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OZET

Unal, O. internal torasik arter iizerine topikal uygulanan papaverin, diltiazem
ve nitroprussidin apoptotik etkilerinin karsilastirilmasi. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali Tipta
Uzmanlhik Tezi, Eskisehir, 2006. Bu calisma, klinigimizde elektif koroner arter
bypass cerrahisi uygulanan on hastadan alinan internal torasik arter segmentleri
kullanilarak yapildi (yedi erkek, ii¢ kadin, ortalama yas 65,55). Her hastadan alinan
internal torasik arter distal segmenti ¢ikarildiktan hemen sonra dort esit parcaya
boliinerek, her biri ayr olarak serum fizyolojik, diltiazem, nitroprussid ve papaverin
iceren soliisyonlara aktarildi. Her segmente, apoptotik hiicre inceleme ve sayimi igin
hematoksilin ve eozin boyamasi ve TUNEL teknigi uygulandi. Apoptotik hiicreler,
her parca icin elli mikroskobik alan taranarak sayildi. Hematoksilin eozin
boyamasina gore gruplar arasinda belirgin farklara rastlanmadi. TUNEL teknigi
uygulandiginda ise diltiazem grubunda ortalama apoptotik hiicre sayis1 diger ii¢
gruba gore belirgin artmig bulundu (13,3060). En az ortalama apoptotic hiicre sayisi
serum fizyolojik grubunda oldu (4,2500). Diltiazem ve papaverin grubuyla
karsilastirildiginda en az ortalama apoptotik hiicre sayisi nitroprussid grubundaydi
(9,4840). Papaverin grubunun ortalama apoptotik hiicre sayis1 ise 10,7540 olarak
bulundu. Calismada diyabetik hastalarla diyabetik olmayan hastalar arasinda ilaglarin
apoptotik etkilerinin farkli olmadigi bulundu. Sonug¢ olarak bizim caligmamiza gore
bu ¢ok kullanilan vazodilator ilaclar farkli derecelerde apoptoza neden olabilmekte
ve bu durum greftlerin apoptoz ve onun kotii etkilerinden korunmasi gerektigini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, internal torasik arter, papaverin, diltiazem, nitroprussid.



ABSTRACT

Unal, O. Comparison of the apoptotic effect of topicaly applied papaverine,
diltiazem and nitroprusside to internal toracic artery. Eskisehir Osmangazi
University Faculty of Medicine, Medical Speciality Thesis in Department of
Cardiovascular Surgery, Eskisehir, 2006. This study was performed by obtaining
internal thoracic artery segments of ten patients who undergoing coronary bypass
surgery (seven male, three female, mean age 65,55). Distal segment of internal
thoracic artery were obtained immediately after harvesting and were divided four
equal pieces. Each internal thoracic artery segments were immersed to the four
different solutions which containing seperately papaverine, diltiazem nitroprussid
and saline. Each segments were examined with both hematoxylin-eosin and TUNEL
method in the aim of apoptotic cells determinations and counting. Apoptotic cells
were counted in fifty microscobic areas of each segments. No significant difference
was observed among the four groups according to hematoxylin-eosin staining.
However, TUNEL method was revealed a significant increase of mean apoptotic cell
in diltiazem group when compared to other three groups(13,3060). Least mean
apoptotic cell number was counted in saline group (4,2500). The most decreased
mean apoptotic cell number were counted in nitroprussid group when compared to
diltiazem and papaverine groups (9,4840). Mean apoptotic cell number of papaverine
group was 10,7540. No difference was observed in diabetic and non diabetic patients
samples in apoptotic effects of the studied compounds. In conclusion, according to
our results the most used vasodilatory agents may cause in several level of apoptosis
and in this situation we should prevent grafts from apoptosis and its deleterious
effects.

Key Words: Apoptosis, internal thoracic artery, papaverine, diltiazem, nitroprussid.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ALG-2: Apoptosis-Linked Gene 2 product.
AIF: Apoptosis Inducing Factor.

Apaf-1: Apoptosis Activating Factor.
ATP: Adenozin Triphosphate.

cAMP: Cyclic Adenosine Monophosphate.
c¢GMP: Cyclic Guanosine Monophosphate.
DNA: Deoksiriboniikleik Asit.

DISC: Death Inducing Signaling Complex.
FADD: Fas-Associated Death Domain.
IAPs: Inhibitors of Apoptosis Proteins.
ITA: Internal Torasik Arter.

NADH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide.
NO: Nitrik Oksit.

SD: Serbestlik Derecesi

Smac/Diablo: Second Mitochondrial Activator of Caspases/Direct AP Binding

protein with Low pl.

TNF: Tiimor Nekrozis Faktor.

TNFR1: Tiimor Nekrozis Faktor Reseptorii 1.
TRADD: TNFR-Associated Death Domain.

TRAIL: Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand.

TRAMP: Tumor Necrosis Factor Apoptosis Mediating protein.

TWEAK: Tumor necrosis factor (TNF)-like weak inducer of apoptosis.

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP-biotin nick

end-labeling.
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1. GIRIS

Koroner arter bypass cerrahisi tiim diinya da siklikla uygulanan bir cerrahi
yontem olarak literatiirde yer almaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde 2000
yilinda yaklasik 400.000 koroner arter bypass cerrahisi yapilmistir. Ulkemizde ise bu
rakam yaklasik yillik 20.000 diizeyinde oldugu giiniimiizde artis gosterdigi tahmin
edilmektedir.

Iskemik kalp hastaliklarina yonelik gergeklestirilen ilk cerrahi girisimler
1930’1u yillara dayanmaktadir. Berk 1932 yilinda deneysel olarak, pektoral kas
flebini miyokardin etrafina sararak bu yonde ilk calismalart baslatmustir (1). 11k defa
insanlar iizerinde 1935 yilinda uygulanmaya baslayan bu ydntemi, sonrasinda
omental ve akciger flebleri, izlemistir (2). 1941 yilinda yine Beck koroner siniisii
daraltarak ve epikarda ablazyon uygulayarak graniilasyon dokusunun gelisimini
saglamig, boylece miyokardi kanlandirmay1 amaclamistir. Vineberg ise ilk defa sol
ventrikiil miyokard: igine ITA’i (internal torasik arter) yan dallar1 acik bir sekilde
gomerek miyokardi kanlandirmayr amaglamistir. Vineberg yontemi olarak da
adlandirilan bu yontemle, ITA’de % 90'lara varan acik kalim orami saglanmustir (3,4).
Favaloro (5), 1968 yilinda vena safena magna kullanarak aorta-koroner bypass
ameliyatlarin1 yaymlamistir. ITA’in koroner bypass cerrahisinde greft olarak
kullanimi, safen venden daha once giindeme gelmistir. 1961°de Kolesov Rusya’da
ilk defa ITA kullanarak koroner bypass ameliyatin1 gerceklestirmistir (6). 1968
yilinda Green ITA kullanarak ilk koroner arter bypass serisini yayinlamstir (7,8).
Green’in yaymladig1 basarili sonuglarin ardindan ITA tiim diinyada yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir ve giiniimiizde arteriyel greftler arasinda en sik kullanilan
ve uzun donemde gosterdigi basarili sonuglar1 en iyi bilinen damardir. Bunun
yanisira vena safena magna ve radyal arter de diger sik kullanilan greftler olarak
sayilabilir. Ayrica gastroepiploik arter ve inferiyor epigastrik arterde nadir de olsa
kullanilabilecek arteriyel greftlerdendir.

Arastirmacilar ITA’in kisa ve uzun dénem sonuglarinin daha iyi olmasi icin
farkli farmakolojik ajanlari anostomoz ©Oncesinde artere uygulamislardir. ITA’i
anostomoz yapmadan 6nce en ¢ok karsilasilan ve en 6nemli problem vazospazmdir.
Spazma ugrayan arterde kan akimi azalir ve erken donemde istenilmeyen sonuglarla

karsilasilabilinir. Koroner arter bypass cerrahisinde ITA’in kullaniimasiyla



operasyon sirasinda ve sonrasinda arterin vazospazma ugramasi, miyokard
enfarktiisii veya postoperatif mortaliteye neden olabilmektedir (123). Giiniimiizde de
ITA’i vazospazmdan korumak amaciyla gesitli vazodilator ajanlar topikal veya
sistemik olarak kullanilmaktadir. Bu vazodilator ajanlar ITA’e intraluminal veya
cogunlukla uygulandig1 iizere eksternal uygulanabilmektedir. Bu vazodilatorlerin
ITA akimina olan etkileri bir¢ok arastirmaci tarafindan arastirilmis olup, giiniimiizde
en ¢ok kullanilanlar1 “papaverin, diltiazem ve nitroprussid” olmustur. Bu ilaglarin
yararl etkilerinin yam sira apoptotik etkilerinin de olabilecegi ve ITA’e hiicresel
seviyede zarar verebilecegi de diisiiniilmiistiir. Apoptozun hiicresel seviyede yaptigi
etkiler ve doku biitiinliigiine olan etkisi son zamanlarda popiiler olarak yapilan
arastirmalardandir.  Ayrica apoptozis, programli bir hiicre Olimii olarak
tanimlanirken, vaskiiler lezyonlarin olusumunda 6nemli bir mekanizmadir (225). Son
yillarda yapilan arastirmalarla, ateroskleroz olusumunda ve gelisimiyle vaskiiler diiz
kas hiicrelerindeki apoptoz iliskilendirilmistir (102).

Bizim calismamizin amaci, ITA diseksiyonu sirasinda veya intraoperatif
olarak ITA’de olusabilecek vazospazmi engellemek amaciyla topikal olarak
kullanilan papaverin, diltiazem ve nitroprussiddin apoptotik etkileri kontrollii olarak
karsilastirilarak, ITA’de vazodilatasyon saglanirken en az apoptoza yol acan ilaci
bulabilmektir. Boylece koroner arter bypass cerrahisinin en c¢ok kullanilan
greftlerinden biri olan ITA’de ilaclarin yaptigi apoptozun gosterilmesiyle, bu

ilaglarin yararli ve zararh etkileri kiyaslanabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. internal Torasik Arter

Arteriyel greftler arasinda en sik kullanilan ve uzun donem sonuglar1 en iyi
bilinen damar ITA’dir. Hem acik kalim oram1 hem de semptomlarin kontrol altina
alinmasinda, ven greftlerine olan iistiinliigii yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (9—
11).

ITA, boyun kokiinde anteriyor skalen kasin mediyalinde subklavyen arterin
ilk kisminin inferiyorundan koken alir. Klavikula ve 1. kostal kikirdagin arkasindan
toraksa iner. Sternumum lateralinde seyreder. Posteriyorda plevranin iizerindedir ve
frenik sinir tarafindan caprazlanir. Siiperiyor 6. kostal kikirdagin arkasinda
interkostal kaslar arasindan seyreder. 3. kostal kikirdaktan sonra transversus thorasis
kasinin anteriyorundan seyreder ve 6. kostal kikirdakta siiperior epigastrik ve
muskulofrenik arterler ayrilarak sonlanir (Sekil 2.1).

ITA, diger arterlerin histolojik yapisina benzer sekilde saglam bir internal
elastik laminaya sahiptir. Bu yapiin iizerinde subendotelyal substrat, bazal lamina
ve klasik arteriyel endotel yer alir. Bu yap1 iTA’in ateroskleroz gelisimine karsilik
direncli olmasina yol agar (12,13).

ITA diseksiyonu standart olarak medyan sternotomiyi takiben yapilr.
Yaklasik 1-1,5 cm'lik bir pedikiil birakilarak koter yardimi ile ¢ikartilir. ITA cok
dikkatli ¢ikartilmalidir. Koter hasarim (termal injury) Onlemek amaciyla
elektrokoterin giicii diisiik seviyede tutulmali veya ultrasonik koter kullanilmalidir.
Alt ucta bifurkasyon Oncesinde diseksiyon sonlandirilmali, iistte ise 1. interkostal
dalindan aynldiktan sonra subklavyen arterden c¢iktifi noktaya kadar diseke
edilmelidir (14). Ozellikle alt ucun bifurkasyon oncesinde kesilmesi, kollateral
dolagimla gogiis duvart beslenmesine ©nemli katki saglamaktadir. Ayrica
bifurkasyon hemen Oncesinin spazma en yatkin bdlge oldugu bilinmektedir (15,16).
ITA diseksiyonu tamamlandiktan sonra sistemik heparinizasyonu takiben ITA alt
uctan kesilir ve akim kontrol edilir. Arterin vazospazmina karsi topikal veya sistemik

olarak vazodilator ajanlar uygulanir.



SAG SUBKLAVYEN & INTERNAL TORASIK ARTER
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Sekil 2.1: Sag subklavyen ve ITA’in sematik anatomisi.



2.2. Apoptozis

Apoptoz, organizmanin ihtiyag¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis
veya hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz bir bigcimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre oliimiidiir. insanlarda ve pek cok
canlida normal intrauterin gelisme ve eriskin yasamu i¢in hayati 6nem tasimaktadir.
Apoptoz hiicre i¢inden veya disindan gelen 6liim sinyalleri ile baglar. Bu sinyaller iki
ana apoptotik yolu; hiicre disi/ hiicre 6liim reseptorii ve hiicre i¢i/mitokondriyal yolu
harekete gecirirler. Apoptoz sirasinda bir grup proteaz harekete gecerek, DNA
kirilmasina, hiicre biiziigmesine ve hiicre yiizeyinde ¢ikintilar olusmasina neden olur.
Apoptotik hiicreler, apoptotik cisimciklere ayrilarak fagositler ve cevre hiicreler
tarafindan dokudan uzaklastirilirlar.

Organizma siirekli bir denge halinde bulunmaktadir. Apoptotik hiicreler
organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak olugmaktadirlar ve bu
olusum Omiir boyu devam etmektedir. Boylece 6liim (apoptozis) ve yeniden yapim
(mitozis), bu dokularda doku homeostazisini olusturmak iizere dinamik bir denge
halinde siiregelir. Yasamakta olan hiicreler iki farkli mekanizma ile oliirler, bunlar
apoptozis ve nekrozdur (25,26). Her ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen
biyokimyasal ve morfolojik olaylarin sonucunda hiicre 6liimii meydana gelmektedir
27).

Hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim 1842 yilinda Vogt
tarafindan tanimlanmistir. Programlanmis hiicre 6liimii terim olarak ilk kez 1965
yilinda kullanilmistir. Fizyolojik olarak olusan hiicre 6limii uzun yillardir
bilinmesine ragmen “apoptozis” terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie
(28) adindaki patologlar tarafindan kullanmilmistir. Kerr, fizyolojik olarak olen
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlasmis kromatin parcalarin1 gozlemlemis ve
organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olayr biiziisme nekrozu olarak
adlandirmistir. Yunancada ‘apo’ ayri, ‘ptosis’ diisen anlamindadir.

Programlanmis hiicre o6liimii, hiicre intihar, fizyolojik hiicre 6liimii apoptozis
ile ayn1 anlamda kullanilan terimlerdir (29-31). Wyllie (32), 1980 yilinda deneysel
apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan olgunlasmamis timus hiicrelerinde
gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini yaparak,

hiicrede DNA biitiinligiiniin kalmadigini, apoptotik hiicre icin karakteristik olan



merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugunu gostermistir. Boylece apoptotik hiicre
Olumiiniin ilk biyokimyasal kanit1 elde edilmistir. Bu tarihten sonra apoptoz ile ilgili
caligmalar hizli bir sekilde artmistir. 1993 yilinda Cohen (33) yiiksek dozda
kullanilan steroidlerin timus hiicreleri {iizerine etkilerini incelemis ve timus
hiicrelerinin direkt olarak apoptozisi se¢medigini, hiicre Oliimiine neden olacak
genleri olusturarak hiicreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmistir. Boylece
apoptozisin genler tarafindan diizenlenen bir hiicre liimii oldugu ortaya ¢ikmustir
(34).

Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile
edilir (34). Apoptozisi anlamak i¢in nekrozisle karsilagtirilarak dgrenilmesi faydali
olacaktir (Sekil 2.2). Nekrozis fizyolojik bir olim sekli olmamasma ragmen
apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir.
Apoptozis morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozisde hiicre igine asir1 sivi girmesi
sonucu hiicre siserken “cell swelling”, apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir “cell
shrinkage”. Nekrozisde kromatin patterni hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye
benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membranimin c¢evresinde
toplanir “choromatin aggregation” ve kondanse olur “choromatin condensation”.
Nekrotik hiicrenin plazma membran1 biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre i¢inden disina
hiicre i¢i materyallerinin ¢ikisi gerceklesir. Oysa apoptotik hiicre membran1 intaktir
ve iizerinde kiiciik cepgikler “membrane blebs” olusur. Nekrotik hiicre sonra lizise
ugrar ama apoptotik hiicre “apoptotic bodies” denen kiiciik cisimciklere parcalanir.
Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir degisen miktarlarda niikleus veya diger
hiicre i¢i yapilar igerirler. Nekrozisde plazma membraninin biitiinliigiiniin bozularak
hasarlanmas1 nedeniyle hiicre iceriginin dis ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon
uyariir. Oysa apoptozisde apoptotik hiicre veya cisimcikler plazma membranlar
hasarlanmadan komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden
inflamasyon olusmaz. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli
olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile dlecektir (20). Apoptozis, hiicre intihar
seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok eder. Bu olay niikleer biiziilme ve

DNA fragmantasyonu ile karakterizedir (20,35).
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Sekil 2.2: Hiicrenin apoptoza ve nekroza giderken gosterdigi farklarin sematik

gosterimi. Walker NI ve ark (54)’dan uyarlanmistir.

2.2.1. Apoptozisin Genetik Kontrolii

Apoptozun genetik mekanizmas1 ilk kez Caenorhabditis elegans isimli
nematodun gelisim asamalarinda belirlenmistir. C. elegans’in gelisim siirecinde 1090
somatik hiicre olugmaktadir; fakat bunlardan 131 tanesi 6lmektedir. Bu programli
hiicre oliimiinii gerceklestiren genler, arastiricilar tarafindan ced-3 ve ced—4 olarak
tanimlanmistir. Bu genlerden biri ya da her ikisi de mutasyona ugradigr zaman bu
131 hiicre yasamaya devam etmektedir (58,61,62).

Protoonkogenler, normal hiicre biiyiime ve gelismesini diizenleyen genlerdir.
Bu genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir. Onkogenler,
hiicrenin asir1 bilylime ve boliinmesi dogrultusunda uyarimi gergeklestirir. Hiicrenin
biiylime ve bdliinmesini aktive edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise
adindan da anlagilacag iizere tiimor baskilayici genlerdir (39-41). Son yapilan
caligsmalar, bazi onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin programli hiicre 6liimiinii

kontrol ettigini gostermektedir (42). Omurgalilarda apoptozisi diizenleyen genler c-



myc, p—53 ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve iiretimini

sagladiklar proteinler de ayni adlarla anmilmaktadir (22,23,43,44).

p-53:

Insanda Apoptozisi diizenleyen genlerden biri tanesi, bir tiimor siipresor gen
olarak calisan p—53 genidir. p53 mutasyona ugradig1 ya da bulunmadigi zaman hiicre
yasami uzar. Genotoksik ajanlarla hiicre hasarimin olusmasi, bir transkripsiyon
diizenleyici geni olan p53’t aktive eder. p53 protein yapilari, DNA
transkripsiyonunun diizenlenmesini saglar ve direk olarak DNA ya baglanarak DNA
hasarimi tanir. Boylece iki onemli hiicresel olay gerceklesir; hiicre dongiisii G1 de
durabilir ya da apoptoza neden olabilir. Eger hiicre hasar1 tamir edilebilir duruyorsa
pS53 aktive olmus DNA tamir oluncaya kadar bekler. Tamir edilemeyecek kadar
biiyilik hasarlarda ise bozulmus DNA segmenti i¢eren hiicrenin defektif ya da malign
olarak prolifere olmasimi engellemek icin, p53 hiicreyi apoptoza yoOnlendirir

(43,45,46,53).

C-myc:

Bir transkripsiyon diizenleyici faktdr olan c-myc proteini, ortamda bazi
faktorlerin bulunmasina bagli olarak hiicrenin proliferasyonuna ve apoptozise
ugramasina neden olur (47). C-myc protoonkogeni bir hiicrenin biiylimesini
programlar. Eger hiicrede hem c-myc hem de uygun biiyiime faktorleri yoksa
biiytime durur, her ikisi de yeterli ise ¢cogalma olur, c-myc oldugu halde biiyiime

faktorleri yoksa apoptozis goriiliir (31,47,48).

Bcl-2,Bax:

Bcl-2/bax ailesi apoptotik kaskadin kontroliinde en 6nemli gruptur (53,63) ve
yirmi tane iiyesi tanimlanmistir (64). Bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitor proteinler
iken ( bcl-2 ve bcl-xl, Bcl-w,Boo, Mcl-1), bazilar1 ise apoptozu uyarir ve
proapoptotik genler olarak tanimlanir. Proapoptotik genler: Bax (Bax, Bak ve Bok)
ve BH3 (Bik, Blk, Hrk,BNIP3, Bad, Bid gibi) olmak iizere iki alt aileye sahiptir (57).
Bcl-2/Bax gen ailesinin driinleri, mitokondri ve c¢ekirdek zarlarinin yam sira
endoplazmik retikulum zarinin {iizerinde de yer alirlar ve homodimer ya da
heterodimerler seklinde kompleks olusturarak calisirlar (53,60). Ornegin; Bcl- 2’nin

Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2'nin oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin yasamini



siirdiirmesini saglarken, Bax'm daha fazla olmasi durumunda hiicre Oliime
gitmektedir (59). pS3 genellikle Bax/Bax, Bax/Bcl-2 ve Bcl-2/Bcl-2 gruplarinin
oranlarinin regiilasyonu ile fonksiyon goriir (53). Mitokondri ¢ift duvarli bir
organeldir. Bcl-2, 24-26 kDa'luk protein kodlayan bir proto-onkogendir ve iirettigi
protein, mitokondrinin sitoplazmaya doniikk dis zar iizerinde ve endoplazmik
retikulumun bir boliimii olan niikleus membraninda yerlesmistir (65). Bu proteinler,
iyon aligverigini diizenler ve zarin parcalanmasina karsi koruyucu etki yaparlar.
Ozellikle anti-apoptotik genler icinde yer alan Bcl-xL'in mitokondriyal hasar
engelleyerek mitokondriyi korudugu ileri siirilmektedir. Bu sayede apoptoz
inhibisyonu gerceklesmektedir (57). Bcl-2 ailesinin bir diger ilging 6zelligi de reaktif
oksijen diizeylerinin apoptoz {izerindeki etkilerini pro-oksidan gibi davranarak
kontrol etmesidir (56). Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur. Apoptotik sinyalin
alinmasindan sonra Bax proteinleri, mitokondri zarinin “permeabilite gecis poru” na
dogru yonlenirler ve buraya baglanirlar. Bu baglanma, segici iyon gecirgenligini
azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom ¢ ve AIF (Apoptosis Inducing
Factor) gibi mitokondri zar icinde yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler. AlF,
dogrudan kromatin kondansasyonunun ve niikleer fragmantasyonun meydana geldigi
cekirdege dogru yonelirken, sitoplazmadaki sitokrom c¢ apoptozun en son
basamaginda gorev alir. Sitokrom c, bir sitoplazma proteini olan Apaf—1 (Apoptosis-
Activating-Factor—-1) in aktivatoriidiir (53). Sitokrom c'nin Apaf-1 'e baglanmasi
prokaspaz-9'u aktive eder ve olusan bu kompleks “apoptozom” olarak isimlendirilir
(66). Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatir (53). Apaf-1
aym zamanda ATP‘ye de baglanir. Bu olay apoptozun neden enerji gereksinimi
duydugunu acgiklamaktadir (60). Bad, saglikli hiicrelerde mitokondri membraninin
dis zarinda bulunur. Apoptozis sirasinda bax degisime ugrar ve N terminal uc agiga
cikarken bcl-x1 bad’dan ayrlir (36,49). Bid, bcl-2’yi inaktive etmek veya bax’i
aktiflemek {izere mitokondriye yonelir (23). Endojen bid’in yaris1 sitozolde erir.
Diger yarisi ise hiicre i¢i membranlarda 6zellikle de endoplazmik retikulumda

bulunur (19,20,37).

NAIP, c-IAP1, c-IAP2, XIAP ve survivin:

IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins) denen apoptoz inhibitdr proteinleri,

omurgali ve omurgasizlarda bulunan, insanda sekiz farh tipi gosterilmis olan
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proteinlerdir. Tiim IAP'ler anti-apoptotik etki i¢cin BIR domaini ve yetmis adet
aminoasit grup icermektedir (84). BIR domainlerinin kaspazlarla etkilesiminin anti-
apoptotik etkiyi olusturduguna inanilmaktadir. Fakat XIAP, c-IAP1 ve c-IAP2’nin
kaspaz 3,7 ve 9’u direkt olarak inhibe ettigi diisiiniilmektedir (85). XIAP BIR3
domaini direk kaspaz 9’un kiigiik alt tinitesine baglanirken, BIR2 domaini kaspaz 3
ve 7’nin aktive edilmis baglanma paketiyle etkilesirler (86,87). BIR domainlerine ek
olarak, c-IAP1, c-IAP2, ve XIAP C-terminal ug¢larinda E3 ubiquitin ligaz aktivitesi
olan RING domaine sahiptir Bu RING domain sayesinde IAPs kendi
ubiquinasyonunu katalize eder ve bdylece proteazom tarafindan indirgenir (88).
Ayrica ubiginasyon ve indirgenme i¢in kaspaz 7 ve 8 i¢in hedef olurlar (89,90).
Hiicre i¢in kaspaz gibi proteolitik enzimlerin aktivasyonu sonucu geri doniisiimsiiz
olaylarin basladig: diisiiniiliirse, kaspaz aktivitesinin c-IAPs tarafindan direkt inhibe
edilmesi oldukca ©nemli olmaktadir. Bir baska onemli nokta da, mitokondriyal
apoptotik olaylar sirasinda mitokondriyal intermembran alanindan salinan
Smac/Diablo (Second Mitochondrial Activator of Caspases/Direct IAP Binding
protein with Low pl), TAPs’nin kaspaz {iizerine olan inhibe edici etkisini
azaltabilmektedir. Smac/Diablo [APs’in negatif diizenleyicisidir ve buda onun

apoptozu arttirict etkisini aciklamaktadir (91).

2.2.2. Apoptozis Mekanizmalari

Apoptoz hiicrede temel olarak intrensek ve ekstrensek mekanizma diye
bilinen iki mekanizma ile tetiklenir (Sekil 2.3). Ekstrensek mekanizma, hiicre
membraninda yerlesmis olan fas reseptorii gibi transmembran 6liim reseptorlerinin
uyarilmasiyla baslar. Intrensek yolda ise hiicre icinde yer alan mitokondri tarafindan

salinan uyarici faktorlerle apoptoz baglar (Sekil 3).

intrensek Yol: DNA hasari, oksidatif stres ve iskemi gibi, oOzellikle
mitokondride stres yaratan faktorlerle apoptoz indiiklenir (72). Stres sinyali alinir
alinmaz sitoplazmada bulunan bax ve bid proapoptotik proteinleri, mitokondri dis
zarina yapisarak sinyalin iceri salinmasimi baglatir. Ancak bax ve bid tam salinma
icin yeterli degildir. Mitokondri icinde yer alan bir diger proapoptotik protein olan
bak, sitokrom c ve mitokondri intramembran igeriginin tam olarak salinimini saglar

(73). Salinimdan sonra sitokrom c sitoplazmada ATP ve bir enzim olan Apaf-1 ile
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komplex olusturur. Bu komplex bir baslangi¢ proteini olan kaspaz 9’u aktive eder.
Boylece kaspaz 9 ile sitokrom ¢, ATP ve Apaf-1 kompleksi beraber apoptozomu
olusturur. Buda efektor protein olan kaspaz 3’ii aktive eder. Mitokondri intramebran
alanindan sitokrom c salinirken aynm1 zamanda apoptoz inhibitorlerini inhibe eden,

AIF ve DNA fragmantasyonunu baglatan Smac/Diablo proteini salinir (73).

Ekstrensek Yol: Diger hiicreler tarafindan salinan ve sinyal molekiilii olarak
bilinen ligandlar, hedef hiicrede transmembran Olim resptorlerine baglanarak
apoptozu baslatir. Tanimlanmis olan Olim reseptorleri; Fas (CD95/Apol) (74),
TNRF1 (Tiimor Nekroz Faktor (TNF) reseptor 1) (p55) (75), TRAMP (Tumor
necrosis factor apoptosis mediating protein, WSL—1/Apo3/DR3/LARD) (76), TRAIL-
R1 (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand, DR4) (77) ve TRAIL-
R2'dir ( DR5/Apo2/KILLER) (78). Fas Ligand (CD95 ligand) Fas a baglanir, TNF ve
lymphotoxin TNFR1’e baglanir (79), TWEAK (Tumor necrosis factor -like weak
inducer of apoptosis, Apo3 Ligand) TRAMP’a (baglanir (80) ve TRAIL (Apo2
ligand) hem TRAIL R1 (81) hem de TRAIL R2 (82) icin liganddir. Oliim reseptorleri
ligandlarin baglandig1 intraseliller Olim domainlerine sahiptir. Bunlar direk
etkilesimden sorumlu olan FADD (Fas-Associated Death Domain) ve indirek
etkilesimden sorumlu olan TRADD’dir (TNFR-associated death domain) (79,83).
FADD pro-kaspaz 8 ile etkilesime girerek DISC (Death Inducing Signaling
Complex) kompleksini olusturur. DISC kaspaz 8’in aktive olmasimi saglar. Boylece
kaspaz 3’de aktive olur ve dongii baslar. Aktif kaspaz 8 ayrica bid proteinini tbid’e
ayirarak mitokondri membranindan sitokrom ¢ salinimiyla intrensek yolu da baglatir
(72).

Son yapilan ¢alismalarda kaspaz 12’ye bagimli endoplazmik retikulum aracilt
apoptotik yol tarif edilmistir (21,24). Bu yol intrensek ve ekstrensek apoptotik
yollardan farkli bir yoldur. Endoplazmik retikulum, hiicre i¢i kalsiyum dengesi,
sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren bircok siirecte kritik dneme
sahiptir (24). Kaspaz 12, endoplazmik retikulum membraninda lokalize olan ve
endoplazmik retikulum aracili apoptozu tetikleyen bir kaspazdir. Son g¢aligmalar
gostermistir ki kalsiyum seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin endoplazmik
retikulumu etkilemesi ile prokaspaz 12 aktiflenir. Ayrica kaspaz 7 salimmu ile de

prokaspaz 12 salinimi arasinda bir baglanti bulunur (37). Aktiflenmis kaspaz 12
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sitoplazmaya yonelir. Kaspaz 9 ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz
kaskadim aktive eder (37). Son c¢alismalar, in vivo ve in vitro olarak kaspaz 12’nin

kaspaz 9’u aktive ettigini gostermistir (38).
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Sekil 2.3: Apoptozun intrensek ve ekstrensek mekanizmasinin sematik gosterimi.

Marion MacFarlane & Ann C. Williams (55)’dan uyarlanmistir.

2.2.3. Apoptozda Hiicrede Olusan Biyokimyasal Degisiklikler

Apoptoz, tek bir hiicrede, biiziisme ve cevre hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni, Na, K, Cl tasiyict
sisteminin durmasi1 nedeniyle hiicre ici ve dis1 arasindaki sivi hareketinin
olmamasidir (56). Apoptotik uyarim alan hiicre, hacminin yarisina diiser, cevre ile
olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslart kaybolur. Elektron mikroskobunda
gozlenen degisikliklerde, Oncelikle plazma membraninin sekli bozulur ve
kabarciklanmalar olusur. Zardaki tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda
transglutaminaz enzimi etkili olmaktadir. Hiicre zarinda i¢ yiizeyden disariya
fosfatidilserin translokasyonu olur. Plazma ve c¢ekirdek kondansasyonunu takiben

kromatinin kiimelenmesi sekillenir. Kromatindeki degisikliklerin baglamasinin
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hemen Oncesinde sitozolik kalsiyum diizeyinde 6nemli bir artis olmaktadir. Kromatin
kondansasyonu, nukleozomlar arasindaki baglanti bolgelerinin ayrilmasi ile
karakterizedir. 180-200 baz ciftinden olusan pargalar, elektroforezde ip merdiven
(ladder) goriintiisii olusturur (59). Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endoniikleaz
ile bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi
serbestlestirirler. Cekirdek igine giren kalsiyum-magnezyum bagimli endoniikleaz,
DNA kiriklar1  olusturur. Kiriklar niikleozomlarin  arasindan mono veya
oligoniikleozomal olarak meydana gelir. 180 baz cifti ve katlar1 seklinde kirilma
olusur (17,18). Endoniikleazlar timositler gibi bazi hiicrelerde yapisal olarak bulunur,
baz1 hiicrelerde ise apoptozun baglamasindan Once transkripsiyon ile olusturulur.
Hiicrenin parcalanmasiyla niikleer materyal igeren zarla cevrili “apoptotik
cisimcikler” olugur. iki katli lipit tabakada fosfolipit asimetrisi, hiicre zarinm bir
ozelligidir.  Fosfolipidler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin ve
fosfatidiletanolamin ve dis tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik olarak
dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye bagh translokaz ile aktif
olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da diger
enzim sisteminin aktivasyonu fosfatidilserinin dis yiizey tabakaya yerlesmesi ile
sonuclanir. Bu durum, apoptotik cisimcigin fagositozu icin bir uyaridir (53).
Apoptotik  cisimcikler, sitokin salgilanmasin1  ve inflamasyon olusumunu
uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler.
Apoptoz 30-60 dakika gibi bir siirede tamamlanir (56). Hiicre iskeleti apoptozda
onemli bir role sahiptir ve stabilizasyonu apoptozu engellemektedir. Kaspazlarin
aktiflestirdigi bir bagka protein ise hiicre iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini
yikan bir proteindir. Aktin filamanlarinin yikilmasi ile hiicre normal seklini kaybeder

(18).

2.2.4. Apoptozda Hiicrede Olusan Morfolojik Degisiklikler

Apoptozdaki morfolojik degisiklikler elektron ve 151k mikroskobuyla
gosterilmistir.  Apoptoz c¢ogunlukla tek bir hiicre ya da hiicre gruplarin
etkilemektedir. Ultrastriiktiirel olarak en erken olan degisiklikler hiire baglantilarinin
ve mikrovillus gibi plazma membran yapilarinin kaybolmasidir. Plazma membran
yapisinda kabarciklanmalar olur ve bu yapiya “zeiozis” adi verilir. Organellerin

birbirlerine yakinlastigt izlenir. Organeller genel olarak saglamdir. Bazen
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ribozomlarda ¢okme izlenebilir. Mitokondriler genellikle normal yapilarim korurlar
(17). Aym zamanda sitoplazma kondensasyonu ve c¢ekirdek kromatin yogunlagsmasi
izlenir. Kromatin degisik sekil ve biiyiikliiklerde ¢oker. Elektron mikroskop ile
bakildiginda kromatinin yogun graniiler yarim ay, hilal veya yiiziik seklinde ¢ekirdek
membraninin i¢ yliziinde yerlestigi izlenir. Olay devam ettikce cekirdek birkac
fragmana ayrilir. Intraseliiler s1v1 ve iyonlarin kaybi ile sitoplazma hacmi azalir (67).
Sonunda endoplazmik retikulum dilate olur, vezikiiller olusur. Bunlar plazma
memranint eriterek icerigin extraseliiler ortama ¢ikmasina neden olur (68). Hiicre
birkag membranla cevrili, diiz yiizeyli, icinde sitoplazmik organel ve cekirdek

parcalar1 tasiyan apoptotik cisimciklere parcalanir.
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Sekil 2.4: Apoptozisde gorillen morfolojik degisikliklerin sematik gosterimi.

Balakumran A. ve ark.(51)’dan uyarlanmistir.
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Apoptotik cisimciklerin sayis1 hiicrenin boyutuna gore degisebilir ve her
birinin boyutu farkli olabilir. Apoptotik cisimcikler tipik olarak yandaki hiicreler
tarafindan fagosite edilir. Bu hiicreler ¢cogunlukla mononiikleer fagositer sistemin
hiicreleri olmasina ragmen, normal epitel hiicreleri, vaskiiler endotelyum veya timor
hiicreleri olabilir (69). Fagosite edilen apoptotik cisimcikler hizla yikilir. Ancak
bazen apoptotik cisimcikler fagosite edilmez ve liimene atilirlar (Sekil 2.4). Bu
apoptotik cisimcikler hizla dilate olur ve sitoplazmik organelleri yikilir. Bu olaya
sekonder nekroz adi verilir (70,71). Dokuda 4-9 saat tamnabilir halde kalan
apoptotik hiicreler daha sonra fagozomlar i¢inde birkag¢ saat kadar goriilebilir, sonra

da sindirilemeyen materyal olarak kalir (30,31).

2.2.5. Apoptozda Hiicre i¢i Sinyal fletimi ve Metabolik Degisiklikler

Apoptozun farkli orneklerinde hiicre Oliimiiniin morfolojisindeki benzerlik
apoptozun  mekanizmasinin  tiim  hiicre  tiplerinde aym  olabilecegini
disiindiirmektedir. Cekirdek i¢ci DNA yikiminin apoptozun bir¢ok oOrneginde
bulunmas1 bu diisiinceyi desteklemektedir. Apoptoz sirasinda hiicre i¢i sinyal
iletiminde, hiicre ici kalsiyum artar, protein kinaz a ve c aktive olur, makromolekiil
sentezine ihtiya¢ duyulur ve gen ekspresyonu degisir (31).

Apoptoza giden hiicrede en erken saptanabilen degisiklik, intraseliiler
kalsiyum konsantrasyonunun ani ve hizli bir sekilde artmasidir (31). Kalsiyum
dengesindeki ani degisiklikler apoptozda kritik bir Oneme sahiptir (93,94).
Sitoplazmada kalsiyum konsantrasyonunun artmasi, Fas antijeni kaynakli apoptozda
anahtar bir role sahiptir (95). Ayrica bcl-2 nin endoplazmik retikulum
membranindan kalsiyum akiminm diizenleyerek (96) ya da sitoplazmik ve c¢ekirdek ici
normal kalsiyum konsantrasyonunu koruyarak (97) apoptozu engelledigi
gosterilmistir. Kalsiyum baglayan proteinlerden olan kalsiyum-magnezyum bagimli
endoniikleaz (not,24), kalmodulin (98,103) ve ALG-2 (Apoptosis-linked gene 2
product) (104) apoptozda rol almaktadir. Kalsiyumdaki ani artis; kalpain,
transglutaminaz ve fosfolipaz gibi proteazlar1 aktive ederken (94,105), apoptozda
onemli bir rolii olan interlokin 1-B doniistiiriicii enzim ailesinden olan kaspaz 3
(CPP32, YAMA, apopain olarakta adlandirilir) aktivitesini de arttirir (106).
Kalsiyumla endoniikleazlarin aktive olmasiyla, apoptotik hiicre biyokimyasinin en

karakteristik bulgularindan olan oligoniikleozom uzunlugunda DNA fragmanlarinin
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olusmasina neden olur (107). Kalsiyum bagimli enzim aktivitesinin, farkli hiicrelerde
karakteristik apoptotik kromatin ayrilmasini yaptigr gosterilmistir (108,109).
Transglutaminazlarda kalsiyum bagimli enzim grubundandir. Sitozolik kalsiyumun
artmasiyla aktive olurlar. Olen hiicrede transglutaminazin aktive olmasiyla mRNA ve
prein seviyeleri belirgin olarak artar (107). Yapilan caligsmalarda nedeni tam olarak
anlasilamasa da enzimin fazla olmasinin apoptotik hiicre oliimiint tetikledigi
diisiiniilmektedir (110). Kalsiyum bagiml1 bir nétral proteaz olan kalpain, kalsiyumla
olusan apoptozda diger bir hedeftir. Bir hiicre iskelet proteini olan fodrin, apoptotik
hiicrede kalpain i¢in bir substrattir ancak kaspazlardan da etkilenmektedir (112).
Ayrica kalpain ile olugan bu durum nekrotik hiicrelerde de gosterildiginden apoptoza
0zel olmayabilir (112). Cekirdek yap1 proteazi da apoptozda aktive olan kalsiyum
duyarli bir enzimdir (107). Normalde fosfolipidler plazma membraninda asimetrik
olarak bulunurlar. Fosfatidilkolin ve sfingomyelin hiicre dis1 yiizeyde, fosfatidilserin
ve fosfatidiletonolamin hiicre ici yiizeyde yer alirlar (112,113). Membran lipid
asimetrisi i¢in, fosfatidilserin lokalizasyonu eneri bagimli diizenlenmektedir. Burada
fosfolipid translokaz enzimi gorev almaktadir. Sitoplazmada kalsiyum
konsantrasyonunun artmasiyla tagima engellenir ve biitiin fosfolipidler uygun
olamayan bir dagilima gecer (115). Makrofajlar hiicreyi yabanci bir hiicre olarak
algilarlar ve fagosite eder (52). Kalsiyum mitokondri ve endoplazmik retikulum
arasinda apoptoz icin bir mesajc1 gorevini gordiigii gosterilmistir. Mitokondriden ¢ok
az miktarda sitokrom c salinmasi, endoplazmik retikulum membraninda bulunan
inositol—1.4.5-trifosfat yoluyla kalsiyum salinimina yol acar. Kalsiyumun hiicre i¢ine
salinmasiyla mitokondriden ¢ok miktarda sitokrom c¢ salinimi uyarilir ve buda kaspaz
ve niikleaz enzimlerini uyarak apoptozu baslatir (93). Protein fosforilasyonunda rol
oynayan zar ve sitoplazma enzimlerinin apoptotik sinyallerin iletiminde Onemli
olduklart kanitlanmistir (29). Bu enzimlerden protein kinaz-A, apoptozisi saglarken,

protein kinaz-C apoptozisi durdurur (34,50).

2.2.6. Apoptozisi Saptamada Kullanilan Yoéntemler

Apoptozisi saptamak i¢in c¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlar
arasinda morfolojik, immunohistokimyasal, biyokimyasal, immiinolojik ve
morfolojik goriintiileme yontemleri yer almaktadir. Giiniimiizde her dokunun temel

incelemesinde kullanilan hematoksilin ve eozin boyamanin yaninda apoptozisin
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saptanmasinda en c¢ok kullanilan yontemler histokimyasal yontemlerdir. Doku
kesitlerinde apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarinin in situ saptanmasinda en
duyarli ve en hizli metod olan TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-
mediated dUTP-biotin nick end-labeling) yontemi bizim c¢alismamizda da
kullanilmistir. Bu yontem temelinde apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarini
serbest 3°-OH ucglarinda enzimatik bir reaksiyon ile tespit etmeye dayanarak,

apoptoza giden hiicrelerin goriintiillenmesini saglamaktadir.

2.3. Papaverin

Papaverin  (1-(3,4-dimethoxybenzyl)-6,7-dimethoxyisoquinoline),  opium
alkaloidlerinin alt grubu olan benzilizokinolin iiyesi olan bir maddedir. Klinikte
kullanilan formu papaverin hidrokloriddir. Non selektif bir diiz kas gevseticisi olan
papaverin etkisini spazm varliginda daha iyi gostermektedir. Etkili bir vazodilator
olan papaverin klinikte vazospazmik hastaliklarin tedavisinde genis olarak
kullanilmaktadir (126). Ayrica koroner arter bypass sirasinda ve sonrasinda koroner
greft spazmimin tedavisinde ve korumasinda intraluminal ve/veya ekstraluminal
kullanimi da yaygindir (134,135).

Endotel, vazorelaksan ve vazokonstriktor ajanlarin salinimini kontrol ederek
vaskiiler tonusun olugmasini saglar. Ayrica fiziksel ve fizyolojik olarak bir bariyer
olusturur ve vaskiiler diiz kas hiicrelerini vazoaktif ajanlardan ayri tutar (136). Baz1
calismalar, papaverinin safen ven endotelinde hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarini
etkiledigini (137) ya da asetilkoline endotel kaynakli gevsemeyi bozdugunu (124)
gostermis ve papaverinin endotel iizerine kotii etkilerini tanimlamistir. Ancak
papaverinin vaskiiler hiicrelere yaptigi bu etkilerin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir.

Papaverin hidroklorid sadece asit ortamda ¢oziinebilmektedir. Ekstraseliiler
asiditenin polimorf niikleer 16kositlerde gosterildigi gibi (138) intraseliiler pH’1
diisiirdiigii iyi bilinmektedir. Intraseliiler asiditenin kiiltiirdeki rat noronlarinda (139)
ve insan promyelositik 16semi hiicrelerinde kaspaz aktivitesini arttirarak (140)
apoptozu tetikledigi goOsterilmistir. Yapilan bir caligmada da papaverinin kan
damarlarina yaptig1 yapisal veya fonksiyonel etkilerin soliisyonun asidik igeriginden
olabilecegi savunulmustur (125). Ancak papaverin hidroklorid soliisyonuyla ayni

pH'daki asidifiye solusyonla yapilan calismada endotel veya diiz kas hiicrelerinde
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apoptoz olusmadigi gosterilmistir (126). Buna destek olarak, sigir aortasinda asidik
ortamin (pH 7.0) apoptozu inhibe etmesi gosterilebilir (141). pH 'n apoptoz iizerine
olan etkisi hiicre tipine gore degisebilmektedir. Normal insan polimorf niikleer
Iokositlerde asidik ortamda apoptoz inhibe olurken (142), alkalin durumda
artmaktadir (138).

Papaverin potent bir fosfodiesteraz inhibitoriidiir (129), ve hiicre i¢ci cAMP
(Cyclic adenosine monophosphate) diizeyini arttirir. cAMP nin artmasi vaskiiler diiz
kaz hiicrelerinde apoptozu tetikleyebilir (130,131). Bu yolla apoptozun baslamasi
cAMP bagimhi protein kinaz, 0zel protein fosforilasyonu ve DNA
fragmantasyonunun uyarilmasi (130,143) ve Mcl-1 ekspresyonunun azalmasi (144)
yoluyla olabilir.

Papaverinin kalsiyum antagonisti gibi olan etkisi gosterilmistir (132).
Kalsiyum biyolojik olaylarda ikinci mesajc1 gibi davranir. Kalsiyum dengesindeki
bozulma hiicre i¢i kalsiyumu arttirabilir ya da azaltabilir. Buda apoptozu tetiklemede
rol oynayabilir.

Papaverin, NADH (Nicotinamide adenine dinucleotide) bagimli mitokondri
solunumu ve kompleks I aktivitesini inhibe ederek mitokondriyal fonksiyonlar
bozabilir (145,146). Elektron tasinmasi ve ATP yapiminin bozulmasi sitokrom c
salinimina ve boylece hiicresel oksidasyon rediiksyon potansiyelinin degismesi
apoptozu tetikleyebilir (147,148). Sonu¢ olarak endotel ve diiz kas hiicrelerinde

papaverin kaynakli apoptozun nedeni tam olarak acgik degildir.

2.4. Diltiazem

Diltiazem, kalsiyum kanal blokérleri siniflamasinda yer alan, benzotiyopinas
grubuna ait bir ilagtir. L tipi kalsiyum kanal blokdorlerinin farmakolojik modiilatorleri
bulundugundan beri, bu ajanlarin apoptoz ve hiicre proliferasyonuna etkileri
incelenmektedir (156). Baz1 aragtirmacilar kalsiyum kanal blokdrlerinin apoptozis
icin potansiyel bir uyarici oldugunu savunmaktadir (150,158,159). Ancak yapilan
caligmalarda sitoplazmik kalsiyumun artmasinin DNA endoniikleazlarinin
aktivasyonu ya da apoptozun baslatilmasinda tek basina gerekli olmadig1 gosterilmis
(130,151,157,160). Ayrica sitoplazmik kalsiyum degerinin diismesiyle de apoptoz
olabilmektedir (151,155). Nedeni tam olarak anlasilamasa da diisiikk kalsiyum

degerleri, apoptozun uyarilmasiyla sonuclanan DNA notralizayonundan hiicreyi
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korumaktadir. Hiicre ic¢i kalsiyum baglayicilart kalmodulin inhibitori W-7,
notrofillerde apoptoz oranimi belirgin olarak hizlandirmaktadir (161). Hiicresel
kosullarda sitoplazmik kalsiyum eksikligi durumunda, hiicre kalsiyum inoforlar
veya kalsiyuam kanal blokorlerinin kullanilmasi ile apoptotik hiicre oOliimiinden
kurtarilabilir (153,155).

Literatiire bakildiginda kalsiyum kanal blokorlerinin apoptoz mekanizmasina
olan etkisi kalsiyuma hem bagimli hem de bagimsizdir (149). Farkli ¢alismalarda,
hem transforme hemde transforme olmamis hiicre modellerinde kalsiyum kanal
blokérlerinin eklenmesi apoptoza neden olmaktadir (130,152-154,162-170). Ancak
bunlarin rolii tam olarak anlasilamamistir. Kalsiyum kanal blokérleriyle apoptozun
engellendigide bazi caligmalarda gosterilmistir (173,174). Pankreatik beta hiicreleri
(165) ve endotelyal hiicrelerle (170,171) kalsiyum kanal blokérlerinin bu yararh
etkileri gosterilmistir. Verapamil ve nifedipin kiiltiire edilmis insan aortik diiz kas
hiicrelerinde apoptozu engellemektedir (175). Bir¢cok calismada da kalsiyum kanal
blokoérlerinin konsantrasyonlarinin, yapabilecegi apoptoz orani i¢in (pozitif ya da
negatif) onemli olabilecegi savunulmus, prostatik glandiiler hiicrelerde apoptotik etki
icin normal farmakolojik degerin bin kat fazlasi olmasi1 gerektigi soylenmistir (158).
Kalsiyum kanal blokoérlerinin apoptotik etkilerinin membran kanallarinda kalsiyum
akiminda yaptigi farmakolojik etkilerinden tamamen bagisiz oldugunu gosteren
calismalarda yapilmistir (130,152,166). Kalsiyum kanal blokorlerinin bu etkileri,
hiicre ici kinazlar ve membran transport proteinleriyle olan etkilesiminden

kaynaklanabilir (149).

2.5. Nitroprussid

Nitroprussid, nitrik oksit (NO) metaboliti ile diiz kas hiicresinde relaksasyon
saglamaktadir. Nitroprussid diiz kas hiicresi icine girdikten sonra denitrasyona
(hidrolize) ugrar ve NO olusur. NO, guanilat siklaz1 aktive ederek siklik guanozin 5’-
monofosfat seviyesini arttirir, cGMP’de (Cyclic guanosine monophosphate) protein
kinaz G yi aktive eder (177). Protein kinaz G ile olusan diiz kas gevsemesi baslica su
mekanizmalar icerir:

1) Kalsiyumun hiicre i¢i depolardan saliniminin inhibisyonu,

2) Voltaj bagimh kalsiyum kanallarinin inhibisyonu,

3) Sodyum/kalsiyum degis-tokusunun aktivasyonu,
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4) Fosfolipaz C’nin ve IP3 olusumunun inhibisyonu,

5) Kalsiyuma bagh potasyum kanallarinin aktivasyonu.

Nitroprussid kan ve dokularda siyanojene metabolize olur ve siyanojen
karacigerde tiyosiyanata cevrilerek atilir.

NO’ in vaskiiler tonus ve vaskiiler hiicre proliferasyonunun kontroliinde
anahtar molekiillerden biri oldugunu bilmekteyiz. Son yillarda NO’in apoptozda iki
tarafli regiilasyon yaptig1 anlatilmaktadir. Bir tarafta, vaskiiler endotelyal hiicrelere
(178), hepatositlere (179), eozinofiller (180), ve splenositlerde (181) anti-apoptotik
etki yaptig1 gosterilmistir. Diger tarafta ise NO’in vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
(182), makrofajlarda (183), pankreatik islet hiicrelerinde (184), timositlerde (185) ve
noronlarda (186) apoptozu tetikledigi gosterilmistir.

NO’in bu etkilerinin arkasindaki mekanizma olduk¢a yaygin olarak
arastirilmakta olan bir konu olmakla birlikte, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde NO ile
olusan apoptozu olusturan mediyatorler halen tam olarak bilinememektedir (229).
Baz1 caligmalarda, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde olugan NO kaynakli apoptozisin
anahtar mekanizmasinin c-GMP bagimli yol oldugu sdylenmektedir (187,188). Baz1
caligmalarda ise, aragtirmacilar NO kaynakli apoptozun c-GMP bagimsiz bir
mekanizma ile oldugunu gostermislerdir(189,190). Son zamanlarda pulmoner
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde NO’in potasyum kanallarimi aktive ederek hiicre disina
potasyum ¢ikmasina ve sitozolik potasyum kaybina yol acarak apoptozu tetikledigi
gosterilmistir (191). Bazi kaynaklarda NO kaynakli apoptoz igin protein kinaz C
sinyal yolu ve niikleer faktdr-kb baglanma aktivitesinin regiilasyonunun &nemine
dikkat cekmektedir(192). Ayrica apoptozla alakali genlerden Fas antijeni(193) ve
CPP32 proteazin (194,195) vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki NO kaynakl1 apoptozla
iligkili olabilecegi rapor edilmistir. Yakin bir zamanda yapilan ¢alismada, NO’ in bax
ve bcl2 gen ekspresyonu dengesini diizenledigi ve sitokrom c nin mitokondriden
sitoplazmaya gecmesine neden oldugu anlatilmistir (176). Sitoplazmik sitokrom c
nin artmasiyla kaspaz 1’den c¢ok kazpaz 3 aktive olmakta ve vaskiiler diiz kas
hiicresinde apoptoz meydana gelmektedir.

Vaskiiler endotelyal hiicrelerde NO kaynakli apoptozun nedenini aragtirmak
icin yapilan bir calismada, diisiik konsantrasyonlarda NO’ in TNF alfa kaynakli

apoptozu inhibe ettigi ancak yiiksek konsantrasyonlarda apoptozu uyardigi
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gosterilmistir(196). Aym ¢alismada endotel hiicrelerinde c-GMP ile anti-apoptotik
etkinin gozlendigi ve NO’ in anti-apoptotik etkisinin kismen bu yol iizerinden oldugu
gosterilmis, ayrica yiiksek konsantrasyonlarda NO’ in c-GMP den bagimsiz bir yolla
endotel hiicresinde apoptoz yaptig anlatilmistir. NO/cGMP hareketinin CD95 sinyal
yolunu yeterli bir sekilde inhibe etmesine ve T lenfositleri apoptozdan korumasina
ragmen(197) NO veya c-GMP nin TNF alfa kaynakli apoptozu tamamen

baskilayamamasi farkli bir bakis agisi olugturmaktadir.

2.6 Apoptozisin Vaskiiler Olaylardaki Rolii

Apoptozisin in vivo c¢aligmalarda proaterojenik etkisinin olabilecegine
yonelik deliller bulunmaktadir. Endotel hiicrelerinde asir1 apoptoz olmasi
aterogenezis olusumuna yol acgabilmektedir (196). Maymunlarda yapilan bir
caligmada endotelyal hiicre apoptozisinin olmasi, endotelyal vazodilator
fonksiyonlarin  bozulmasiyla iliskili olarak  bulunmustur (120). Ayrica
mikropartikiillerin (apoptotik hiicrelerden geriye kalan cisimcikler) direkt olarak
endotelyal disfonksiyona neden oldugunu gosteren bulgular vardir (121). Koroner
bypass olan hastalarin ¢ogunun ortak noktasinin ateroskleroz olmasi, bypassda
kullanilan ITA’in da bu sistemik hastaliktan etkilenebilecegini bilinmektedir. Bu
acidan ITA’in daha uzun bir siire koroner beslenmeye yardimci olmasi
istenildiginden ateroskleroz ile apoptoz arsindaki baglanti oldukca énemli olmaktadir
(198).

Aterosklerotik lezyon arteriyel intimal ve diiz kas hiicre proliferasyonu, lipid
toplanmas1 ve bag dokusu depolanmasi ile tanimlanir (199). Arteriyoskleroz diiz kas
hiicre hiperplazisi ya da hipertrofisi ve lipid depolanmasi olarak ya da olmadan
intima ve/veya media tabakalarinda matriks proteini birikimiyle karakterizedir. Arter
duvarinin sertlesmesi ve kalinlasmasiyla sonuglanir. Vaskiiler diiz kas hiicreleri
arteriosklerotik lezyonlarin ana hiicresel komponentidir (198).

Vaskiiler endotelyal hiicrelerde tiim kan damarlarinda bulunan ve damarin
vaskiiler tonusu ile antikoagiilan icerigi olan fonksiyonlarinin devamini saglar.
Endotelyal hiicrelerin apoptozu ya da disfonksiyonu ateroskleroz gibi bircok
hastalikta 6nemlidir (200). Endotel hiicrelerinin apoptozu ayrica vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin apoptozunu da regiile eder (115). Normal eriskin arterlerinde vaskiiler

diiz kas hiicrelerinin turnover degeri ve apoptoz ile mitoz indeksi diisiiktiir (116).
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Hasta dokularda degisik faktorlerin eklenmesiyle hiicre proliferasyonu ve apoptoz
dengesi degisik derecelerde olabilir.

Vaskiiler endotel hiicrelerinde apoptozis sadece ateroskleroz ilerlemesini
etkilemekle kalmaz, ayrica da plak riiptiirii, trombiis ve emboli olusumuna da yol
acabilmektedir. Bu olaylarda apoptozisin roli muhtemelen, fibréz kilifin
zayiflamasina yol a¢cmasi, nekrotik bolgenin genislemesine neden olmasi ve en
onemlisi de aterosklerotik plak iceriginin trombojenisitesini arttirmasidir.

Doku faktorii, 47 kDa'luk transmembran glikoproteinidir. Koagiilasyon faktor
VII' e baglanarak aktif form olan faktér VII a doniisiimii saglar. Buda faktor IX ve X
aktive ederek trombin olusumu saglanir. Hiicresel ve hiicre dis1 doku faktorii insanda
lipid c¢ekirdegin trombojenitesine karar veren ana faktordiir. Vaskiiler doku
faktoriiniin rekombinant doku faktorii yolu inhibitorii ile inhibe edilmesiyle lipidden
zengin plaklarda akut trombus olusumu engellenmistir (117). Doku faktorii hiicrenin
yiizeyinde caligmaktadir ve aktivitesi yiiksek oranda fosfatidilserin bulunmasina
baghdir. Anyonik fosfolipidler apoptotik 6liim sirasinda hiicre yiizeyine dagilirlar ve
apoptotik hiicrenin etkili bir pro-koagiilan aktiviteye sahip olmasina neden olurlar
(118). Apoptoz sirasinda, hiicre yiizeyinde fosfatidilserin belirgin olarak gozlenir ve
fosfatidilserin iceren membran mikropartikiilleri ortama yayilir. Hiicre apoptoza
gittigi zaman hemen yutulmaz, apoptotik cisimcikler ya da fosfatidilserin igeren
mikropartikiiller plak icerisinde doku faktorii aktivasyonuna neden olabilir. Doku
faktoriintin ortaya ¢ikmasi (hiicresel veya hiicre dis1) ve apoptotik 6liim ayni lezyon
icinde olugmakta, buda bize doku faktoriiniin hiicre 6liimii sirasinda doku faktoriiniin
apoptotik mikropartikiillerden salinmis olabilecegini gostermektedir (119).

Liimendeki endotelyal hiicrelerdeki apoptoz, erozyon ve trombus olusumuna
neden olan mekanizmalardan biri olabilir. Uzunlamasina yapilan plak kesitlerinde,
calisilan plaklarin %60°1nda endotelyal apoptozis gozlenmistir. Apoptozisin artist
hiicre proliferasyonundaki artisla dengelenememektedir, bdylece aterosklerotik
plaklarin distal kisimlarindaki genis endotelyal erozyonlar endotelyal apoptozun bir
sonucu olarak diisiiniilebilir.

Vaskiiler diiz kaslarda apoptozis olusumuyla:

1) Aterosklerotik plagin fibroz kapsiiliinde diiz kas hiicrelerinin kaybi

olusur. Diiz kas hiicreleri kollajen sentez eden tek hiicrelerdir ve fibroz kapsiiliin
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esnekligini saglar. Boylece plagin duyarli bolgesinde diiz kas hiicrelerinin artmig
apoptozu ile plakta zayiflama ve riiptiir olusabilir (99,100).

2) Tromboz riski artar. Apoptotik diiz kas hiicresi membranina
fosfatidilserin uygulanmasiyla trombin olusumu yukarida endotel hiicrelerindeki
apoptoz gibi trombin olusumunu arttirir (101).

3) Plak kalsifikasyonu olur. Plak icerisinde diiz kas apoptotik
hiicrelerinden matriks vezikiilleri gibi geriye kalanlar plak kalsifikasyonunu
baslatabilir (102).

Aterosklerotik hasta grubunda sik goriilen bir hastalik olan diabetes mellitus
da apoptozda o©nemli bir yere sahiptir. Bilindigi iizere vaskiiler endotelyal
disfonksiyon diyabette goriilen bir durumdur. Diyabette endotelyal disfonksiyonun
lic ana kaynagi vardir (202-205). Ilk olarak hiperglisemi ve buna bagl olusan
biyokimyasal olaylar endotelyal fonksiyonu direkt olarak degistirir (202). Endotelyal
ve vaskiiler diiz kas hiicrelerine glikoz transportu insiilin bagimsiz olarak
hizlandirilmis difiizyonla olmaktadir. Glikoz transportu glikoz tarafindan diiz kas
hiicrelerinde otoregiilasyonla olurken, endotelyal hiicrelerde bu sekilde olmaz.
Endotel hiicrelerinde kan glikoz konsantrasyonunda ki artis intraseliiler glikoz ve
onun metabolitlerinin artisina neden olacaktir. Yiiksek glikoza maruz kalan endotel
hiicrelerinde kollajen ve fibronektin gibi ekstraseliiler matriks komponentlerinin ve
vonWillebrand faktorii ve doku faktorii gibi prokoagiilan proteinlerin yapimi
artacaktir. BoOylece hiicrede proliferasyon, migrasyon ve fibrinolitik potansiyel
azalirken, apoptoz artis gosterecektir (206-211). Ikinci olarak, yiiksek glikoz diger
hiicrelerde oldugu gibi growth faktdr ve vazoaktif ajanlarin sentezi ile indirekte
olarak endotel hiicre fonksiyonlarimi etkiler (212). Uciincii olarak, metabolik

sendromun komponentleri endotel fonksiyonunu etkileyebilir (201,213).
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3. MATERYAL VE METOD

Calismaya Eskisehir Osmangazi Universitesi Kalp ve Damar Cerrahisi
Anabilim Dalina koroner arter hastaligi tanisiyla yatirilan ve elektif koroner arter
bypass cerrahisi uygulanan 10 ardisik hasta dahil edildi. Hastalarin yedi tanesi erkek,
ti¢ tanesi kadindi. Hastalarin ortalama yas1 65,55 + 7,7olarak hesaplandi. Hastalarin 6
tanesi diyabetik, dort tanesi diyabetik degildi. Hastalarda bagka bir sistemik veya
otoimmun hastalik hik@yesi yoktu. Diyabetik hastalarin hepsinin kan sekeri
regiilasyonu operasyondan once yapildi. Hastalara ait olan kirk adet 6rnek serum
fizyolojik grubu (n=10), diltiazem grubu (n=10), nitroprussid grubu (n=10) ve
papaverin grubu (n=10) olmak iizere dort gruba ayrildi. Her grup kendi iginde
diyabetik (n=6) ve non-diyabetik (n=4) olarak da ikiye ayrild1.

Calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun

11.04.2006 tarih ve 244 say1 numarali onayi ile yapilmistir.

3.1. Dokularin Alinmasi ve Takibi

Koroner bypass ameliyati olacak olan hastalarda standart medyan
sternotomiyi takiben sol ITA diseksiyonuna gegildi. Diseksiyon sirasinda IMA
yaklagik 2 cm'lik pedikiilii ile beraber diisiik seviyede elektrokoter kullanilarak ve
yan dallart hemoklip kullanilarak baglanarak proksimalde subklavyen arterden,
distalde siiperior epigastrik arter-muskuloferinik arter ayrimina kadar diseke edildi.
Diseksiyonu tamamlanan ITA in terminal segmentinden 1-1,5 cm'lik kismu sistemik
heparinizasyon (300 Unite/kg) yapilmasinin ardindan calisma icin hemen ayrildi.
Alman bu segment 2,5X biiyiitmeli loop ile diseke edilerek, yaklasik 2-2,5 mm'lik
dort esit parcaya ayrildi. Parcalar hemen oda sicakliginda bekleyen ve icinde 10 ml
SF icinde ¢oziinmiis 2 ml %2 papaverin HCl, 10 ml SF i¢inde ¢6ziinmiis 25 mg
diltiazem HCIl ve 10 cc %5 dextroz i¢inde ¢dziinmiis 5 mg nitroprussid sodyum
bulunan kaplara aktarildi. Ornekler oda sicakhginda tam 60 dakika bekletildikten
sonra histolojik degerlendirmeler i¢in notral formalin soliisyonuna birakildi. Bu
soliisyon icinde 24 -48 saat siireyle fiksasyonu saglandi ve rutin takip islemleri
uygulanarak parafin bloklar1 hazirlandi. Mikrotom kullanilarak Sup kalinliginda
alman damar kesitlerine genel yap1 6zelliklerini ortaya koymak icin hematoksilin-

eosin boyasi ile apoptosisi belirlemek i¢cin TUNEL teknigi uygulandi.



Notral Formalin Soliisyonu:
o Formaldehit 10 cc
o Distile Su 90cc

. Sodyum dihidrojen fosfat
. Disodyum dihidrojen fosfat
3.2. Doku Takip Metodu

1- Cesme suyunda
2- %701k Etil alkol
3- %80’lik Etil alkol
4- %90’ 11k Etil alkol
5- %96 (I)’lik Etil alkol
6- %96 (I1)’lik Etil alkol
7- Ksilol I
8- Ksilol 1T
9- Parafin I
Parafin II
Parafin III

3.3. TUNEL Metodu

25

0,35gr
0,65gr

3 saat yikama

15 dakika

15 dakika

15 dakika

15 dakika

15 dakika bekletilir.

3 dakika

1 dakika seffaflandirilir.
15 dakika

30 dakika

45 dakika tutularak bloklama

Arastirmamizda TUNEL teknigi icin Roche Cat No 1 684 795 In Situ Cell

Detection Fluorescein Kiti kullanilmistir.

1- Poly-L-lisin’li lamlara alinan 5 p kalinligindaki kesitler 45 dakika ksilolde

deparafinize edildi.
Kesitler daha sonra sirasiyla
2- Absolii alkol
%96’ 11k Etil alkol
%90’ 11k Etil alkol
%80’1ik Etil alkol

%70’1ik Alkoller ve distile suda ¢alkalandi.

3- PBS soliisyonunda yikandi.

4- Kesitler iizerine permabilizasyon sollisyonu damlatilarak ve iizeri

parafilmle kapatilarak 37 °C lik etiivde 8 dakika birakild.
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5- PBS soliisyonunda iki kez yikand.

6- Kit icinde yer alan isaretleme ve enzim soliisyonlar karistirilarak kesitler
tizerine damlatildi.

7- Kesitlerin iistii yine parafilmle kapatilarak 37° C’lik etiivde 1 saat
birakildi.

8- Karanlik ortama gecilerek kesitler PBS soliisyonunda ii¢ kez yikandi.

9- Kesitler oda 1s1sinda birakilarak kurutuldu.

10- Isaretli hiicrelerin goriiniir hale getirilmesi igin kesitler DAPI boyasi ile
boyandi.

11- Kesitler iizerine son olarak vectra shield damlatilarak lamel ile kapatildi.

12- Inceleme asamasina kadar kesitler -20 °C de ve karanlikta bekletildi.

TUNEL Tekniginde Kullanilan Stok Soliisyonlar

10XPBS Soliisyonu

NaCl 8gr

KCl 2.01gr

KH,PO, 11.36gr

Na,HPO, 2.04gr

Distile Su 1 litre
HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

1XPBS Soliisyonu

10XPBS 20 ml
Distile Su 180 ml
HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

[saretleme Soliisyonu

Enzim Soliisyonu (viall) 50ul
[saretleme soliisyonu (vial2) 450ul
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3.4. Hiicre Saymm ve Istatiksel Analiz

Gruplara ait her hastanin TUNEL teknigi uygulanmis, rasgele se¢ilmis 5—6
kesitinde ve 50 alanda apoptotik hiicreler X100 biiyiitme ile sayilarak gruplar
arasindaki farkliliklar ortaya kondu. Kesitler Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Genetik ve Histoloji Anabilim dallarinda Olympus BX61 flouresan
mikroskobu ile incelendi.

Caligmada hastalardan alinan materyaller serum fizyolojik, diltiazem,
nitroprussid ve papaverin igeren soliisyonlara konuldu. Serum fizyolojik icine
konulan materyaller serum fizyolojik grubu (n=10), diltiazem soliisyosyonu igine
konulan materyaller diltiazem grubu (n=10), nitroprussid soliisyonu i¢ine konulan
materyaller nitroprussid grubu (n=10) ve papaverin soliisyonu icine konulan
materyaller de papaverin grubu (n=10) olarak adlandirildi. Gruplar birbiriyle
hematoksilin ve eosin boyamasiyla histolojik olarak birbiriyle karsilastirildi. Ayrica
TUNEL metoduyla boyanan orneklerde, gruplarda bulunan her bir materyal icin 50
mikroskobik alan taratildi. Her bir materyal i¢in sayilan 50 alandaki apoptotik hiicre
sayilarinin ortalamalar1 alindi. Ilag gruplarnin ortalama apoptotik hiicre sayisi
acisindan birbiriyle kargilagtirilmasi icin SPSS 13.0 istatistik programinda bulunan
Annova testi, dort grubun varyanslarin1 homojenligi icin ise Levene testi uygulandi.
Ayrica gruplar arasindaki farki ortaya koymak icin post Hoc testi ile Tukey ¢oklu
karsilagtirmas1 yapildi.

Calismamizda yer alan hastalarin alti tanesinde diyabet oldugundan dolay1
diyabetik olan ve olmayan hastalarda ayni ila¢ grubu agisindan apoptotik hiicre sayisi
oran kargilagtirmasi yapildi. Bunun i¢in nonparametrik Mann Whitney U testi ve

excat testiyle Monte Carlo sinamas1 uygulandi.
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4. BULGULAR

Hematoksilin ve eosin ile boyanan iTA’e ait kesitlerde genel yap1 6zellikleri
incelendi. Serum fizyolojik, diltiazem, nitroprussid ve papaverin gruplar1 arasinda
hematoksilin ve eosin boyamasinin ardindan yapilan mikroskobik incelemeler sekil
4.1 ve 4.2’de gosterildigi iizere boyanma o6zellikleri ve genel histolojik yapilari
acisindan birbiriyle karsilastirildi.

Hematoksilin ve eosin ile boyanan serum fizyolojik soliisyonu iginde
bekletilmis olan ITA kesitlerinde yapilan histolojik incelemede tunika intimada yer
alan ve damarin i¢ duvarim1 déseyen endotel hiicre tabakasinin yapi ve biitiinliigiinii
korudugu goriildii. Ayrica tunika media ve tunika adventisya tabakalarinin da intakt
oldugu gozlendi (Bkz. Sekil 4.1a). Serum fizyolojik grubunu olusturan 6rnekler
arasinda da hematoksilin ve eosin boyamasiyla yapilan incelemede histolojik agidan

fark bulunmadi.

a) Serum fizyolojik grubuna ait arter b) Diltiazem grubuna ait arter kesiti
kesiti(Bar 200 pm). (Bar 50 pm).

Sekil 4.1: Hematoksilin ve eosin boyasi ile boyanmis serum fizyolojik grubuna (a) ve

diltiazem grubuna (b) ait arter kesitleri.

Hematoksilin ve eosin ile boyanan diltiazem soliisyonu icinde bekletilmis
olan ITA kesitlerinde yapilan histolojik incelemede arteriyel yapiya ait histolojik
morfolojinin korundugunu (Bkz. Sekil 4.1b) ve histolojik agidan diger gruplarla
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arasinda fark olmadigi gozlendi. Yine nitroprussid ve papaverin soliisyonu icinde
bekletilmis olan ITA materyallerine yapilan histolojik incelemede liimen ¢evresinde
bulunan tunika intima, tunika medya ve tunika adventisya yapilarinin korundugunu
ve tunika intimada yer alan endotel tabakasinin intakt oldugu gozlendi (Bkz. Sekil

4.2).

a) Nitroprussid grubuna ait arter b) Papaverin grubuna ait arter kesiti
kesiti(Bar 50 um). (Bar 50 pum).

Sekil 4.2: Hematoksilin ve eosin boyasi ile boyanmis nitroprussid grubuna (a) ve

papaverin grubuna (b) ait arter kesitleri.

Hematoksilin ve eosin ile boyanmis olan kirk adet ITA materyali
incelendiginde histolojik olarak biitiin arterlerin tunika intima, tunika medya ve
tunika adventisyaya sahip oldugu, tunika intimada yer alan endotel tabakasinin yap1
ve biitlinliigiiniin korundugunu gozlemledik. Bu agidan gruplar ve drnekler arasinda

fark bulunmamustir.
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Sekil 4.3: TUNEL metodu ile boyanmis serum fizyolojik grubuna ait bir arter kesiti
goriilmekte (Biiyiitme X100). Parlak olarak gozlenen apoptotik hiicreler

oldukga az.

TUNEL teknigi uygulanmis ITA kesitlerinde dort gruba ait rnekler Olympus
BX61 flouresan mikroskobu ile incelendi. Mikroskobik goriiniim agisindan yapilan
incelemede en az apoptotik hiicre goriiniimiiniin serum fizyolojik soliisyonu i¢inde
bekletilmis olan kesitlerde oldugu ve en cok apoptotik hiicre goriiniimiiniin ise
diltiazem soliisyonu i¢inde bekletilmis olan kesitlerde oldugu gozlemlendi.
Nitroprussid ve papaverin grubuna ait olan kesitlerde ise orta seviyede apoptoz
oldugu gozlemlendi. Gruplara ait kesit drnekleri sekil 4.3-4.6’da gosterilmistir.

Serum fizyolojik grubuna ait olan Ornekler apoptotik hiicre sayist agisindan
incelendiginde, apoptotik hiicreler olduk¢a nadir olarak gozlenmistir. (Bkz. Sekil
4.3). Serum fizyolojik grubuna ait 10 6rnekte taranan bes yiiz alanda dokuzdan daha
fazla apoptotik hiicre iceren alan gézlenmedi. Serum fizyolojik grubuna ait olan her

bir kesit icin sayilan elli alandaki apoptotik hiire sayisinin ortalamasi alindiginda, en
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az 3,88 ve en fazla 4,58 hiicre oldugu bulunmustur (Tablo 4.1). Buna goére serum

fizyolojik grubunda (n=10) ortalama apoptotik hiicre sayis1 4,2500 olarak

hesaplanmustir.

Sekil 4.4: TUNEL metodu ile boyanmis diltiazem grubuna ait bir arter kesiti
(Biytitme X100). Parlak olarak go6zlenen apoptotik hiicreler tiim

damar yapisinda olduk¢a yogun olarak mevcuttur.

Diltiazem grubuna ait olan kesitler incelendiginde ise oldukca yogun
apoptotik hiicreler dikkati cekmistir (Bkz. Sekil 4.4). Apoptotik hiicreler arterde
bulunan tunika intima, tunika medya ve tunika adventisya tabakalarinin hepsinde
bulunmaktadir. Bu gruba ait 6rneklerde mikroskobik alanlarda sayilan en fazla
apoptotik hiicre sayist yirmi iki olmustur. Diltiazem grubuna ait olan on 6rnegin her
biri i¢in taranan elli alandaki apoptotik hiicre sayisinin ortalamasi hesaplandiginda,

en az 12,40 ve en c¢ok 13,76 apoptotik hiicre oldugu bulunmustur (Tablo 4.1).
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Diltiazem grubu (n=10) ortalama apoptotik hiicre sayis1 13,3060 olarak en yiiksek

ortalamaya sahip olan grup olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.5: TUNEL metodu ile boyanmis nitroprussid grubuna ait bir arter kesiti
goriilmektedir (Biiyiitme X100).

TUNEL metodu ile boyanan nitroprussid grubuna ait ITA kesitleri
mikroskobik olarak incelendiginde yine arteriyel yapinin her tabakasinda apoptotik
hiicreler oldugu gozlendi (Bkz. Sekil 4.5). Bu grup icinde incelenen mikroskobik
alanlara bakildiginda, sayilabilen en ¢ok apoptotik hiicre sayist ise on sekizdi. Bu
gruba ait 6rneklerin her biri i¢in incelenen elliser adet alandaki apoptotik hiicre sayisi
ortalamasina bakildiginda en az 8,34 ve en fazla 9,84 apoptotik hiicre oldugu
hesaplanmistir (Tablo 4.1). Buna gore nitroprussid grubunun (n=10) ortalama

apoptotik hiire sayis1 9,4840 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6: TUNEL metodu ile boyanmis papaverin grubuna ait bir arter kesiti
goriilmektedir (Biiyiitme X100). Parlak boyanan hiicreler apoptotik

hiicreleri gostermektedir.

Papaverin grubuna ait kesitlerde arteriyel tabakalarin hepsinde apoptotik
hiicreler gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.6). Papaverin grubunun (n=10), sayilan apoptotik
hiicre ortalamalar1 i¢in en az 10,06 ve en fazla 11,38 ortalamaya sahip oldugu
bulunmustur. Bu grubun da ortalama apoptotik hiire sayis1 10,7540 olarak
hesaplanmugstir (Tablo 4.1).

Sekil 4.7°de dort farkh ilag grubundaki her birisi i¢in alinan on 6rnekteki
elliser alanda sayilan apoptotik hiicre sayisi ortalamalar1 gosterilmistir. Serum
fizyolojik, diltiazem, nitroprussid ve papaverine ait her Ornege ait elli alandaki
apoptotik hiicre sayilarinin ortalamalar1 alinip, her grup i¢in ortalama apoptotik hiicre
sayis1t bulundugunda sekil 4.7°de de goriildiigii lizere ortalama apoptotik hiicre sayisi
en fazla diltiazem grubunda olurken, en az ortalama apoptotik hiicre sayis1 serum

fizyolojik grubunda gozlendi. Nitroprussid ve papaverin grubu da serum fizyolojik
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grubuna gore daha fazla ve diltiazem grubuna gore de daha az apoptotik hiicre

ortalamasina sahiptir.

14,00—

12,00

10,00

8,00

Ortalama Hiicre Sayisi

6,00—

4,00

I I I I
Serum Fizyolojik Diltiazem Nitroprussid Papaverin

ilaglar

Sekil 4.7: Ortalama apoptotik hiicre sayis1 a¢isindan ilag gruplariin karsilastiriimasi.

Bu dort grup ortalamalan arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olup
olmadiginin testi icin ANOVA (Varyans Analizi) uygulanmistir (Tablo 4.2).
ANOVA testi i¢cin grup varyanslarinin homojenliginin saglanmasi gerekmektedir.
Buna gore dort grubun varyanslarinin homojenligi i¢in Levene testi uygulanmistir.
Levene testi sonucuna gore (P= 0,061 >0,05 oldugu i¢in) gruplarin homojen
olduklar1 bulunmustur. Buna gére ANOVA testi sonucunda serum fizyolojik,
diltiazem, nitroprussid ve papaverin gruplarinin ortalama apoptotik hiicre sayisi
acisindan istatatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu sonucuna varildi. (Tablo

4.2’de gosterildigi gibi p=0,0001< 0,05 ve 0,01 oldugundan dolay1.)



Tablo 4.1: Gruplarin ortalama apoptotik hiicre sayilari.
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% 95 Ortalamalarin
Giiven Arahg
Std. Std.
N |Ortalama Minimum | Maksimum
Sapma Hata
Alt Siir | {lst  Simir
Serum
1014,2500 ,19258 ,06090 (4,1122 4,3878 3,88 4,58
Fizyolojik
Diltiazem 10]113,3060 |,50014 ,15816 (12,9482 13,6638 12,40 13,76
Nitroprussid |10{9,4840 ,46921 ,14838 19,1483 9,8197 8,34 9,84
Papaverin 10]10,7540 |,32756 ,10358 (10,5197 10,9883 10,06 11,38
Total 4019,4485 3,36511 |,53207 |8,3723 10,5247 3,88 13,76

Tablo 4.2: Gruplar arasindaki ortalama apoptotik hiicre sayilarmin farkini ortaya

koymak i¢in yapilan ANOVA testi.

Toplam
SD | Ortalama Kareler | F P
Kareler
Gruplar Arasinda 436,103 3 145,368 945,973 |,000
Gruplar icinde 5,532 36 ||,154
Total 441,635 39

Dort grup arasindaki ortalama apoptotik hiicre sayisit agisindan farkliligin

hangi gruplar arasinda oldugunun tespitinde post Hoc testi ile Tukey c¢oklu

karsilastirma sonucunda, biitiin gruplarin birbirinden farkli oldugu bulunmustur.

Gruplar birbirinden p=0,001<0,05 ve 0,01 anlam diizeylerinde farklilik gostermistir

(Tablo 4.3). Buna gore en biiyiik farkin serum fizyolojik grubu ile diltiazem grubu

arasinda oldugu gosterilmistir (-9,0560 P=0,001<0,05 ve 0,01). ilag verilen gruplar

arasinda ortalama apoptotik hiicre sayisi agisindan birbirinden karsilastirildiginda, en

az fark nitroprussid ile papaverin grubu arasinda gozlenmistir (-1,270 P=0,001<0,05
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ve 0,01). Serum fizyolojik grubu ile karsilastirildiginda, bu grup ile arasinda en az

fark bulunan grup ise nitroprussid grubu oldugu bulunmustur (-5,23400

P=0,001<0,05 ve 0,01).

Tablo 4.3: Gruplar arasindaki farki ortaya koymak icin yapilan post Hoc testi ile
Tukey ¢oklu karsilagtirmasi.

95% Giiven Arahg
Ortalama fark | gtandart
(@) ilaclar (J) ilaclar P
(I-J) Hata Alt .
Ust Simir
Simir
Diltiazem -9,05600(% | ,17531] ,000]-9,5282 -8,5838
Serum Fizyolojik Nitroprussid -5,23400(%) | .17531] ,000]-5,7062 -4,7618
Papaverin -6,50400% | ,17531] ,000]-6,9762 -6,0318
Serum
9,05600() | ,17531] ,000] 8,5838 9,5282
Fizyolojik
Diltiazem
Nitroprussid 3,822000%)|  ,17531] ,000] 3,3498 4,2942
Papaverin 2,552000% ) ,17531] ,000] 2,0798 3,0242
Serum 52340009 ,17531] L000] 4,7618 5,7062
Fizyolojik
Nitroprussid .
Diltiazem -3,822000% | ,17531] ,000]-4,2942 -3,3498
Papaverin -1,27000(*) ,17531) ,000)-1,7422 -, 7978
Serum 6,5040009 | 17531 L000] 6,0318 6,9762
Fizyolojik
Papaverin Diltiazem -2,552000% ) ,17531] ,000]-3,0242 -2,0798
Nitroprussid 1,27000¢5)  ,17531] ,000] ,7978 1,7422

Calismada yer alan gruplarin her birisi icin diyabetik (n=6) ve non-diyabetik
(n=4) alt gruplan olusturuldu. Gruplar i¢indeki her Ornegin elliser mikroskobik
alanindaki ortalama apoptotik hiicre sayilan diyabetik ve non-diyabetik gruplar

arasinda karsilagtirllmistir. Bu karsilastirma icin nonparametrik Mann-Whitney U
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testi Excat testi ile birlikte uygulanmistir (Tablo 4.4 ve 4.5). Monte Carlo 10 000
sinamasi sonucuna gore dort ilacin diyabetik olan ve diyabetik olmayan 6rneklerinin,
birbirinden ortalama apoptotik hiicre sayisi agisindan farkli olmadiklar1 sonucuna

istatiksel olarak ulasilmastir.

Tablo 4.4: Tla¢ gruplarinin diyabetik ve non-diyabetik 6rnekler icin Mann Whitney

testi ile karsilagtirilmasi.

Diyabet- Ort. Rank
Non N Rank Topla-
Diyabet m
Diyabet 6 5,751 34,50

Serum Non

Fizyolojik  |Diyabet | *| >13| 200
Total 10
Diyabet 6 4,831 29,00

143 Non

Dilt

iltiazem Diyabet 4 6,50 26,00
Total 10

Diyabet 6 4,501 27,00

. . 2| Non
Nitroprussid
P Diyabet 4 7,001 28,00
Total 10

Diyabet 6 4,501 27,00

. Non
Papaverin
p Diyabet 4 7,001 28,00
Total 10

Her ila¢ grubu icin olusturulan diyabetik ve non-diyabetik alt gruplar icin
uygulanan Excat testi, Monte Carlo 10 000 smamasi sonucunda; Serum fizyolojik
icin hesaplanan z degeri 0,05 anlam diizeyi i¢in -0,321 < 1,96 ve 0,01 anlam diizeyi
icin -0,321 < 2,58, ( p= 0,799 >0,05 ve 0,01) oldugundan diyabetik ve non diyabetik
serum fizyolojik sollisyonunda bekletilmis olan Ornekler apoptotik hiicre sayisi
ortalamasi i¢in farklilik gostermemektedir.

Diltiazem i¢in hesaplanan z degeri 0,05 anlam diizeyi i¢in -0,853 < 1,96 ve
0,01 anlam diizeyi i¢in -0,853 < 2,58 (p= 0,476 >0,05 ve 0,01) oldugundan diyabetik
ve non diyabetik diltiazem soliisyonunda bekletilmis olan 6rnekler apoptotik hiicre

sayist ortalamasi icin farklilik gostermedi.
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Nitroprussid i¢in hesaplanan z degeri 0,05 anlam diizeyi i¢in -1,279< 1,96 ve
0,01 anlam diizeyi i¢in -1,279< 2,58 oldugundan (p= 0,255 >0,05 ve 0,01)
oldugundan diyabetik ve non diyabetik nitroprussid soliisyonunda bekletilmis olan
ornekler apoptotik hiicre sayis1 ortalamasi i¢in farklilik gostermemektedir.

Papaverin icin hesaplanan z degeri 0,05 anlam diizeyi i¢in -1,279 < 1,96 ve
0,01 anlam diizeyi i¢in -1,279< 2,58 oldugundan (p= 0,255 >0,05 ve 0,01)
oldugundan diyabetik ve non diyabetik papaverin soliisyonunda bekletilmis olan

ornekler apoptotik hiicre sayis1 ortalamasi i¢in farklilik gdstermemektedir.

Tablo 4.5: Ilag gruplarmin diyabetik ve non-diyabetik ©rnekleri i¢in Excat testi

uygulanarak Monte Carlo 10.000 sinamasi.

FiSz;l;)lll:jlik Diltiazem | Nitroprussid | Papaverin

Mann-Whitney U 10,500 8,000 6,000] 6,000

Wilcoxon W 20,500] 29.000]  27.000] 27,000

z 31 -ss3] c1279] -1279

Asymp. Sig. (2-tailed) 748 304 201|201

Exact Sig. [2%(1-tailed Sig.)] 762|476 257 257

p 79| 476 255|255

?4.‘;“5‘* Carlo Sig. (2- 999 Alt smir 780 464 243 243
ailed) Givenlik -

Aralig Ust Smr 810 489 266|266

P 400|245 132 3

?4.‘;“;‘* Carlo Sig. (1- 99 Alt Stir 387 234 123 a3
ailed) Giivenlik [

Aralig Ust simir 412 ,256 141 141




39

5. TARTISMA

Koroner arter bypass cerrahisinde ITA vazgecilemeyen ve agik kalim orani
safen ven ile karsilagtirlldiginda cok iyi olan canli bir grefttir (214). Loop ve ark.
(214) ven grefti kullanilan hastalarin ITA grefti kullanilan hastalardan 10 yillik 6liim
riskinin 1,61 kat daha fazla oldugunu sdylemislerdir. ITA’in spazmdan korunmasinin
da acik kalim oranim arttirdigi ¢alismalarla da bildirilmistir (215,216). Son ve ark.
(224) shear stres ile ITA’in intima ve internal elastik laminasini histolojik yapisinda
kotii etkiler olusabilecegini gostermislerdir. Operasyon sirasinda ITA kullaniminda
cesitli vazodilatorler spazmdan korumak ve akim oranmni arttirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Birgok calismada da ITA’de vazodilatér kullammiyla greftin
kalitesinin arttig1 gosterilmistir (127,217,218). Ancak yapilan ¢alismalar gostermistir
ki kullamlan vazodilatorlerin yararli etkilerinin yami sira apoptozis gibi greftin
kalitesini ve ileriye yonelik etkinliginin devamim kotii yonde etkileyebilecek
etkilerinin de olmasi bu ilaglar icin daha fazla calismalar yapilmasi gerekliligini
getirmistir. Bu ilaclarin faydalarinin ve zararl etkilerinin daha agik bir sekilde ortaya
konulmasi hem yapilan operasyonlarin basarisimi arttiracak hem de hastalarin ileride
karsilasabilecegi bazi problemlerin de Oniine gegilebilecektir. Giiniimiizde ITA’i
vazospazmdan korumak ve akiminm arttirmak amaciyla en ¢ok kullanilan ilaglardan
olan diltiazem, nitroprussid ve papaverin bizim ¢alismamizda da kullanildz.

Vaskiiler yapilarin en 6nemli komponentlerinden biri olan endotelyum,
normal kan damarlarinin duvarlarinda anti-trombotik ve anti-inflamatuvar bir bariyer
gorevi ile damar1 korumaktadir. Endotel prostasiklin gibi vazorelaksan ajanlarin
salinimiyla vaskiiler tonusu diizenlemektedir. Bu hiicreler apoptoza giderlerse normal
fonksiyonlarim1 kaybederler ve damardan atilirlar veya komsu hiicrelerce
temizlenirler (122). Endotel hiicrelerinin disfonksiyonunun aterogenezis olusumuna
yol acabilecegi gosterilmis ve asirt apoptoz olusumunun da aterogeneze yol
acabilecegi sOylenmistir (196). Arteriyel vaskiiler yapilarin fonksiyonunda diger
onemli bir komponentde vaskiiler diiz kas yapisidir. Vaskiiler diiz kaslardaki
apoptozun aterosklerotik plaklarda riiptiir olusumuna (99,100), tromboz riskinin
artmasina (101) ve plak kalsifikasyonlarina yol agtigina (101) cesitli calismalarda

deginilmistir. Bu acgidan arteriyel greftlerde biitiin vaskiiler tabakalarin apoptozdan
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korunabilmesi ya da daha az apoptoz yapan ilaglarin kullanilmasi ¢aligmamiza yon
veren nedenlerin basinda gelmistir.

Diltiazem, bir kalsiyum kanal blokoriidiir ve koroner bypass cerrahisinde
arteriyel greftleri vazospazmdan korumak icin topikal ve sistemik olarak
kullanilmaktadir. Y. Tabel ve ark. (221) yaptig1 bir calismada diltiazem infiizyon
olarak ITA diseksiyonu siiresince verilmis ve nitrogliserin ile yapilan karsilastirmada
diltiazemin nitrogliserinden daha iyi bir akim sagladigi gosterilmistir. Ancak
diltiazemin arteriyel greftlerdeki faydal etkilerinin yani sira, yine bir kalsiyum kanal
blokorii olan verapamil ile Pei Huang ve ark. (172) yaptig vaskiiler greft modeli
calismasinda verapamilin adventisyel hiicre apoptozunu arttirdigr gosterilmistir.
Vaskiiler greft modeli ¢alismasinda adventisyel apoptozla intimal hiperplazide yeni
hiicre olusumunu engelleyerek faydali bir etki gosterdigi anlatilsa da, arteriyel
yapilarda apoptozun bircok zararli etkisi gosterilmistir. Calismamizda ITA iizerine
topikal olarak uygulanan diltiazemin ilag uygulanmamis hastalarla kiyaslandiginda
oldukga fazla apoptoz yaptigin1 gordiik. Ayrica diltiazem diger ilaclarla (nitroprussid
ve papaverin) karsilastirildiginda da en fazla apoptoz oranina sahip olan ilag oldugu
gosterildi. Buda diltiazemin ITA’ i vazospazmdan korumak icin kullaniminin her ne
kadar faydali oldugu disiiniilse de, yiiksek apoptoz yapma potansiyelinden dolay1
greftin ileri donemlerdeki etkinligi i¢in soru isaretlerine neden olmaktadir. He ve ark.
(217) yaptig1 bir calismada ITA’de vazodilatasyon saglamak amaciyla gliseril
trinitrat ve bagka bir kalsiyum kanal blokorii olan verapamil kullanilmis, sonug
olarak da verapamil farkl bir secenek olarak onerilmistir. Her ne kadar calismamizda
verapamilin apoptotik etkileri arastirnlmamis ve apoptotik etkilerinin oldugu bagka
calismalarda gosterilmis olsa da kalsiyum kanal blokorlerinin arteriyel greftlerde
vazodilatasyon yapmak igin kullanilabilmesi igin diltiazemle verapamilin iTA’de
yaptig1 apoptozun karsilastirilmasi oldukca yararl olabilir.

Koroner bypass cerrahisinde ITA’i vazospazmdan korumak icin kullanilan
diger bir ilacda nitroprussiddir. Nitroprussid bir NO donérii olarak gorev yapar ve
vazodilatasyon saglar. Copper ve ark. (220) yaptig1 calismada ITA’e topikal olarak
salin, papaverin ve nitroprussid verilmis ve akim oranlarn karsilastirildiginda
nitroprussidin salin ve papaverine gore daha etkili oldugu sOylenmistir. NO’in

onceki calismalarda apoptozda iki tarafli regiilasyon yaptigi gosterilmisti (194).



41

Vaskiiler endotelyal hiicrelerde anti-apoptotik etki gosterirken (178), vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde apoptozu tetikledigi gosterilmistir (182). Ayrica az miktardaki
NO’in c-GMP aracili yol ve direkt olarak kaspaz aktivitesinin inhibisyonu ile
apoptozu inhibe ettigi (226,227), daha yiiksek konsantrasyonlarda ise apoptoza neden
oldugu diisiiniilmektedir (189). He ve Yong (219) yaptiZ1 calismada nitroprussidin
1,7 mmol/L (0,5 mg/ml) konsantrasyonunda giiclii vazodilator etki gosterdigini
bulmuslardir. Calismamizda nitroprussidin vazodilator etkisinin daha iyi olmasi i¢in
klinikte kullanilan dozlami olan 10 ml %35 dekstoz i¢inde ¢Oziinmiis olan 5 mg
sodyum nitroprussid soliisyonu kullanildi. Bu yiiksek konsantrasyon degerinde
nitroprussid grubuna ait alan Orneklerin ortalama apoptotik hiicre sayisi
degerlendirildiginde nitroprussid grubunda serum fizyolojik grubuna gore apoptoz
oraninda anlaml bir artis bulunurken (5,23400 P=0,001<0,05 ve 0,01), diltiazem ve
papaverinle kiyaslandiginda her ikisine gore de daha az apoptotik hiicre sayisi
ortalamasi bulundu. Nitroprussidin etkili bir vazodilator olmasi ve ¢alismada yer alan
diger iki vazodilator olan diltiazem ve papaverine gore daha az apoptoza yol agmasi
bizim ¢alismamiza gore nitroprussidi oldukca avantajli bir konuma getirmektedir.
ITA’de vazodilatasyon yapmak icin en cok kullanilan ilaclardan biride
papaverindir. Papaverin vazodilatasyon etkisini spazm varliginda daha 1iyi
gostermektedir. Diger ilaclarin aksine papaverinin koroner bypass cerrahisinde ITA
vazospazmina olan etkisi i¢in bir¢cok calisma yapilmistir. Jett ve ark. (222) yaptigi
calismada papaverinin bircok vazodilatorden farkli olarak insan ITA’de hem
potasyum hem de norepinefrin kaynakli kontraksiyonu en cok inhibe eden ilag
oldugu gosterilmistir. Sasson ve ark. (223) yaptiklan calismada ise topikal
vazodilatorlerin vazodilatasyonda belirgin etkilerinin olmadigin1 sdylemisler. Ancak
bu fikrin yapilan bir¢ok calismayla aksi kanmitlanmis ve topikal vazodilatasyonun
etkileri gOsterilmistir. Papaverinin intraluminal uygulanmasiyla ilgili yapilan
calismalarda eksternal uygulanima oranla iki kata kadar daha iyi akim sagladigi ve
distal dilatasyon yaptig1 soylenmis ancak mekanik damar duvan hasar1 olusabilecegi
anlatilmistir (135). Papaverinin endotel iizerine olan etkileri de olduk¢a tartismalidir.
Hillier ve ark. (127) yaptig1 calismada koroner bypass sirasinda intraluminal
papaverin kullaniminin endotel kaynakli gevsemeyi bozmadigi gosterilmis olmasina

ragmen, Schyvens ve ark. (124) yaptig1 calismada greft olarak kullanilan arterlerde
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papaverinin endotel kaynakli gevsemeyi bozdugu, He (128) yaptigi calismada
asetilkolin kaynakl1 gevsemeninde bozuldugu anlatilmistir. Sonug olarak papaverinin
koroner bypass hastalarinda  greft vazodilatasyonunda yaygin  olarak
kullanilmasindan dolay1 pek ¢ok caligsma yapilmis ve bu konuda pek cok fikir ortaya
atilmistir.

Papaverinin kullaniminda tartismaya yol acan baska bir konuda papaverin
sollisyonunun asiditesidir. Papaverin HCI sadece asit ortamda ¢6ziinebilmektedir (pH
3.9, 1072 mol/L). Klinikte ve bizim calismamizda kullanilan form bu sekildedir.
Yapilan bir calismada papaverin soliisyonunun asiditesinin vaskiiler hiicrelerde
hasara yol agabilecegi soylenmistir (125). Képek ITA’i kullamlarak yapilan baska bir
calismanin sonucunda papaverinin asidifiye olmasindan degil ama papaverinin
kendisinden kaynaklanan bir etkiyle endotelyal hiicre hasar1 yaptigi yorumu
kullanilmigtir (122). Aym calismada yer alan baska bir yorumda papaverinin
endotelyal fonksiyonu bozucu etkisinin endotel hiicrelerinde papaverinin olusturdugu
apoptozdan kaynaklanabilecegi sdylenmistir. Endotel hiicrelerinin  vaskiiler
olaylardaki rolii zaten bilinmektedir. Papaverin de hiicre i¢ci cAMP diizeyini arttirarak
(129-131), kalsiyum antagonisti gibi davranarak (132,133) ve mitokondriyal
fonksiyonu bozarak apoptoz olusturdugu bir¢ok calisma ile kanitlanmistir. Ayrica
papaverinin hem tunika intima, hem tunika medya ve hem de tunika adventisya da
yapti1 apoptozla insan ve kopek ITA de yaptig1 fonksiyonel bozukluklar Yu-Jing
Gao ve ark. (122) tarafindan yapilan calismada net olarak gosterilmistir. Bizim
calismamizda da histolojik olarak bu ¢alismaya ¢ok benzer sonuglar ortaya konuldu.
Papaverinin serum fizyolojik ile yapilan karsilastirmasinda papaverinin ITA’in tiim
katmanlarinda apoptoza yol actifi ve apoptoz orani serum fizyolojik ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak papaverinin daha fazla apoptoza yol agtigi
gosterildi ( 6,50400 P=0,001<0,05 ve 0,01). Ayrica papaverinin diltiazem ve
nitroprussid ile yapilan karsilastirmasinda diltiazemden az nitroprussidden daha ¢ok
apoptoz yaptign bulundu. Diger c¢alismalarda birlikte degerlendirildiginde
papaverinin apoptoz yapict etkisinin yapabilecegi giiclii vazodilatasyonla birlikte
diisiiniiliip, diger ilaclarla olan kiyasinda bu etkilerinin géz oniinde tutulmasinin

yarali olabilecegi sonucuna varilmistir.
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Calisma esnasinda akla gelen bir diger soru da, diyabetik hastalarla diyabetik
olamayan hastalarin arasinda calismada adi gecen ilaglarin ITA’e topikal
uygulanicinda apoptoz orami acgisindan fark yaratip yaratmadigi oldu. Bazi
caligmalarda yiiksek glikoza maruz kalan endotel hiicrelerinde apoptoza egilimin
artigindan bahsedilmekte ve bunun icin degisik mekanizmalar 6ne siiriilmektedir
(206-213). Bizim c¢alismamizda hicbir ilaca maruz kalmayan serum fizyolojik
soliisyonuyla muamele edilen ITA kesitlerinde diyabetik olan ve olmayan hastalarmn
apoptoz orani agisindan fark gostermedigi ortaya ¢ikti. Ayrica diltiazem, nitroprussid
ve papaverin gruplar diyabetik siniflama ile ayr1 ayr1 kendi i¢inde incelendiginde,
diyabetik olanlarla olmayanlar arasinda apoptoz orani acisindan hicbir ilacin farkli
yamt vermedigi ortaya ¢ikti. Diyabetik hastalarda kullanilan ITA greftlerindeki
apoptoz orantyla ilgili literatiirde net bir bilgi olmasa da diyabetli hastalarin apoptoz
potansiyeli acisindan bu konuda diyabeti hastalardan farkli olmadigini bizim
calismamiza gore sOyleyebiliriz. Ancak diyabetin sistemik bir hastalik olmasi ve
ozellikle regiile olmayan diyabetli hastalarin biitiin vaskiiler yapilarinin bu
hastaliktan etkilendigi diisiiniiliirse, bu hasta grubunda ITA Kkalitesinin diyabetik

olmayan hastalardan farkli olabilecegi akilda tutulmalidir.
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6. SONUC

Koroner bypass cerrahisi giiniimiizde koroner arter hastalarinin tedavi
edilmesinde oldukca 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu operasyonun da vazgecilemeyen
ve yapilan calismalarda uzun aciklik oranlariyla en ¢ok kullanilan greftlerden biri
olan ITA’in kalitesi ¢ok 6nemlidir. ITA’e faydal oldugunu diisiindiigiimiiz ve onu
vazospazmdan korumak i¢in kullandigimiz ilaglarin etkileri de cok dikkatli ve
ayritili olarak tartisilmalidir. Bu noktada amacimiz en az zararla en c¢ok faydayi
veren ilaglar1 kullanarak greftten en iyi sekilde yararlanabilmektir.

Vaskiiler diiz kas ve 6zellikle endotel hiicrelerinin vaskiiler olaylardaki rolii
bilinmekte ve buralarda olusan apoptozun koroner bypass gibi bir operasyonda
kullanilan ITA grefti icin ne kadar biiyiik bir 6neme sahip oldugu ortaya cikmaktadur.
Apoptoz oraninin uygunsuz olarak artigi organ biitiinliiiniin bozulmasina neden
olabilecegi (228) zaten bilinen bir gercektir.

Bizim ¢alismada kullanilan ilaglar gbz 6niine alindiginda diltiazemin en ¢ok
apoptoz yapan vazodilator ilag oldugunu, daha sonra papaverinin yine apoptoz
yaptigin ancak bu acidan diltiazeme daha iistiin oldugunu gosterdik. Ug ila¢ grubu
icinde en az apoptoz oranina sahip olanin ise nitroprussid grubu oldugunu bulduk.
Bir¢ok calismada etkili vazodilatasyon yaptigi gosterilen ve bizim calismamizla da
apoptoz oraninin diltiazem ve papaverine gore daha az oldugu bulunan nitroprussid,
apoptozun arteriyel vaskiiler yapilarda gosterdigi etkiler diisiiniildiigiinde
kullanilabilirligi agisindan daha giivenilir gibi goriinmektedir. Calismadaki diyabetik
hastalarla diyabetik olmayan hastalar acisindan konu incelendiginde, bu hastalarin
ITA iizerinde ilaclarla olusan apoptotik yanitlarinin ayn1 oldugu bulundu.

Ancak biitiin bu konularda yapilabilecek daha farkli ¢aligmalarla hem daha
giiclii vazodilatasyon yapan ve hem de daha az apoptoza neden olan ilaglarin
aragtirilmas1 veya apoptozu azaltabilecek yeni ilaglarla yapilan calismalarin
gelistirilmesi, ITA’in daha kaliteli bir sekilde kullaniminda olduk¢a faydali

olabilecegi kanaatindeyiz.
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