hasar énemli bir uyarim olarak bilinir. Ayrica apoptozis ¢ok
saylda ve cesitte mediator tarafindan dizenlenir. Bunlar arasinda bazi iyonlar,
molekdller, genler, proteinler ve hatta organeller bulunmaktadir.

Vaskiler endotel hasarinin etyopatogenezinde apoptozisin regilasyonu son
donemlerde arastiriimaya baslanmistir. Gelisme dénemi disinda akut arter hasari
(balon) ve tamir sirecinde, aterosklerotik plaklarda, restenotik lezyo nlarda, dejenere
safen ven greftlerinde, transplant vaskilopatisinde ve anevrizmatik arter duvarinda
diiz kas hucrelerinde apoptozis gosterilmistir ( 13) . Bizde bu ¢alismamizda safen ven
grefti hazirlarken kullanilan farmakolojik ajanlarin ilave edildigi s ollsyonlarla
olusturulan mekanik distansiyonun sebep oldugu endotel hasarinda apoptotik
aktivitenin etkisini arastirmaya amacladik. Calismamizin sonuglarinin tedavi

seceneklerini gelistirecek sonraki basamaklar icin yarar saglayacag kanaatindeyiz .

3.1. Normal Venoz Morfoloji

Kan, kapiller agdan baslayan vendller aracihgi ile dnce kicuk ¢apl venlere
dokualtr. Bu venler ise daha buyik caph venleri olusturduktan sonra vena cava
inferior ve vena cava superioru olusturarak kalbin sag atriumuna bosalirlar. V enler,
duvarlari ince oldugu igin kolayca gerilir ve fazla miktarda kan tutarlar. Bu yuzden
de kapasitans damarlar (kan yuklenim damarlari, ven yatagi) olarak bilinirler. Bu
oOzellikleri intravaskiler basinci artirmasini engeller. Kapasitans damarlardan kal be
donen kan miktari, kalbin 6n yikani belirleyen 6nemli bir faktorddr ( 14).

Ven duvari intima, media ve adventisya olmak Uzere (¢ tabakadan meydana
gelmistir. intima endotel hiicrelerinden, media diiz kas hiicrelerinden adventisya ise
desmoit, kollajen ve elastik liflerden dizili bag dokusundan olusur. Endotel hiicreleri
kisa boylu olup poligonal sekle sahiptir ve bazen ince bir bazal mebran Uzerine
oturmustur. Bag dokusundan meydana gelmis olan subendotelyal tabaka ince olup

bazen dista elastik lif agi ile ¢ce vrelenmistir. Media tabakasini olusturan sirkiler diiz



kas hucreleri birbirlerinden, kollajen ve elastik liflerden olusmus bir ag ile
ayrilmistir. Adventisya tabakasi gevsek bad dokusundan meydana gelmis olup

longutidinal seyreden kasin kollajen bandlari ve birkag diz kas liflerini igerir (15).

ELASTIN

Sekil 1. Vendz damar yapisi

Venoz kapakgiklar iki endoteliyal kivrim konkavitesinden meydana
gelmislerdir. Fibroelastik tabaka icerirler ve ve bu tabaka kapaklarin sikiligini
saglarlar. Bundan dolayr ven duvari kapakgik bdlgesinden daha incedir ( 16).
Kapakgiklarin acilimi akim yonune dogrudur ve go revleri refliyl onlemektir (Sekil
3).

Sekil 2. Venoz Kapakgik Fonksiyonu



3.2. Vena Safena Magna ve Parva

Alt ekstremitelerde vendz dolasim: ylzeyel, derin ve bunlari birbirine baglayan
perforan venler olmak Uzere 3 ayri sistemden olusur (17). Yuzeyel venler, buylk
safen ven (vena safena magna) ve kigiik safen ven (vena safena parva) olarak bilinir.
Yuzeyel venler membrantz fasyanin Ustiinde seyrederler ve derin venler gibi kas
kompartmaninda yer almadiklari icin destek dokusundan yoksundurlar. Vena safena
magna (VSM) ayak dorsalinde v.marginalis medialis’in devami olarak dorsal ventz
arkdan baslar, i¢ malleol 6niinden gecip, baldir i¢ yuzinde ilerleyerek popliteal
boslugun posteromedial kenarindan uyluk i¢ ylzine gelir. Buradan yukari ¢ikarak
yuzeyel inguinal bolgede fossa ovalisten femoral vene dokulir (17). VSM,
v.communicans’lar aracihgl ile vena safena parva ile v.perfor ans’lar yardimiyla da

derin venoz sistemle baglanti kurar (18).

Antero-lateral
Dakilen Dal
_ Postero-medial Ven
Femoral Ven
Femoral Ven Vena Jafena Magna
.. Hunter Perfaratdler
Popliteal Ven —Diodd's Perfaratérler
~— Boyd's Petfaratorler
Anteridr Fosterior Ven Atk
Tibial Ven
“=Clockett's
Fetfarattrlen
~Dorzal Ven Atk

Sekil 3. Vena Safena Magna



Postero-medial uyluk veni ve antero-medial uyluk veni gibi diger dallar kasigin
yakinlarinda safen sistemde sonlanir. Bu venlerden her biri bulunduklari bolgelerde
varikdz kimelere dontsebilir (17).

Vena safena parva (VSP) ise ayak lateralindeki dorsal vendz arktan baslayarak
baldir orta kesiminden yukari ¢ikar ve VSM” d en farkli olarak derin fasyay! penetre
ederek popliteal vene dokullr. Varikdz venlerin olusumunda VSP’d en daha ok
VSM sorumludur (17).

Yuzeyel venlerde distalde kapakcik sayisi proksimalden fazladir. Bileske
bolgelerindeki kapakgiklar daha kuvvetli olup, kapakgik iceren kisimlardaki ven
duvarinda belirgin sintzoid genislemeler vardir. VSM’ de en az 6 kapakgik vardir.
Bunlardan biri, olgularin %85’inde safeno -femoral bileskenin 2-3 cm distalindedir.
Kiglk safende ise kapakciklar birbirine yakin olup sayilari 4 -13 arasinda degisir
(17). Venoz sistemin 1si regulasyonu, tasima, muskulo -venéz pompa yaninda diger
onemli bir gorevide kan depolamadir (20). Ventz segment volimi arterden ¢ kez
daha fazla olup total kan voliminin %64’ ni olusturur (20). Alt ekstremite yizeyel
venler ise bu volimin % 15-20’sini olustururlar. Boylece kolay ulasilabilir olmasi ve
disuk volum kapasitesi nedeniyle cikariimalari sonrasinda komplikasyon cok az
goralur. Bu yuzden alt ekstremite yiizeyel safen venleri koroner arter bypass ve

periferik damar cerrahisinde siklkla kullan tlir.

3.3. Ven Greftlerin Onemi

Safen venin capinin genis olmasi, anatomik olarak uzun seyretmesi, spazm
olmamasi ve cikarilmasindaki kolaylik nedeniyle koroner bypass cerrahisinde ITA
ile birlikte en ¢ok kullanilan grefttir. Ayrica safen ven greftin uzun ve katlanabilir
olmasi, enfeksiyona dayanikli olmasi, daha az trombojen olmasi, maniplasyona
uygunlugu, uzun sire canlihgini korumasi ve elde etme kolayligi nedeniyle 6zellikle
periferik damar cerrahisinde, sik kullanilmaktadir (21). Politetrafloroetilen (PTFE)
gibi suni damar greftlerin minimal diizeyde yabanci cisim reaksiyonu olusturmasi,
tromboza direngli olmasi ve safen greftlerine gore agiklik oranlarinin disik olmasi
nedeniyle periferik damar cerrahisinde ancak alternatif gre ft olarak kullaniimaktadir
(22).

Yapilan bir ¢calismada infragenual ilk yillik greft acikligi safen grubunda %100,
PTFE'de %60 bulunmustur. ilk bes yillik greft agikligi ise safen grubunda %69 iken,
PTFE grubunda e aciklik tespit edilememistir (23).



3.4. Safen Ven Greftin Hazirlanmasi

Safen ven greft hazirlanma sekli gerekli olan uzunluga gore degismektedir.
Cap uyumu nedeniyle ayak bileginden baslamak tercih edilir. Diz altinda safendz
sinir buyuk safen venin hemen yaninda seyre ttigi i¢in korunmahdir. Ven hazirlandig
ilk yerden kanule edilerek distk bir basing (<150 mmHg) ile sisirilerek cevreleyen
doku venin iizerinde kalmayacak sekilde diseksiyon yapil malidir. islem sirasinda
endotel hasarini 6nlemek icin ven sadece adventisyadan atravmatik vaskdler bir
penset ile tutulmahidir. Yan dallar icin mimkiin oldugu kadar Klip tercih edilmeyip
ven hafif sisirilmis halde duvara 1 mm mesafede baglanmahdir. Ven duvarinda
olusabilecek yirtiklar veya ¢ok kisa birakilmis dallar 7 -0 prolen dikisler ile hemostaz
saglanacak sekilde yani ven sisirilirken boylamasina gecilmelidir. Yeterli uzunluk
saglandiktan ven proksimal ve distalden kesilir. Ven dlsik basingla sisirilerek
g6zden kacan dallar baglanip heparinli kanda muhafaza edilir.

Safen venin uzun donemde aciklik oranlarinin, c¢ikarilma asamasinda
olusabilen endotel hasarinda roliintin oldugu gosterilmis, bu yizden vene minimal
dokunma ve dustik basingla (intraluminal basing< 150 mmHg) sisirme 6nem

kazanmistir (24).

3.5.Vazodilatérlerin Safen Ven Grefti Uzerine Etkileri

Safen ven greftini hazirlanmasi sirasinda olusan spazmi gidermek igin yiiksek
basingla distansiyon uygulanir. Yiksek basincla distansiyon intima ve media
tabakasinda hasar yaparak greftin tikanmasina neden olur (25). Safen ven grefti
hazirlanmasi sirasinda vazodilatérlerin kullanilmasi, yiksek basingla distansiyonun
ihtiyacini azaltir ve uzun dénem patensi saglayabilir (26). Papaverin, kalsiyum kanal
blokerleri ve nitrogliserin gibi vazodilator ilaglar venlerde gucli relaksasyon

sagladiklarindan dolayi siklikla kullanilmaktadirlar (26).

3.5.1. Verapamil

Fenilalkamin grubu kalsiyum antagonistlerinin en taninmisi papaverin tlrevi
olan verapamil, suda ¢ézinme 6zelligi olup pH’da iyonize olur. Kalsiyum blokaji
etkisi sadece arter diz kasinda degil, ayni zamanda kalp kasi Uzerinede etkilidir.
Verapamil kalsiyum antagonisti etkisiyle sinls digumuinin (nodl) aktivitesini
deprese eder, atriyo-ventrikiler diigumde iletiyi azaltir ve myokardin kasilabilirligini

dasdrdr. Ayrica vazodilator etki de olustur ur.
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Kalpte ice yonelik Ca+ akimlarinin sino -atriyal digim hcrelerinin
depolarizasyonuyla implus olusturmasinda ve bunun yayilmasinda etkili olup ayrica
elektromekanik kenetlenmesinde o6nemli rolt vardir. Verepamil sinif 1V
antiaritmiklerin prototip ilacid ir. Sinuzal otomatizmi ve atriyo-ventrikiller dugimde
iletiyi azatlhigindan supraventrikller tasikardilerde basar ile kullaniimaktadir.
Ventrikiler tasikardide kullanilirsa kardiyovaskiler kollapst ve ventrikil
fibrilasyonunu presipite edebilir.

Verapamil akut ya da kronik fibrilasyonu sinis ritmine déndirmede etkisizdir,
ancak atriyo-ventrikiler noduldeki iletiyi deprese ederek atrial fibrilasyona karsi
ventrikillerin yanitini azaltir. Bu nedenle verapamil kronik atrial fibrilasyonda stres
aninda ventrikul hizini digoksinden daha etkin bir sekilde baskilamaktadir.

Verapamil gicli bir vazodilatordir. Koroner damar diiz kaslari Gzerine olan
gicli gevsetici etkisi vardir. Periferik direnci dustirmesine karsin, verapamil kalp
hizinda refleks artis olusturmaktadir. Verapamil 15.7 pg/mL konsantrasyonunda
insan safen veninde guclu vazodilator etki gosteren 6zellikle nodal doku Uzerine etki
etmesi ile klinikte antiaritmik olarak siklikla kullanilan kalsiyum kanal blokeridir
27).

Ozellikle AV nodu icine alan reentry tasikardilerini sonlandirmak kullanilan
negatif inotropik etki gosteren bir ilagtir. Organ banyolarinda ¢zellikle potasyum gibi
voltaj bagimh kontraksiyonlar tzerine etkilidir (28). Verapamilin etkisi (i¢ dakikada

baslar, iki saatten uzun stre devam eder ( 26).

3.5.2. Nitrogliserin

Nitrogliserin gucli klasik bir vazodilatérdir, damar diiz kaslarindaki spesifik
reseptorlere baglanip bisilfit baglarini olusturarak gevsetir. Nitrogliserin 7.2 pg/mL
konsantrasyonunda insan safen veninde glcli vazodilat 6r olup iskemik ortamda
baslangi¢ dozu 10 pg/kg/dk dir (26).

intraselliiler nitrik oksit salinim mekanizmasi ile iskemide spazmi antagonize
etmektedir ve kalsium kanal blokerlerinden daha az selektivite gostermektedir ( 28).
Nitrogliserinin etkisi bir iki dakikada baslar, yarim- bir saatte biter (26).

Koroner ve cevrel damar yapilari olmak Uzere, damar diz kas yapilarini
etkileyerek genel bir vazodilatasyon etkisini gosterir. Dlisik dozlarda venlerde segici
vazodilatasyon meydana gelirken, daha yiliksek dozlard a sistemik vaskiiler rezistansi

dasdrdr.
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Nitrogliserin kardiyovaskuler hastaliklarda kullanim sahasi genistir ve esas
olarak myokard iskeminin tedavisi ve konjestif kalp yetmezliginin tedavisi olarak iki
grupta toplanir. iskemide nitrogliserinin yararli et kileri, koroner vazodilatasyonla
oksijen sunumunu artirarak ve preloadi dustrup myokardial oksijen gereksinimini
azaltarak kendini gosterir.  Nitrogliserinin  antianjinal etkisi esas olarak
venodilatasyon yapip preloadi azaltmasi ve sonucta myokardial duvar gerilimini
disurmesi ile meydana gelir. Konjestif kalp yetmezliginde ise nitrogliserin, kalbin
i$ yukuni azaltarak etkili olmaktadir. Tedaviye inflizyon seklinde 5 pg/dk dozu ile

baslanir.

3.5.3. Papaverin

Papaverin afyon bitkisinden elde edilen analjezik ve bagimlilik potansiyeli
olmayan bir alkoloidtir. Tim diiz kaslarinda gevsetici etkiye sahiptir. Hipotansiyon
yapici etkisi nedeniyle sistemik kullanima elverisli degildir. Asil etkisini fosfo -
diesteraz etkisi inhibisyonu ile hicre i¢ci cGMP seviyesini artirarak gosterir.
Papaverin diiz kas hucresine kalsiyum girisini inhibe ederek, kalsiyumun hicre igi
depolarindan salinimini azaltarak, hiicreye adenozin alinimini artirarak veya
fosfodiesteraz inhibisyonu ile siklik adenozin monofosfat seviyesini artirarak
relaksasyon saglar (29). Ayni zamanda hicre igine kalsiyum girisinin ve sitozolde
depolanmis kalsiyum saliniminin inhibisyonu ile etki gostermektedir.

Yuksek konsantrasyonlarda kontraksiyonun sebebi ne olursa olsun relaksasyon
etkiye sahiptir. Bu 0zelligi ile arteryel greftlerde yeterli vazorelaksasyon yaptig
strilmis ve bu amacgla siklikla kullaniimistir. Papaverinin lokal kullanilimina
ilikiskin en 6nemli sorun, kuvvetli bir asidik yapiya sahip olmasi dir. Kuvvetli asidik
yapinin endotele zarar verdigi gosterilmistir. Ayrica papaverin hidroklorid asid
olmayan soliisyonlarda beyaz ¢okeltiler olusturur.

Topikal olarak adventisya tizerine uygulanarak kullaniimasi etkili iken, endotel
yaplya zarar verici etkisilerinden dolayi intraluminal kullanimindan kaginiimahdir.
Papaverin organ banyolarinda 37.5 pug/mL konsantrasyonunda safen ven greftinde
glcll non selektif vazodilator etkisi, alti dakikada baslar ( 26). Papaverinin safen ven
grefti hazirlanmasinda kullanimi sinirhdir. Asidik yapisi (pH 3-4) ve prostasiklin

diizeyini azaltarak, ven duvarinda ultrastriiktiirel hasar yaptigi tespit edilmistir ( 30).
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3.6. Safen Ven Greft Yetmezligi ve Okluzyonun Patolojisi

Safen venin mediasi, kalin sirkiimferensiyal diiz kas htcrelerinden olusur ve
intra luminal basing artisinda, aretryel greftlere nazaran daha ¢ok intimal ve medial
hasara ugrar (31). Dikkatsiz cerrahi midahaleler safen ven greftinin endotel ve
mediasinda hasara yol acar. Safen ven gr eftinin endotel hasari tromboz, hiperplazi ve
greftin tikanmasina yol acar.

Yapilan calismalarda endotel endotel hasarlanmasinda bazal mebranin agifa
¢iktigr, mikrotrombdislerin ve eritrositlerin kollajen ve fibriller tzerine yapistig
gozlenmistir (32). Boylece endotel hasari, mural trombis olusumuna kolaylastirici
bir faktor olarak gorev yapmaktadir. Mural trombisiin ven duvar yapisina katilmasi
ve mitonjenlerin salinmasi gibi trombosite bagimli faktorler safen ven greftinde
myointimal hiperplaziyi tetiklemektedir (33). Koroner bypass cerrahisinde kullanilan
safen greftlerinde gortilen tikanmalar erken ve ge¢ donem tikaniklar olarak iki

baslikta gortlir.

3.6.1. Erken Greft Tikanmasi

Greftlerde gozlenen erken yapisal degisiklikler de trombosit—ven duvar
iliskisinin 6nemli bir yeri vardir. Trombositlerin endotel hasarindan sonra olusan
vaskiiler duz kas hicre proliferasyonunu, fazla miktarda ekstraselliler matriks
artisini ve lipid birikimini hizlandiran temel faktor oldugu éne surilmektedir (25).
Nitekim intimal hiperplazinin trombositlerle olan iliskisi; deneysel calismalarda
trombosit agregasyonu ve adhezyonunu inhibe eden ajanlarin safen ven greftlerinde
intimal hiperplaziyi azaltici azaltici etkisinin ortaya konmasiyla ile desteklenmistir
(34).

Safen ven greftlerinin hazirlanmasi sirasinda olusan endotel hasari, damar
duvari ile trombositler arasinda bir dizi kompleks iliskiyi baslatmaktadir. Endotel
hasari, trombositlerin damar duvarina yapismasina baska trombositlerin buna ilave
olmasina ve trombositlerden serotonin, adenozin difosfat, lizozomal enzimler gibi
potansiyel harap edici maddelerin agiga ¢ikmasina neden olur (35). Bu faktorler
plazmadaki maddelerle birlikte endotel ve perisitlerin  kasilarak baglant
kompleksinin agiimasini, bdylece intimadaki diiz kas hu crelerinin prolifere olmasini
ve mediadaki diz kas hicrelerinin intimaya go¢ etmesini etmelerini uyarir. Bu
proliferasyona, yeni bad dokusu olusumu ve intrasellller -ekstraselliler lipid

birikmesi eslik eder. Fibrin veya trombis intima ylizeyinde toplanir (35).
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Safen ven greftlerinin %13-14" lik bolimU postoperatif ilk birkag ay iginde
tikanmaktadir (36). Post-morten ve cerrahi ven 6rneklerinin incelenmesi, ilk yilda
olusan bu safen ven greft tikanmalarinin % 70’inin, endotel hiicre kaybinin oldugu
bolgelerdeki mural trombislere sekonder olarak gelistigi ortaya koymaktadir (37).
Barboriak ve arkadaslari (38) ven greftlerinde soyulan endotel (zerinde fibrin ve
trombis gozlerken, Bulkley ve Hutckins (41) ise ameliyati takiben bir saat ile bir ay
sonra elde edilen insan ven greftlerinin % 73’nde intimal trombdsin varhigini
saptamistir.

Postoperatif birinci yilda safen ven duvar intimasinda ve diiz kas hicrelerinde
proliferasyon baslar (39). Her takip eden yil intimal hiperplazi artar ve yil basina % 2
greft tikanmasi meydana gelir (40). safen ven greftlerinin % 50’inde 10 yil iginde

tikanma, geriye kalan % 50’sinde belirgin ateroskler otik degisiklikler gozlenir.

3.6.2. Geg Greft Tikanmasi

Geg greft tikanmasi, subendotelyal fibromiskdiler hiperplazi veya ateromatdz
bir plaga sekonder olarak gelisen fokal ya da diffliz liminal stenoz nedeniyle
olusmaktadir(41). Ross ve Giomset (42) ge¢ intimal trombds olusumunda, trombosit -
fibrin agregasyonuna sekonder olarak gelisen fibr omiskiler hiperplazinin rol
oynadigini vurgulamistir. Boylece endoteldeki iyilesmeye ragmen, operasyon
baslangicinda safen venin hazirlanmasinda, gerek basing gerekse kullanilan
solusyonun safen ven greftinde meydana getirdigi endotel hasari, fibromuskuler
hiperplaziye ve sonucta gec greft stenozuna veya greft tikanmasina yol agmaktadir.
Bu nedenle koroner bypass icin hazirlanan safen ven greftlerinin btunl Gginin
korunmasi, 6zellikle endotelin korunmasi, biytk 6nem tasimaktadir (42).

Safen ven greftlerinde aterosklerozun hizli gelismi fizyolojik ve biyokimyasal
faktorlerin kombinasyonuyla olur. Grefteki degismis vaskiler hemodinaminin roli
Oonemlidir (34). Tlrbilans ve girdap kanallari plak olusumunu artirabilir.  Ayni
sekilde biyokimyasal degisiklikler énemlidir. Ozellikle lipid metabolizmasindaki
degisiklikler 6nemli rol oynar (30). Venoz doku, hiperlipidemik ortamda arteryel
dokuyla karsilastiginda lipit ahminda daha fazla afiniteye sahiptir (40).

Endotel hasarinin, platelet degranilasyo nu, tromboksanAz2 salinimi ve nétrofil
aktivasyonu, immunglobulin toplanmasi ve kompleman aktivasyonuna neden oldugu

gosterilmistir (43). Diffuz aterosklerotik safenlerde lipoproteinlerle immun kompleks
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olusturmus immunglobinlerin saptanmasi, C3-bagh plaklarin bulunmasi bunlarinda
lipitler gibi aterosklerozda rol oynayabileceklerini gosterir (44).

Aterosklerotik degisiklikler safen ven greftlerinde postoperatif 3 -6 ay kadar
erken donem olusabilir. Safen ven greftlerinde % 30’unda 3 yil i¢inde histopatolojik
olarak aterosklerotik degisikler saptanmistir (41). Agik greftlerin %14’inde 6 yilin
sonunda, % 50’sinde ise 10 yilin sonunda anjiyografik olarak aterosklerotik

degisiklikler saptanmistir (45).

3.7. Apoptozis

Hicre olumdayle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni
boya yontemlerinin kesfiyle baslamis olup ilk olarak nekroz tanimlanmistir (46). Son
otuz yilda histopatoloji, genetik ve molekiler biyoloji alanindaki yogun arastirmalar
bltln hayvansal hicrelerin kendilerini 6ldirecek bir genetik dizenege sahip
oldugunu ortaya koymustur. Multiseliller organizmalarda hiicre sayisinin kontrol,
hicre ¢ogalmasi ve hicre 6lumi arasindaki dengenin devami ile saglanir ( 47).
Normal kosullarda zedelenmis veya yaslanmis hiicreler organizmanin hicresel
homestazinin saglanmasi igin apopitozis olarak adlandirilan ve enerji gerektiren bir
tlr hiicre 6limu ile kendilerini feda ederler (48). Apopitoz programli ve fizyolojik bir
0lim sekli olmasi nedeniyle bu dengenin stirduriilmesinde énemli rol oynar . Bu 6ltim
sekli ilk kez, 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari (49) tarafindan iskemiye maruz kalan
dokunun etrafinda nekrozdan daha farkli hiicre 6limu gosterilmis ve buna Latince
sonbaharda ada¢ veya ciceklerden kuruyan yapraklarin dismesi anlaminda
‘apoptosis’ sozcugu ile adlandirilmistir. Apopitozis ve embriyogenesis, immin
repertuvarin gelisimi ve iltihabi olaylarin rezolusyonu gibi birbirinden farkli bircok
siirecte istenmeyen hiicrelerin eliminasyonu icin gerekli bir olaydir. Yine, apopitozis
ve hicrelerin ortadan kaldirilmasi arasindaki denge organizmanin iltihabi olaylardan
veya otoreaktiviteden korunmasi i¢in énemlidir ( 50).

Apopitozis embriyonun gelismesi, metamorfozis olaylarinda ve saglikli eriskin
dokularda siregelen fizyolojik bir hicre 6lumddar. Bunun disinda endokrin
dokularda kantrofik hormon konsantrasyonunun diismesi sonucu olusan atrofi,
neoplazmlarda kendiliginden veya kemoterapi, iyonize radyasyon ve hipertermi
tedavileri sonrasi gorulen 6lim ile allerjilerde T lenfositlerin hedef hicreye olan

etkisi apopitoz yoluyla gergeklesir (51).
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Embriyo doneminden baslayarak tim yasam boyunca apopitotik mekanizma ve
programli hiicre 6lumt vardir. Bazi hicreler yillarca yasarken bir kismi sadece
birka¢ saat yasarlar. Deri, gastrointestinal ve immdin sistem gib i pek ¢ok dokuda
devamlilik apopitozis ve hiicre yenilenmesine baghdir ( 52).

Apopitozis fetusta normal doku gelisiminin temel 6zelligidir (53). Normal
eriskin dokularinda ise hicre biylmesi ve apopitozis bir denge igindedir. Bu
dengenin biri lehine bozulmasi cesitli patolojilere yol agmaktadir. Genetik hiicre
0lim programinin hatali ekspresyonu veya apopitotik hiicre 6ltim programinin eksik
uygulanmasi  cesitli  karsinom, AIDS, viral infeksiyonlar ile otoimmiin,
norodejeneratif ve iskemik hastaliklarin gelismine zemin hazirlamaktadir (53).

Caenorhabditis elegans isimli nematod Uzerinde, 1990’in ilk yillarinda yapilan
ayrintili - calismalar, apopitozisin  genetik ve molekuler mekanizmalarinin
anlasiimasinda oldukga yardimci olmustur. Bu organizmada bulunan 1090 hiicre den
tam olarak 131 tanesi apopitozis ile 6lir ve geriye kalan 959 hiicre eriskin nematodu
olusturur (54). Caenorhabditis elegans ile ilgili galsimalar apopitozisin birbirini
izleyen dort evresi oldugunu gostermistir:

1-Hicreyi intihara goturen hiicre ici vey a hicre disi uyariima

2-Hicre ici proteazlarin aktivasyonu ile hiicrelerin dldUrtlmesi

3-Apopitotik hicrelerin diger hiicreler tarafindan ortadan kaldiriimasi

4-Apopitotik hicre parcaciklarinin lizozomlar iginde yikilmasi ( 54).

3.7.1 Apoptozisin Morfolojisi

Hicre 6limu nekroz ve apopitoz olmak Uzere baslica iki sekilde meydana gelir.
Nekroz ve apopitoz arasinda biyolojik ve morfolojik belirgin degisiklikler vardir.
Nekroz kimyasal ve fiziksel zararlanmalari takiben ortaya ¢ikan patolojik bir 6lum
seklidir. Basta mitokondrium olmak Uzere sitoplazmik organeller hasar -lanir, hcre
membrani selektif permeabilitesini kaybeder ve siserek rlpture olur. Hdcre icerigi
cevre dokuya yayilarak, inflamatuvar bir cevaba neden olur (55). Apopitotik
hiicrede, nekrozun aksine en ¢arpici degisiklik ¢ekirdekte meydana gelir.

Apopitozisde hcreler tek tek etkilenir, hacimce kigulir, komsu hicrelerle
temasini kaybeder (mikrovillus gibi 6zel yuzey farklanmalari ve diger hiicrelerle olan
baglanti yapilari bozulur). Bu olay hizla gergeklesirken ayni anda hiicrede degisik
yuzey cikintilart ve kivrintilar olusur. Bunlarin membranla gevrili olarak hiicreden

ayrilmasiyla "apopitotik cisimler" meydana gelir ( 51).
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Apopitoziste ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra
parcalara ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup daha
diffliz gorinimdedir. Apopitoziste stiperkondens bir hal alarak niikleus zari altinda
kresentik gorinim olusur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde
gordlir, bunun nedeni DNA’nin endonlkleaz ile olduk¢a 06zgul sekilde
interniikleozomal bdlgelerden parcalara ayrilmas idir. DNA’y1 parcalayan enzim ise
Ca/Mg-bagimli bir endonikleazdir (56).

Ormerod ve arkadaslari (57) insan over kanseri hiicrelerine cisplatin vererek
yapti§i calismada hicrelerin apopitozis yoluyla 6ldiguni gézlemistir. Bu hiicrelerin
once buylk kromatin parcalara boélindiguni ve bu sirada kromatin yapisinda
morfolojik degisikliklerin saptandigini géstermislerdir.

Apopitozisin erken evresinde hicreler birlesme bo Igelerinden ayrilir,
Ozellesmis yuzey organellerini kaybed ip belirgin sekilde buzullr ve birka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’0nl kaybederler. Hicre yizeyinde sitoplazmik cikintilar "bleb"
meydana gelir. Tim bu goérinim ler muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon
kanallari ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baglhdir. Isik mikroskobunda
apopitotik hdcrelerin bulundugu dokulardan elde edilen kesitler incelendiginde
hicreler etrafinda acik bir halo gorinumi gosterirler. Blzllen ve kiglk pargalara
ayrilan yapilar protein c¢apraz baglanmalar ile stabilize edililer (46,47).
Transglutaminaz sitoplazmik proteinlerde ¢apraz baglarin olusmasina neden olur.
Nitekim apopitotik hiicrelerde deterjanlardan etkilenmeyen protein bir kabuk vardir.
Scanning elektron mikroskobunda epidermisin kornifiye hucreleri gibi kivrintili
gordltrler (58). Bu hucrelerde endoplazmik retikulum genisler, genislemis
sarniclarin hiicre yizeyi ile birlesmesi sonucu hiicre yizeyinde krater gibi oyuklar
gozlenir. Hicre iskeleti filamanlari hicre yu zeyine paralel kenarlarda toplanir.
Endoplazmik retikulum disinda diger hicre organelleri yapilarini  korurlar.
Sitoplazma yogunlugu arttigi icin organeller kalabalik gorilir. Mitokondriyumlar,
nekrozla élen hucrelerin aksine baslangicta itibaren normal yap 1dadir. Nekrozdan
farkl olarak apopitozisde hiicre zari saglamdir, bu nedenle de inflamasyona neden
olmaz (51).

Sonugta yiizey cikintilari plazmalemma ile beraber hiicre ylzeyinden ayrilir ve
membranla cgevrili yuvarlak veya oval apopitotik cisimler meydana g elir. Bunlarin
sayist, blyuklGga ve icerigi hicrenin tipine gore degisir. Bazilari, yogunlasmis

sitoplazmayla beraber bir veya daha fazla niiklear parca iceriyorken bazilari sadece
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sitoplazma elemanlarini igerir. Nuklear icerik bulunmasi cismin buylklugine bagh
degildir (51). Olusan bu apopitotik cisimler hiicreler arasi doku araliklarina dagihrlar
veya lumene dokulurler. Mononuklear fagositik sistem veya komsu epitel hiicreleri
tarafindan fagosite edilirler (51). Apopitotik hucrelerin taninmasi, plazma
membranindaki degisikliklerle olur. Apopitotik hiicrede plasma membrani fosfolipid
asimetrisinin kayboldugu gozlenmektedir. Normalde fosfotidil kolin ve sfingomyelin
1fosfolipid bas gruplarinin sik pake tlenmesini saglar ve hiicre disinda yer alir. Buna
karsin fosfatidilserin ve fosfatidil etanolamin i¢ yiizeyde bulunur ve bu kenarin daha
gevsek paketlenmesini saglar (59). Fagositik hicrelerin vitronektin ve lektin
ozelligindeki reseptorleri, fosfatidil se rin ile baglanarak fagositozu uyarir (60).
Dokuda 4-9 saat taninabilir halde kalan apopitotik hicreler daha sonra
fagozomlar iginde birkag saat gordlebilir, sonra da sindirilemeyen materyal olarak
kalrlar. Apopitotik cisimlerin sindiriminde fagositik hticr enin lizozomal enzimleri
rol oynar. Kendisine ait lizozomlar diger organeller gibi bozulmamistir. Her ne kadar
apopitotik cisimler hizla fagosite edilse de bazilari 0Ozellikle de suspansiyon
kulturleri, timor asitleri gibi sivilarda dagilmis olanlar fa gositozdan kacabilir.
Bunlar kendiliginden sisme ve membran ruptirlyle dejenerasyona giderler. Buna

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

3.7.2. Apoptotik Sureg

Programli hiicre 6luminde birbirini izleyen basam aklarin neler oldugu tam
olarak bilinmemektedir. Hicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu
veya cevreden gelen sinyallerle apoptozis baslamaktadir. Apopitozis 6nceden hazir
olan hucrelerde primer baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonde r olarak gelisir
(46).

Hicre 6lim0 veya yasaminin surdarialmesi ile ilgili olaylar, protein kinaz C,
blyume faktor reseptorleri ve G proteinler tarafindan saglanan sinyal yollarini
icerirler (62). Bazi hiicre ici olaylarda oldugu gibi apopitozisde gel isen olaylarda
benzer sinyal yollarini kullanmaktadirlar. Bu olaylar serisi, hicresel proliferatif
homeostazisde denge olusturulmasi icin gereklidir. Plazma membraninin sitoplazmik
yuzeyinde lokalize olan G proteinleri transmembran sinyal sistemlerinde éne mli rol
oynarlar, adenilat siklazin stimilasyonu veya inhibisyonu ile hormonal sinyal

iletimini saglarlar (51).
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Apopitozis ¢ok cesitli i¢c ve dis uyari ile tetiklenebilmektedir. Toksinler,
iyonize radyasyon, reaktif oksijen radikalleri, cesitli kimyasalla r, kemoterapik
ajanlar, 1s1 soku, yaslanma veya iskemi sonucu gelisen subletal hasarlar ve DNA
hasarlanmalari hiicredeki apopitotik siireci aktive edebilir. Olim reseptorlerinin
uyarilmasi apopitozisi indikleyen en 6nemli yollardan birisidir. Blylme faktorle ri
azliginda, hormon ve sitokinlerin sinyalleri olmadiginda hiicreler apoptozise giderler.
Sonug olarak cekirdekte, hiicre membraninda, mitokondriyumda veya hiicre igi
herhangi bir bolgeden gelebilecek bir uyari apopitozu baslatabilir ( 63).

DNA hasari, hiicre siklusu kontrolli ve apopitozis arasinda bir iliski oldugu
saptanmistir (64). Hiicrede bir sekilde irradyasyon ve kemoterapik ilaglar nedeniyle
DNA hasari olustugunda p53 proteini fonksiyonel duruma gecer ( 65,66). Eger hasar
onartlabilecek dizeyde ise hiicre siklusunu durdurur ve hiicreye DNA’ sini tamir
edebilmesi igin zaman kazandirir. Hasar tamir edilemeyecek diizeyde ise bu durumda
apopitozisi indukler (63). Apoptozisi ekstrinsik ve intrinstik olmak Uzere iki yol

baslatir.

Tablo 1: Olum Reseptorleri ve Ligandlari

“Fas (Apo-1CD95) | FasL
TNFR-1 TNF-a
DR-3 (TRAMP,Apo-3Wsl-1) | Apo-3L
DR-4 (TRAIL-R1) TRAIL
DR-5 (TRAIL-R?2) TRAIL

3.7.2.1. Ekstrinsik Yol

Apopitozisi baslatan énemli yollardan birisi de ekstrinsik yol olup bu yolda
ekstraselliiler 6l1Um sinyal proteinleri ve bu proteinlerin baglandigi hiicrenin yuzey
reseptori gorev alir (67,68). Sinyal proteinleri ve reseptorler 6lim bolgeleri "death
domain (DD)" olusturur (62-64). Bu o6lim bdlgeleri proteazlari aktiflestirer ek
apoptozisi baslatirlar. Ekstrensik yolda bes 6lum reseptérinin DNA siralanislar
bilinmektedir (Tablo 1) (69,70,71).
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Oliim reseptorleri, yaklasik 80 aminoasit kalintisini ihtiva eder ve sisteinden
zengin ekstraselller alt bolgeler icermeleri nedeniyle ke ndilerine 6zgl ligandlarin

taninmasina izin verirler (72,71,73).

3.7.2.2. intristik Yol (Mitokondriyal Yol)

intrinsik  yol aktivasyonu icin kaspaz sinyal kaskadi aktivasyonu
gerekmektedir. Bu aktivasyon bcl-2 ailesi iyesi olan bid ile saglanir. Bid kaspaz 8’in
bélinmesiyle ortaya cikar ve mitokondride sitozolden sitokrom ¢ ve diger
mitokondriyal proapopitotik faktorlerin salinmasini indukle r ve proapopitotik bcl-2
aile tyelerinden bax ve bak ile uyumlu rol oynayarak mitokondriyal yolu baslatarak
kaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz 9’un aktive olmasi kesin hiicre élimiyle sonuglanan
kaspaz 3, 6 ve 7 gibi efektdr kaspazlarin katilimiyla kaspaz kaskadinin baglamasina
neden olur (74,75). Boylece i¢ mitokondri transmebran potansiyelinin bozulmasina
bagh olarak mebran permeabilitesi artsiyla osmotik mitokondriyal sisme ile es
zamanh olarak dis mitokondriyal membranin parcalanmasi sonucunda mitokondriyal
membran arasindan proapopitotik proteinlerin sitoplamaya salinmasina neden olur ve
hlcre 61Umu gerceklesir (76,77).

Mitokondriyal yol ayrica kemotorepatik ilaglar tarafindan indiiklenen DNA
hasari, oksidatif stres, aclik gibi hiicre icinden orjin alan 6lim sinyallerinin

cogaltilmasi ve tamamlanmasinda rol oynar ( 78,79).

20



APOPITOTIE STOMULASY O

l

Ead, Bid, Ban, Hile, wna, Mema

—

<

Digerlen

lr— ol 2, Bl XL

1

Bas, Bak

l ~ \\‘\\.

Emae Sirelerom ¢ ATF * Ende G

I{aspaz-3

APOPITCOZIS

Sekil 4. Mitokondriyal Yol

3.7.3. Proapoptotikler
Kaspazlar bilinen en iyi proapoptotik olup bir sistein proteazdir. Apopitotik

hiicre egilimi olan vakalarin cogunda aktive ol up apopitotik sinyal agi i¢in biyuk bir

oneme sahiptir ve hicre 6liminin kaspaz aktivitesine bagli olarak gelistigi
bildirilmistir (80,81).
Kaspaz terimi sistein bagimli aspartat spesifik proteazlardan ( cystein-depentent

aspartate-proteases) turetilmistir. Kaspazlarin katalitik aktivitesi yiiksek derecede

korunmus aktif bolim olan pentapeptit icindeki sistein miktarina baghdir. Simdiye

kadar memelilerde 14 Uyeli kaspaz ailesi bulunurken bunlardan kaspaz 11 ve 12
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sadece farelerde tanimlanmistir (82,83). Yapilan hayvan deneylerinde kaspaz 3 ve 9
geninin c¢ikarilldigi deneklerde beyin gelisiminde agir defekt sonucu perinatal
mortalite gelistigi, kaspaz 8 yetmezlikli emriyonun ise 12 gun sonra 6ldigu
bildirilmistir. Kaspaz 1 veya 11 defektli sicanlard a yapilan ¢alismalarda da hicrelerin
6ltm sinyaline asir duyarli olduklari saptanmistir (84-88).

Bax bilinen diger 6nemli proapoptotik olup antiapoptotik olarak bilinen bcl -2
nin bir alt grubudur. Apopitozis sirasinda degisikliklere ugrayan canli hicrelerde
sitozolik monomerdir ve dis mitokondriyal membrana integre olarak oligomerlerine
ayrilir (89). Bax’in apoptotik siirecte mekanizmasi tam bilinmemesine ragmen bak
oligomerleriyle beraber dis mitokondriyal membranda gecirgenligi uyardigi ve
katkida bulunduklarina inanilir. Bu ya kendileri tarafindan kanallarin olusturulmasi
ya da voltaj bagimli anyon kanal gibi dis mito kondriyal membran porlarinin

etkilenmesi ile olur (90).

3.7.4. Antiapoptotikler

Bcl-2 hiicre 6lumind inhibe eden onkojenlerin ilk o6rnegidir. folikuller
lenfomaya neden olan bir onkojendir. Siklikla imminglobulinin  kromozom
translokasyon [t(14:18)] bolgesiyle baglantilidir. Ozellikle hiicrenin apopitozisten
korunmasinda 6nemli rol oynar (91). Memelilerde bir kismi antiapopitotik diger
kismi da proapopitotik 6zelliklere ait 30 kadar benzerleri tanimlanmistir (Tablo 2)
(92).

Tablo 2: Bcl-2 Ailesi

~ Antiapopitotik |  Proapopitotik

Bcl-2 Bax Bmf
Bel-X. Bak Hrk
Bcl-w Bok Noxa
Bcl-B Bid Puma
Boo Bim Spike

Al Bik BNIP3
Mcl-1 Bad Bcl-Xs

Blk




Bcl-2’ye ek olarak bcl-X. bcl-w, bcl-B, boo, A1 ve Mcl-1 gibi alt gruplar
mevcut olup bunlar antiapopitotik proteinler olarak adlandirilirlar. Antiapoptotik
olarak bilinen bcl-2’nin mevcut iki alt grubu proapoptotik 6zelliklere sahiptir. Bax alt
ailesi (bax, bak ve bok ) ve Bid alt ailesi ( Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma, BIk,
BNIP3 ve Snike) (93).

Bcl-2 ailesinin apopitozisi nasil kontrol ettigi hakkinda tartismalar vardir. Bir
model, bcl-2 Gyelerinin direkt olarak kaspaz aktivitesini kontrol edebilecegini, diger
model mitokondri butunligunin korunmasi ile etkili olabileceklerini savunmaktadir
(94,95). Bcl-2 aile tyelerinin esas fonksiyonu, mitokondri bitinliglini korumak ve
sitoplazmaya mitokondriyal proteinlerin salinimini kontrol etmektir ( 96). Bcl-2’nin
mitokondri batunliguni korumasi proapoptotik bax ve bak genleriyle iliskilidir.
Sadece bax geninin inaktivasyonu apopito zisi sadece biraz etkilerken, yalniz bak
geninin bozulmasi hi¢ bir etki gostermemistir. Buna karsin bax ve bak genlerinin
birlikte salinmasi hemopoetik sistem ve beyinde apopitozis gelisimi sirasinda
dramatik bozulmaya neden olur (97).

Antiapopitotik bcl-2 tyeleri bax ve bak aktivasyonu ve oligomerizasyonunu
onleyerek mitokondriyal proapopitotik olaylari inhibe eder. Bu olaylar bcl -2 ve bcl-
X, fazla salinimi bircok sitotoksik etkilere cevap olarak apopitozisi inhibe e ttigi

gosterilmistir (98).

3.8. Damar Duvarinda Apoptozis

Damar duvarinin normal gelisimi ve fibroproliferatif hastaliklar sirasinda
meydana gelen kan damarlarinin yeniden yapilanmasinda, vaskiler hicr elerin
apopitozis goze carpar. Kan damari duvarinin hicresel kompozisyonunun ve
morfolojisinin  kontrolinde vaskuler hicre apopitozisinin  rolu oldugu ileri
strtlmastar (99). Hicre proliferasyonu, migrasyonu ve matriks turnoveri ile birlikte
apopitotik hucre 6lumi normal damar ve hastalik gelisimindeki yapisal degisikliklere
katkida bulunabilir. Bunun yaninda damar duvarindaki hiicre 6limu, spesifik
sitokinler ve gen drunlerinin her ikisiyle de ayarlanmis olabilir ( 100).

Damarlarin yeniden yapilanmasi sirasinda fizyolojik ve patolojik durumlarin
her ikisinde de apopitozis ile hicre proliferasyonu ayrilmaz ikilidirler. Ancak
apoptozisi ve Apoptoziste post-op safen ven greftin erken doneminde diz kas
hicreleri fibroz dokuyla tamamen yer degistirebilir. Bu degisim ge¢ dénem safen ven

dejenerasyonu 6nemli rol oynar. Diiz kas hiicreleri bununla beraber anevrizma
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formasyonundaki vaskiler atrofi asiri apopitozis ile birlikte bulunur. Damar
duvarindaki vaskiiler diz kas hiicreleri yasamin basindan sonuna kadar boltinebilirler
ve apopitozise maruz kalabilirler (101). Bu nedenle damar duvari iginde normalden

az veya fazla olusan apopitozis zararl olabilir (102).

3.8.1. Vaskuler Remodeling ve Apoptozisin Etkisi

Doku Kitlesi veya toplam hiicre sayisinda biyik degisiklige ihtiya¢c duymadan
damar boyutundaki degisim, bastan sona damar duvarinda olusan apoptotik sireg ile
ilgilidir. Bu durum damar duvar yeniden yapilanmasi olarak tanimlanir. Ornegin
proliferasyon veya apopitozis sonucu ile olusan fizyolojik yeniden yapilanmada;
dogum sonrasi umblikal kordun arter ve venin limende daralma ve duktus
arteriozusda kapanma meydana gelir (103). Neonatal vaskiler yeniden yapilanma
sirasinda olusan vaskiler hiicre apopitozisi, plasentadan akcigerlere oksijen degis
tokusu sirasinda meydana gelen akim azalmasi ile tetiklenerek ortaya ciktig
bildirilmistir (99).

Damar duvari yeniden yapilanmasi immatir tavsanlarin karotis arterlerin deki
akim degisiklikleriyle direkt olarak gosterilmistir. Bu deneysel c¢alismada sol
eksternal Kkarotisin baglanmasi sonucunda common Kkarotis arterdeki kan akimindaki
azalma ve bu azalmayla korele olarak endoteliyal hiicre ve vaskiler diiz kas hiicre
apopitozisinde artis dikkati cekmistir (104).

Vaskiler diz kas hcrelerinde yeniden yapilanma primer aterosklerozda,
anjiyoplasti sonrasinda, restenozda, vaskuler travmada ve mekanik distansiyonda
meydana gelebilir. Her ne kadar bu durumlarin timinde siiphesiz apopitozis
meydana gelse de sonu¢ olarak yeniden yapilanmada vaskiler duz kas hicre
apopitozisin rolt 6nemlidir (102).

Safen ven greftindeki diiz kas hticreleri apoptozisin etkisiyle erken donemde
fibroz dokuyla yer degistirebilir. Bu karsilikli degisim ge¢ dénemde ise safen ven
greftin dejenerasyonunda onemli rol oynar (105). Ven greftin erken ddnem
hasarlanmasindaki apoptotik siirecte, medial diz kas hicrelerinde 6nemli hasar
olusur. Bu hasarin temelinde ven greftin mediasinda bulunan diiz kas hcreleri,
fibroblastlar ve inflamatuar hicreler énemli rol oynar ( 106). Mekanik distansiyon,
inflamasyon ve medial iskeminin fibrozise neden oldugu ve bu medial diiz kas hiicre
yapilanmasinin programlanmis hiicre 6limi (apoptozis) ile birlikte oldugu tespit
edilmistir (105).
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Karabulut ve arkadaslari (107) insan safen ven greftinin koroner bypass igin
hazirlanmasi sirasinda, farkh basinglar kullanilmis, 100 mmHg tzerindeki basing
uygulamalarda énemli derecede endotel hasarini olustugunu, 100 mmHg altindaki
uygulamalarda daha az endotel hasari olustugu tespit etmislerdir.  Ancak yapilan
calismalarda ven greftlerinde mekanik distansiyon olmadan da siddetli diiz kas hicre
kaybi olacabilecegi gosterilmistir (106).

Vaskiiler diiz kas hiicresindeki apopitozisinin etkisi ortamin sartlarina baglhdir
Bu nedenle ilerlemis aterosklerotik plaktaki intimal vaskiler diz kas hiicre
apopitozisi plak riptlrinin gelismesine ve mediyal apopitozis de anevrizma
formasyonunun gelismesine yardimci olabilir. Hasar sonrasi neointima olusumu
intima ve medyanin her ikisindeki diiz kas hiicre apopitozisi ile sinirlandirilabilir
(108).

Insandaki anevrizmanin en yaygi sekli damar medyasindan vaskiiler diiz kas
hicre kaybi ile elastin pargalanmasi ve matriks bozulmasiyla karakterize, ilerleyici
dilatasyon gosteren ve bunun sonunda riptlre olan anevrizmalardir. Vaskuler diiz
kas hiicresindeki apopitozis aortik anevrizmalarda normal aortalara kiyasla artmistir.
Bu artisla iliskili olarak proapopitotik molekillerin sayisinda da artis mevcuttur
(109).

Hicrenin yasama yetene@i molekiler diizeyde proapopitotik ve antiapopitotik
sinyaller arasindaki denge ile yonetilir. Bu olay bir takim gen familyalari aracihig ile
olur ki bunlardan en 6nemlisi bcl-2 familyasidir. Bcl-2 familyasi tyelerinden bcl -2,
ve bcl-x' in uzun formu olan bcl-X, hiicrelerin hayatta kalmalarini saglarken bax,
bad, ve bid fonksiyonu apopitozisi ilerletir. Yapilan bir cok calismada vaskdler hiicre
yasama Yyeteneginin kontroli Gzerinde bcl-2 familyasi proteinlerinin  roli
incelenmistir (99). insan aterosklerotik plaklarin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Bax
ekspresyonunun artisiyla aterosklerotik plaklarda apopitozisin yiiksek frekansda
oldugu gosterilmistir (110). Ayrica yenidogandaki vaskiler yeniden yapilanma ve
vaskdiler regresyon da vaskuler diiz kas hicrelerindeki bax expresyonunun artisiyla
iliskilidir (111). Koruyucu protein bcl-X;, normal vaskiler diz kas hicreleri
medyasinda bolca bulunurken, balon hasari sonrasi apopitotik hiicre 6limi niin
baslarindaki dalgalanma ile korele olarak expresyonu azalir (112). Tavsanlarda
yapilan anjiyoplasti aractlikli apopitozisde, bcl-X, ekspresyonu, vaskiler diiz kas

hicrelerinin intimasinda medyasindan daha fazla artmis olarak bulunur ( 108).
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Vaskiler diiz kas hicresinin hayatta kalma micadelesinde bcl -2 familyasi
proteinlerinin fonksiyonel farkliliklari yapilan deneylerde gosterilmistir. Tikanmis
vendz damarlarda karsit strateji kullanilarak bcl-X." in ablasyonunun neointimal
vaskdiler diiz kas hiicre apoitozisine neden olabilecedi ve bunun da intimal kalinlikta
azalmaya yol acacagl gosterilmistir (108). Boylece bcl-X, ekspresyonu neointimal
vaskuler diiz kas hiicrelerinde tercih edilen protein oldugu kanisina variimistir. Tim
bu calismalar, vaskiiler diiz kas hcrelerinin hayatta kalma micadelesinde endojen
bcl-2 ve bel-X, seviyelerinin gerekli oldugunu géstermistir.

Bcl-2 familyasi proteinlerine ek olarak vaskiler hicre apopitozisinin
regilasyonunda faktér p53 trankripsiyonu ©One sirilmastiur. Bdylece yapilan
calismalarda aterosklerotik lezyonlarda p53 birikimi apoptozisi ilerlettigi rapor
edilmistir (113).

Sonug olarak (99);

-Vaskuler diz kas hucreleri ve endoteliyal hiicrelerin apopitozisi insan
damarlarinin gelisimi sirasinda belgelendirilmistir.

-Akut hasar sonrasi intimal lezyonlardaki vaskiler diz kas hicrelerinin
turnoverinden apopitozisin sorumlu olabilecedi ve medyada meydana gelen hiicresel
azalmaya apopitotik vaskuler duz kas hicre 6liminin katkida bulunabilecegi

gosterilmistir.
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4. GEREG VE YONTEM

Cahismamiz, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayi alindiktan sonra,
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi A.D. ve Patoloji A.D.
tarafindan gerceklestirildi. Calismaya her iki cinsten, koroner arter bypass greft
operasyonu gegcirecek varis ve vendz yetmezlik tanisi almamis saglikli vena safena
magna (VSM)’ya sahip 32 hasta dahil edildi ve her grupta 8 hasta yer aldi.
Operasyonda elde edilen VSM greftlerinden arta kalan 5 cm lik safen ven parcalar
kandle edildi, kantlin ucuna G¢lt musluk takildi. 20 cc’lik enjektdr her grup igin ayri
hazirlanan sollsyon ile doldurularak Uclii musluga takildi. Ortalama 100 mmHg
basing ile sisirilerek olusan basing Ucli musluktaki transdiiser a racthgdiyla monitore
kaydedildi (Sekil 5).

Sekil 5. Safen venin distansiyon basincinin monitérizasyonu

Yapilacak calisma tim hastalara anlatilarak onay belgesi alindi. Calismaya
dahil edilen hastalarda yas ve cinsiyet ayrimi yapiimadi.
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4.1. Gruplar

Grup 1 (Kontrol grubu): Safen veni heparinli serum fizyolojik solusyonu
(300 cc %0.9 NaCl igine 5000 U heparin konularak hazirlanan soliisyon) ile 100

mmHg basingla 2 dakika sure ile sisirilecek, ardindan bir saat bekletilecek.

Grup 2 (Papaverin grubu): Safen veni papaverin solisyonu igine (300 cc
%0.9 NaCl heparinli serum fizyolojik sollsyonu igine 20 mg papaverin (Papaverin
amp 40mg/2ml konularak hazirlanan soliisyon) ile100 mmHg basingla 2 dakika sure

ile sisirilecek, ardindan bir saat bekletilecek

Grup 3 (Verapamil grubu): Safen veni Verapamil soliisyonu (300 cc %0.9
NaCl heparinli serum fizyolojik icine 5 mg verapamil (isoptin amp 5mg/2ml)
konularak hazirlanan solusyon) ile 100 mg basingla 2 dakika stre ile sisirilecek,

ardindan bir saat bekletilecek.

Grup 4 (Nitrogliserin grubu): Safen veni nitrogliserin soliisyonu (300 cc
%0.9 NaCl heparinli serum fizyolojik sollisyonu igine 2.5 mg nitrogliserin
(Perlinganit amp 10mg/10ml) konularak hazirlanan sollsyon) ile100 mmHg basingla

2 dakika sure ile sisirilecek, ardindan ayni soliisyon iginde bekletilec ek.
4.2. Damar Orneklerinin Alinmasi Ve Hazirlanmasi

Her dort grubun vena safena magnasindan yaklasik 2cm doku 6rnegi alindi.
Alinan doku ornekleri %10’luk formolde tespit edildikten sonra parafin bloklara

gémdalda.

4.3. Histomorfolojik inceleme

Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom ile 4um kalinhginda kesitler alindi.
Alinan kesitler deparafinize edilerek cam slaytlara monte edilip hematoksilen -eozin,
Verhoeff’un Elastik boyasi ve Masson Trichrome kollajen boyasi ile boyandi. Isik
mikroskobisinde ven duvar katmanlarinin yapisal dizeni ve hiicre dizilimleriyle

birlikte kollajen ve elastin icerikteki patolojik degisiklikler degerlendirildi.

28



4.4. immunohistokimyasal inceleme

Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 4um kalinhigindaki kesitlere avidin-
biotin-peroksidaz yontemi ile immunohistokimyasal olarak bax, bcl -2 ve kaspaz-9
uygulandi. Elde edilen 4 mikron kalinligindaki kesitler bax, bcl -2 icin deparafinize
ve rehidrate edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini 6lgmek icin 5 dk. %3
hidrojen peroksitte tutuldu. Daha sonra distile su ile yikanip pH 6’da 650 mw
(mikrodalga)’da Sitrat buffer’da 5 dakika bekletildi. Kesitlere 10 dk Ultra V blok
uygulandi. Kaspaz-9 icin deparafinize ve rehidrate edildikten sonra 10 dakika pepsin
enzimi uygulandi ve distile su ile yikanip 5 dk. %3 hidrojen peroksitte tutuldu. Daha
sonra benmaride 37°C nemli ortamda 30 dk siireyle mouse monoclonal antibody Bax
(Neomakers, Fremont, CA, USA), mouse monoclonal antibody Bcl-2 (Neomakers,
Fremont,CA,USA), rabbit polyclonal antibody Kaspaz-9 (Neomakers,
Fremont,CA,USA) antikorlari uygulandi. Ardindan 0.001 M, pH 7.4 olan PBS ile
yikanarak avidin- biotin peroksidaz ile inkiibe edildi. AEC kromojen ile boyandi.
Butlin kesitlere Mayer Hematoksileni ile zit boyama yapildi ve 6zel kapatma
maddesi (Ultra Mount Medium) ile kapatildi.

imminohistokimyasal inceleme Enrico Ascher ve arkadaslarinin (132)
yontemine gore yapildi. Isik mikroskobisinde (Olympus model U-MDOB, Japan) x
400 biyttmede her kesitten rastgele 10 saha incelend i. Her sahadaki 100 hiicre bax
(+), bcl-2 (+) ve kaspaz-9 (+) ile boyanarak sayildi. Toplam boyanan hicrelerin

ortalama yuzdeleri alind.

4.5. istatiksel Analiz:

istatistiksel degerlendirmeler icin Statistical Programme Software System
(SPSS) 15.0 program1 kullanildi. Elde edilen veriler ortalama + standart deviasyon
olarak gosterildi. Gruplar arasi farkin degerlendirilmesinde, “tek yonli varyans
analizi (one-way ANOVA)” ve Post Hoc test olarakta “Tukey HSD (honestly
significant difference) test” kullanildi. p<0.05 olan degerler anlamh olarak kabul
edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Histomorfolojik Veriler:

Istk mikroskop incelemelerinde kontrol ve papaverin soltisyonlar ile hazirlanan
safen vende birbirine benzer sonuclar elde edildi. Mikroskobik incelemede endotel
diizensizligi, yer yer endotel kopmalari yagl hiicreler ve intimada hiperplazik alanlar
g6zlendi (Sekil 6A,6B).

Verapamil ve nitrogliserin sollisyonlariyla hazirlanan safen vende ise yine
birbirine ¢ok yakin sonuglar elde edildi. Tunika intima, tunika media ve adventisya
dogal olarak izlendigi, minimal diizeyde endotel hiicrelerinde kayip oldugu gorildi
(Sekil 6C ,6D).

Sonug olarak verepamil ve nitrogliserin solusyonlar ile hazirlanan safen vende
vaskuler yapinin minimal hasarda olsa korundugu ancak kontrol ve papaverin
solusyonlar ile hazirlanan safen vende ise tim tabakalarda yapisal bozukluklar oldugu

ve aterosklerotik zemine dogru gidis in hizli oldugu gozlendi.

Sekil 6A. Kontrol grubunda yeralan ve heparinli serum fizyolojikle sisirilmis

safen ven
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Sekil 6B. Papaverin grubunda yeralan ve heparinli serum fizyolojikle sisirilmis

safen ven

Sekil 6C. Nitrogliserin grubunda yeralan ve heparinli serum fizyolojikle

sisirilmis safen ven
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safen ven

5.2. Immunohistokimyasal Veriler:

Alinan  kesitler  bax, bcl-2 ve Kkaspaz-9 igerikleri  yoninden
immunohistokimyasal olarak boyandilar ve degerlendirildiler.
Tablo 3. Safen ven gruplarinda sayilan hicrelerin ytizde oranlari
Bcl
Kontrol (1) 85,00 £ 6,89 24,50 £ 6,85 2,50+141
Papaverin (1) 64,63 + 8,73 26,25 + 6,54 2,75+1,28
Verapamil (111) 23,75+ 4,20 18,63 £ 4,78 7,25+1,83
Nitrogliserin (1V) 22,00 + 7,69 19,38 + 4,96 8,88 +2,30
P=(-1I) 0,000 0,932 (AD) 0,992 (AD)
P=(I-111) 0,000 0,209 (AD) 0,000
P=(-1V) 0,000 0,317 (AD) 0,000
P=(l-1) 0,000 0,066 (AD) 0,000
P=(l1-1V) 0,000 0,111 (AD) 0,000
P=(111-1V) 0,960 (AD) 0,994 (AD) 0,270 (AD)

Veriler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.

AD: Anlamli Degil.



5.2.1 Bax Boyanmasi:

Gruplardan elde edilen 6rneklerin bax ile pozitif boyanan hiicreler ve ortalama
hlcre ylzdeleri Tablo 3 ve Sekil (7A,7B,7C,7D,7E) de gosterilmistir. Bax boyanan
ortalama hiicre, kontrol ve papaverin grubunda anlaml olarak bulunurken (p<0,005)
nitrogliserin ve verepamil grubunda ise ¢ok daha az bulundu (tablo 3). Tim gruplar
birlikte degerlendirildiginde kontrol (heparin) grubunda daha fazla olmak Uzere
papaverin grubunda da fazla gorildugi ancak nitrogliserin ve verepamil grubunda ise
bax (+) boyanan hicrelerin ¢ok daha az oldugu gézlendi.

Sonug olarak kontrol ve papaverin grubu, nitrogliserin ve verepamil grubuna

kiyasla ¢ok daha fazla bax pozitif boyanan hiicre tespit edildi ve anlamli bulundu.

100

80

60

40 1
Il h=parin

20 [ papaverin
-verepamil

0] [l nitrogliserin

bax

Sekil 7A :Bax (+) boyanan ortalama hticre ylzdeleri
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Sekil 7B. Kontrol grubuna ait safen vendeki Bax (+) boyanan hucreler

Sekil 7C. Papaverin grubuna ait safen vendeki Bax (+) boyan an hicreler
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Sekil 7E. Nitrogliserin grubuna ait safen vendeki Bax (+) boyanan hiicreler
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5.2.2. Bcl - 2 Boyanmasi:

Nitrogliserin ve verapamil gruptaki ven 0rneklerinde bcl-2 ile boyanan
hicrelerin ortamalari, kontrol ve papaverin grubuna oranla daha fazla pozitif
boyanmis ve anlamli (p<0,005) bulunmustur Tablo 3 ve Sekil (8A,8B, 8C,6D,9E).

Sonug olarak yaptigimiz calismada nitrogliserin ve verapamil grubu kontrol ve
papaverin ven grubuna gore sayisal deger olarak daha fazla bcl-2 (+) bulunmus ve

anlamli kabul edilmistir.

60
401
Bl eparin
20 [ papaverin
-verepamil
0] 4 I nitrogliserin

bl

Sekil 8A : Bcl (+) boyanan ortalama hticre ylzdeleri

Sekil 8B. Kontrol grubuna ait safen vendeki B¢l (+) boyanan hiicreler
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Sekil 8C. Papaverin grubuna ait safen vendeki Bcl (+) boyanan hiicreler

Sekil 8D. Verapamil grubuna ait safen vendeki Bcl (+) boyanan htcreler
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Sekil 8E. Nitrogliserin grubuna ait safen vendeki Bcl (+) boyanan hcreler

5.2.3. Kaspaz - 9 Boyanmasi:

Her dort grubun ven érneklerinin incelenmesinde hem kaspaz-9 (+) boyanan
hiicre sayisi hemde ortalama hicre yizdelerinin fazla ve biribirine yakin sayisal
sonuglar oldugu gordldi. Tablo 3 ve Sekil (9A,9B,9C,9D,9E).

Sonu¢ olarak yaptigimiz c¢alismada ise her dort grup arasi nda kaspaz

immdanreaktivitesi agisindan anlamh farklilik gosterilemedi.

60 -

404

Bl eparin
[ papaverin
-verepamil

[ nitrogliserin

kaspaz

Sekil 9A: Kaspaz (+) boyanan ortalama hiicre yizdeleri
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Sekil 9B. Kontrol grubuna ait safen vendeki Kaspaz -9(+) boyanan hicreler

i -0

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

hicreler
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Sekil 9D. Verapamil grubuna ait safen vendeki Kaspaz-9 (+) boyanan

hicreler

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

hicreler
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6. TARTISMA

Safen ven capinin genis olmasi, anatomik olarak uzun seyretmesi, spazm
olmamasi ve ¢ikarilmasindaki kolaylik nedeniyle koroner bypass cerrahisinde en gok
kullanilan greftlerin basinda gelir. Safen ven ayak bile§i seviyesinde medyal
malleolun éninde hazirlanip, kanile edilerek disik bir basing (<150 mmHg) ile
sisirilir ve cevreleyen doku venin (izerinde kalmayacak sekilde diseksiyon yapilir.
Islem sirasinda endotel hasarini 6nlemek igin ven sadece adventisyadan atravmatik
vaskiler bir penset ile tutulur. Yan dallar icin mimkin oldugunca klip tercih
edilmeyip ven hafif sisirilmis halde duvara 1 m m mesafede baglanir.

Arteriyel rekonstriksiyonda kullanilan venlerle ilgili yapilan bir calisma
sonucunda venlerin histopatolojik degisikliklere maruz kaldigi tanimlanmistir ( 114).
Bu histopatolojik degisiklikler kontraktil fenotipte azalmayla beraber diiz kas hicre
proliferasyonunu kapsamaktadir (115). Ayrica vaso vasorum kaybindan dolayi
gelisen mural iskemi, sirkumferansiyal damar duvar gerilimi ve basincindaki
degisiklikler bu strecte rol almaktadir (116). Ayrica genellikle greftin hazirlanmasi
sirasinda veya nadiren postoperatif dénemde spazm olusur (25). Hazirlama sirasinda
olusan yapisal degisikliklerin cesitli farmakolojik sollisyonlarda bekletme yle ve
olusan spazmin da bu solisyonlarla belli basingta sisirilmesiyle giderilebilecegi tespit
edilmistir (26).

Koroner bypass cerrahisinde safen ven grefti hazirlanirken olusan spazmin
giderilmesi igin uygulanan mekanik distansiyon sirasindaki basinca bagh endotel
hasari gelisebilmektedir. Basincin 100 mmHg (zerinde tutuldugu uygulamalarda
onemli derecede endotel hasari olustugu, 100 mmHg altindaki uygulamalarda ise
hasarin daha az oldugu belirlenmistir (107). Biz de bu ¢alismamizda mekanik
distansiyon basincini bu calismanin verileri dogrultusunda ortalama 100 mmHg
dolayinda tuttuk.

Yapilan literatir calismalarinda safen ven hazirlanmasi sirasinda basingli
sisirme ve germenin safen vende endotel harabiyeti ne ve apoptozise neden olacagi
gosterilmistir (117). Bu nedenle endotel harabiyetini azaltmak icin cesitli vazodilator
ajanlarin  eklendigi kan ya da serum fizyolojik hazirlama solusyonlari
kullaniimaktadir (25).

Heparinli kan ve heparinli serum fizyolojik soliisyonda bekletilen venlerle

yapilan ¢alismada kanda bekletilen venlerde serum fizyolojik gruba gore daha cok
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duvar kasiimasi ve endotel hiicre kaybinin meydana geldigi, serum fizyolojik grupta
ise damar gevsemesinin daha iyi oldugu tespit edilmistir (16). Bu nedenle
calismamizda gruplari olustururken kan kullanmayip, sadece serum fizyolojik ve
serum fizyolojiye eklenmis farmokolojik ajanlari tercih ettik.

Hazirlama sirasinda ortaya ¢ikan spasmi ¢6zebilmek icin gesitli vazodilator ilag
kullaniimistir. Bunlarin igerisinde nitrogliserin, verapamil ve papaverin en sik
kullanilan ajanlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir ( 130). Biz de bu bilgiler 1siginda
calismamizda nitrogliserin, verapamil ve papaverin iceren degisik hazirlama
solusyonu gruplari olusturduk.

Karabulut ve arkadaglarinin calismasinda serum fizyolojik icerisine
nitrogliserin ve verapamil eklenmesiyle safen vende intima ve media hasarinin
minimal oldugu, ancak serum fizyolojik ve kan ile yapilan mekanik distansiyonun
daha fazla miktarda endotel ve media hasari olusturdugu gosterilmistir ( 107). He ve
arkadaslarinin (26) yaptiklari ¢alismada nitrogliserin ve verepamil ile insan safen
veninde maksimuma yakin relaksasyon sagladiklarini, bu etkilerin hizh ve uzun
stireli oldugunu bildirmislerdir. Baumann ve arkadaslari da (120) nonspesifik gucli
vazodilator olan papaverin ile hazirlanan soliisyonla yeterli relaksasyonun
sagladigini gostermislerdir. Biz de literatiirde en sik kullaniimis ve ¢alisiimis olan bu
maddeleri igeren solusyonlarin 100 mmHg basingla uygulandigi venlerde ortaya
cikan endotel hasarini ve apoptosisin bu olaydaki etkisini arastirmayi amacladik.

Ruobos ve arkadaslari (121) serum fizyolojik, verapamil, nitrogliserin ve
papaverin iceren hazirlama ortamlarinda olusan endotel hasarini isik ve elektron
mikroskobuyla incelemigslerdir. Verapamil ve nitrogliserinin, serum fizyolojik ve
papaverine gore daha az endotel ve media hasari olusturdugun u kanitlamislardir.
Roberts ve arkadaslari da (30) papaverinle hazirlanan insan safen ven greftinde
prostosiklinin azaldigi ve ciddi endotel hasari olustugunu gostermislerdir. Papaverinin
pH 3-4 olacak sekilde asidik ortam olusturdugu ve bu asidik ortamin endotelde hasar
meydana getirdigi disunulmektedir. Bizim 151k mikroskopisi ile yaptigimiz
histomorfolojik calismada nitrogliserin ve verapamil ile sisirilen safen vende intima
bltlnlugl korunmus olmakla birlikte az da olsa yer yer endotel hiicre kayiplari
gorilms, intima ve medya tabakasinda minimal kalinlasmayla birlikte elastin liflerde
yapisal bozukluklar tespit edilmistir. Serum fizyolojik ve papaverin ile sisirilen safen
ven de ise intima dlzensizliginin yaninda endotel kopmalari, endotel hiicre kaybi v e

bazi alanlarda koplk hucrelerinin yanisira yagli hicreler ve hiperplazik alanlar
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gorilmastar. Literattr verileriyle uyumlu bu bulgular bize safen hazirlama
solusyonuna verapamil ve nitrogliserin eklenmesinin daha iyi endotel koruma
sagladigini distindiirme ktedir.

Tum calismalarda ortaya konmus olmasina ragmen vaskiler endotel
harabiyetinin nedenleri tam olarak bilinememektedir. Cesitli teorilerin gelistirildigi
bu konuda intrinsik vendz duvar anormallikleri vaskiler endotel harabiyetinin en
Oonemli sebebi olarak gosterilmektedir. Bu yapisal anormallikler; incelmis ve
diizensizlesmis diiz kas tabakasi, fibréz dejenerasyona ugramis medya tabakasl,
sismis ve helikal kirilmis kollajen fibriller olarak tanimlanmistir . Damarlarin tunika
medyasindaki ekstraseliiler matriks, elastik lameller ve kollajen fibriller ven
histopatolojisinde 6nemli role sahip oldugu tespit edilmistir (122). Yapilan
calismalarda duvar dejenerasyonunda bu dagiliminin homojen olmadidi, bazi
segmentlerin kalinlasmis ve fibrotiklesmisken bazi seg mentlerin anevrizmalastigi
gorilmustur. Bu sonuclar venlerin elastin, kollajen ve diiz kas hicre igerigiyle ilgili
yapilan morfolojik ve histokimyasal ¢alismalarda da saptanmistir (123).

Gunlmuzde yapilan arastirmalar vaskiler endotel harabiyeti ve histopa tolojisi
icin yeni ve oldukca 6nemli bilgiler vermektedir. Normal vaskuler duvar gelisimi ve
yeniden yapilanmasini etkileyen doku kitle ve yapisini dizenleyen programlanmis
hlicre 6lumu olarak tanimlanan “Apopitozis’” guncel konularin basinda gelmektedir.

Venlerde apopitotik 6limun vaskiler yapinin ve tonusunun ayarlanmasinda
blyik 6nemi olan vaskdler diz kas hucreleri ile iligkili oldugu yapilan calismalarda
gosterilmistir. Dejenere safen ven greftlerin hicrelerinde de apoptozis gosterilmis,
bdylece intimal lezyonlardaki vaskiler diz kas hicrelerinin turnoverinden
apopitozisin sorumlu olabilecedi ve meydana gelen hiicresel azalmaya apopitotik
vaskiler diiz kas hiicre 6limunin katkida bul unabilecegi gosterilmistir (124). Ayrica
apopitozis endotelyal hicreler ve inflamatuar yanit hicreleri gibi diger hiicre
popilasyonunda da tespit edilmistir (125). Ven duvari hiicrelerinin disfonksiyonunun
hiicre siklusu, apopitozisin deregiilasyonuna bagli olmasi muhtemeldir. Cunku
apopitozis doku hemostazinda ve hicre sayisinin korunmasinda major bir rol oynar,
bu da ven duvarindaki hucre turnoverine etki eder.

Apoptozis ile ilgili bircok calisma yapiimis ve bu c¢alismalarda Ozellikle
vaskiler hicrelerin yasama yeteneginin molekiler diizeyde proapopitotik ve
antiapopitotik sinyaller arasindaki denge ile belirlendigi gosterilmistir. Bu olaylarin

bir takim gen familyalari aracilikhidir ve bunlardan en énemlisi bcl -2 familyasidir.
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Bcl-2 familyasi Uyelerinden bcl-2 ve bel-X, hicrelerin hayatta kalmalarini saglar ve
apoptozisi Onlerken, bax ve kaspaz proapoptotik 6zelliklerinden dolayi hiicrede
apopitozisi ilerlettigi tespit edilmistir ( 126). Bcl-2 nin overekspresyonu bir ¢ok hicre
tipinde apopitozise karsi koruyucu olup bcl-2’nin apopitozis inhibisyonuyla iliskili
oldugu tespit edilmistir.

Galea ve ark (127) insan safen ven grefti ile yaptiklari bir calismalarinda safen
venin 350 mmHg basingla 2 dakika sureyle sisirilmesi sonrasi ortaya c¢ikan
degisimleri degerlendirmek amaciyla ven duvarinda apoptosiz, hiicre proliferasyonu
ve hicrelerde erken uyarilara karsi cevep veren bir transkriptor faktér olan ¢ -fos m-
RNA diizeylerine bakmislardir. Ven duvarinda apoptozi s ve c-fos m-RNA protein
dizeyleri artarken, hicre proliferasyonunun azaldigini tespit etmisler ve bdylece bu
degisimin safen ven yetmezliginde etkili olabilecegini dustinmusleredir. Yapilan bir
diger calismada da insan safen ven grefti hazirlanma sirasinda basingla sisirme
isleminin ven greftin diiz kas hticrelerinde bir mitojen-aktivatér protein kinaz olan
p38 aktivasyonunu arttirdidi ve beraberinde apoptozis gelistigi bunun da safen ven
yetmezligi olusumuna katkida bulundugu tespit edilmistir (128).

Anjiyografik olarak % 70’in zerinde tikaniklik tespit edilen ve tekrar koroner
arter bypass ameliyati geciren 14 hastanin safen ven gr eft duvarinda TUNEL metodu
ve immunohistokimyasal antikorlar kullanilarak proapoaptotik ( Bax, p53, CPP32 )
ve antiapoptotik (Bcl-2) proteinler gosterilmeye cahisiimistir. Safen ven greftin
aterosklerotik alaninda proapoptotik ( Bax, p53, CPP32) proteinler daha fazla tespit
edilmis ancak ultrastruktural analizlerde apoptozisin 6zelliklerini agija cikarmada
yetersiz kalinmistir. Ayrica bu alanda hiicre 6lumu siklikla gozikirken, TUNEL
metoduyla bcl-2 negatif korelasyon gosterilmistir. Safen venin non- aterosklerotik
alaninda ise TUNEL metoduyla hem antiapoptotik hem de proapoptotik proteinler
gosterilmistir (129).

Jarzembowski ve ark (131) safen venin implantasyon o6ncesi bekletildigi
solusyonun endotelial ve diz kas hicrelerinde apoptozise yol actigini, piruv at
preserve solusyonlarla bu olayin ¢ok daha az oldugunu géstermislerdir.

Domuz koroner endotel hiicreleri ile rat aortik diiz kas hicreleriyle yapilan bir
invitro calismada, papaverin ile 1 saatlik inkubasyon sonrasi hem diz kas hiicreleri
ve hem de endotelyal hiicrelerinde TUNEL metoduyla boyanmis apoptotik hiicre

sayilarinda belirgin artis gosterilmistir ( 119).
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Bizim calismamizda immunohistokimyasal olarak bax, bcl ve kaspaz
antikorlar  kullanilarak serum fizyolojik (kontrol), papaverin, verapamil ve
nitrogliserin soltisyonlari ile safen vende mekanik distansiyon uygulandi. Kontrol ve
papaverin gruplarinda bax (+) boyanan hcreler sirasiyla % 85.00 ve % 64.25 iken
verapamil ve nitrogliserin gruplarda ise % 23.75 ve %22.00 sonucu bulunmus
bdylece kontrol ve papaverin solusyonlariyla sisirilmis safen vendeki bax (+)
yuksekligi anlamh bulunmus ve apoptotik aktivitenin arttigi tespit edilmistir. Bcl -2
(+) boyanan hicre ortalamalari kontrol ve papaverin grubunda sirasiyla % 2.5 ve %
2.75 iken verapamil ve nitrogliserin grubunda ise % 7.25 ile % 8.88 sonucu elde
edilmis bdylece verapamil ve nitrogliserindeki bcl -2 artisi anlamli kabul edilmis ve
apoptotik aktivitesinin azaldigi sonucuna varilmistir. Her dort ven grubun
incelenmesinde kaspaz (+) boyanan hiicre sayisinin fazla oldugu, ancak birbirine
yakin sayisal sonuclar elde edilmesi nedeniyle istatistiksel olarak anlam
bulunmamustir.

Gorullyor ki tim bu yapilan calismalarda damar duvarinin katmanlarinda
proapopitotik ve antiapopitotik mediyattrlerin seviyelerinde fa rkliliklar tespit
edilmistir. Bunun nedenini apopitotik sure¢ icerisinde rol alan tim maddelerin kendi
aralarindaki  cahsma  dizeninde  bilinmeyen  bir  etkinin  olabilecegini
distindirmektedir.

Sonug olarak safen ven hazirlanmasi sirasinda verapamil ve nitrogl iserin
solusyonlarinin kullaniimasi hem endotel harabiyetini hem de programlanmis hiicre
olimi olarak tanimlanan apoptozis aktivitesini azaltigi gosterilmistir. Ancak tim
bunlarin yaninda yas, cevresel ézellikler, hormonal ve genetik faktorlerin ven duvari

Uzerindeki etkilerini gbzardi etmemek gerekir.
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