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OZET
Giris

Rekonstriiktif vaskiiler girisimlerden sonra ani tikanmaya yol acan akut trombiis olusumundan
farkli olarak, ge¢ donemdeki daralma ve tekrar eden tikanikliklarda diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu ve migrasyonu ile birlikte ekstraselliiler matriks birikimi sonucu olusan
neointimal hiperplazi 6nemli rol oynamaktadir. Hayvan ve insanlarda yapilan arteriyel hasar
modellerinde liimen daralmasinin temel nedeni intima tabakasindaki diiz kas hiicre

proliferasyonu ve konnektif doku birikiminin oldugu gosterilmistir.

N-Asetilsistein, sahip oldugu niikleofilik serbest tiyol (-SH) grubu araciligiyla, oksidan
radikallerin elektrofilik grubuyla etkilesime girerek direkt antioksidan 6zellik gostermektedir.
N-Asetilsistein, glutatyon sentezini tetiklemekte, glutatyon ise ekzojen veya endojen
sitotoksik maddelerin ve oksidan radikallerin hiicreye zarar vermesini Onleyen, hiicre
biitiinliigliniin ve islevlerinin devami i¢in ¢ok dnemli bir endoselliiler mekanizmada temel rolii
olan, yiiksek reaktiflikte bir tripeptittir. N-Asetilsistein, siilfidril gruplari i¢in kaynak teskil
etmektedir. Silfidril gruplarinin ise, serbest oksijen radikallerinin temizlenmesi ile birlikte
Nitrik Oksit’in yarilanma Omriiniin diizenlenmesini saglamasit gibi birgok biyolojik
fonksiyonu vardir. N-Asetilsistein ayn1 zamanda nitrogliserin aracili koroner arter
vazodilatasyonunu ve trombosit agregasyonunu Onlemeye yonelik etkisini potansiyelize
etmektedir. N-Asetilsisteinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hiicre dongiisiinii  ve
proliferasyonunu regiile ettigi gosterilmistir. Niikleer Faktor Kappa-Beta aktivasyonu yoluyla
endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinin spesifik adezyon molekiillerinin upregulasyonu
hasar sonrasi vaskiiler hiicre aktivasyonunu destekler. Yapilan giincel ¢alismalar N-
Asetilsisteinin endotel ve diiz kas hiicresinde NF-kB aktivitesinin 6nemli bir regiilatorii
oldugunu gostermistir. N-Asetilsistein diiz kas hiicrelerinin hiicre siklus progresyon ve
proliferasyonunu  diizenler ve endotel hiicrelerinde antitrombotik ve antiplatelet
aktivasyonunu potansiyelize eder. Tiim bu etkileri nedeniyle, N-Asetilsistein’in tavsan karotid
arterlerinde yapilan anastomozlarda intimal hiperplazi ve endotelyal proliferasyon lizerine

inhibitor etkisini aragtirmay1 amacladik.



Materyal — Metod

Randomize olarak segilen 14 adet Yeni Zelanda tipi erkek tavsan kullanildi. Anestezi olarak
50 mg/kg intramuskuler Ketamin ve 5 mg/kg intramuskuler Ksilazin kullanildi. Anastomoz
icin sag taraf, kontrol i¢in ise sol taraf karotid arteri kullanildi. Tim grup tavsanlara sag
vertikal boyun insizyonu yapilarak karotid arter eksplore edildi. 100 IU/kg dozda IV Heparin
uygulandi. Karotid arter proksimal ve distalinden buldog klemple klemplendikten sonra
transekte edildi ve 8/0 polipropilen siitiir ile tek tek dikilerek anastomoz tamamlandi. Grup
1’deki tavsanlar kontrol grubunu olusturdu. Grup 2’deki deneklere operasyondan hemen sonra
ilk doz IV sonraki tiim dozlar IM olmak iizere toplam 21 giin 150 mg/kg/giin N-Asetilsistein
uygulandi. Yirmisekizinci giin sonunda anastomoz yapilan taraf ve anastomoz yapilmayan
kars1 taraf karotid arter segmenti c¢ikarilarak incelenmek {iizere histoloji laboratuarina
gonderildi. Mikroskobik oOrnekler parafin bloklar halinde 5 pm kalinliginda kesildi ve

Hematoxylen-Eosin ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi.
Bulgular

Grup 1 ile Grup 2’nin liimen alaninin karsilastirilmasinda Grup 2’de anlamli olarak daha fazla
[z=-3,13, p=0,002], kontrol gruplarinin (Grup 1K ve Grup 2K) karsilastirilmasinda ise anlaml
fark olmadigr saptand1 [z=-0,57, p=0,56]. Grup 1 ile Grup 2’nin intima alaninin
karsilastirilmasinda, Grup 2’de anlamli olarak daha az oldugu [z=-2,49, p=0,013], kontrol
gruplarinin (Grup 1K ve Grup 2K) karsilastirilmasinda ise anlamli fark olmadig1 saptandi [z=-
0,96, p=0,34]. Grup 1 ile Grup 2’nin intima-media alan oraninin karsilagtirilmasinda ise Grup

2’de anlamli olarak daha diisiik oldugu [z=-2,236, p=0,025] saptanmustir.
Tartisma

Intimal hiperplazi, tiim arteriyel girisimlerin %15-30’unu etkilemekle birlikte, hasara kars
olugsan bu cevabin kontroliine yonelik gelistirilen yaklasimlar, klinik olarak biiylik 6neme
sahiptir. Bugiine kadar ister anastomoz sonrasi ister PTCA veya stent sonrasi olsun intimal
hiperplazinin ve diiz kas hiicre proliferasyonunun engellenmesi {iizerine bir¢ok calisma

yapilmustir.

Calismamizda, N-Asetilsistein verilen anastomoz gruplarinda limen alani, intima alani ve

intima/media alan oraninda anlamli bir diizelme saglanmistir. N-Asetilsisteinin bu etkiyi



direkt antioksidan etkisi, glutatyon sentezini indiiklemesi, Nitrik oksitin yarilanma omriini
diizenlemesi, kemoatraktanlarin aktivitesini diizenleme yetenegi, NF-KB aktivitesinin
regulasyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalma ve migrasyonunu regiile etme 6zelligi
sayesinde yarattigini diisiinmekteyiz. Bu dogrultuda vaskiiler girisimler ve anastomoz sonrasi
N-Asetilsistein kullanimimin intimal hiperplaziyi azaltarak ve vaskiiler remodellingi

saglayarak damarin agik kalma siiresini arttiracagi diislincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: N-Asetilsistein, intimal hiperplazi, diiz kas hiicre proliferasyonu,

anastomoz, tavsan.



ABSTRACT
Introduction

Other than occurence of acute thrombosis leading to sudden occlusion after reconstructive
vascular procedures, neointimal hyperplasia, which is accounted for the recurrence of
occlusion at late period and which is the result of proliferation and migration of smooth
muscle cells together with accmulation of extracellular matrix, plays an important role. It was
shown in arterial injury models of animal and human studies that the principal reason for
luminal narrowing was smooth muscle cell proliferation and connective tissue accumulation

in the intimal layer.

N-Acetylcysteine, shows a direct antioxydant characteristic with its free tiyole (-SH) group
through an interaction with the electrophilic groups of oxydant radicals. It triggers the
synthesis of glutation. As for glutation, which is a high reactive tripeptide, while it protects
cells from the harmful effects of endogenous or exogenous cytotoxic substances and oxydant
radicals, it also has an important role in endocellular mechanisms for the continuity of the
structure and the functionality of cells. N-Acetylcysteine constitudes as a resource for
sulphydrile groups. The sulphydril groups has many biologic functions, such as clearance of
free oxygen radicals and regulation of the half life of nitric oxide. N-Acetylcysteine also
potentialize the vasodilatatory effects of nitroglycerine on coronary arteries and inhibitory
effects of it to the aggregation of thrombocytes. It was shown that N-Acetylcysteine regulates
the cell cycle and proliferation of smooth muscle cells. Through the activation of nuclear
factor Kappa-Beta (NF-kB), the upregulation of specific adesion molecules on endotel and
smooth muscle cells support the activation of vascular cells after injury. Recently performed
studies of N-Acetylcysteine showed that it has been an important regulator of the activity of
NF-kB in endotel and smooth muscle cells. N-Acetylcysteine regulates the progression and
proliferation of smooth muscle cells and potentializes the antithrombotic and antiplatelet
activation in endotel cells. Due to the all abovementioned effects of N-Acetylcysteine, we
aimed to investigate the inhibitory effects of N-Acetylcysteine on intimal hyperplasia and

endothelial proliferation in the anastomosis models of rabbit carotid arteries.



Material and Method

In this study, randomly selected fourteen New Zealand type male rabbits were used. As for
anesthesia, 50 mg/kg intramuscular ketamine and 5 mg/kg intramuscular Ksilazine were used.
Right common carotid artery for anastomozis and left common carotid artery for control was
used. Common carotid artery was explored with vertical neck incision in all rabbits. 100
IU/kg intravenous heparin were used. After the proximal and distal carotid arterial segments
were clamped, it was transected and anastomozed end-to-end with 8/0 polipropilene sutures.
Group 1 pertained the control group. First dose of N-Acetylcysteine was given intravenously
initially after the surgical procedure, and the remaining doses intramuscularly with total of
150 mg/kg/day. At the end of twentyeighth day, carotid artery segments of both sides
(anastomozis side and opposing control side) were removed and transfered to the hystology
laboratory. Specimens were cut as paraphine blocks of 5 um and painted with Hematoxylene-

Eosine in order to be evaluated under microscobe.
Results

The comparison of luminal area in group 1 and 2 revealed that, the luminal area was
significantly higher in group 2 [z=3,13, p=0,002]. This comparison between contrlateral
control groups (Group 1K and 2K) was not significantly different [z=-0,57, p=0,56]. While
the intimal area was significantly lower in group 2 [z=-2,49, p=0,013], no significant
difference was found on the comparison of control groups [z=0,96, p=0,34]. The comparison
of the ratio of intimal to medial area showed that it was significantly lower in group 2 [z=-
2,236, p=0,025].

Conclusion

Intimal hyperplasia has an influence onl15-30% of all arterial revascularizations.
Improvements in management strategies in order to control the healing process to injury have
a great clinical importance. Until today, either after anastomozis or after PTCA or stenting,
many articles have been published regarding the inhibition of intimal hyperplasia and smooth

muscle cell proliferation.

In our study, significant improvements in parameters of luminal area, intimal area and ratio of

intimal-to-media were achieved in groups which were given N-Acetylcysteine. This favorible



influence of N-Acetylcesteine was thought to be achieved with the direct antioxydant effect,
induction of synthesis of glutation, regulation of the half life of nitric oxide, regulation of the
activities of chemoattractants and regulation of the proliferation and migration of smooth
muscle cells. With this manner, in our opinion, the usage of N-Acetylcysteine after surgical
and interventional revascularizations lessen the load of intimal hyperplasia, improve the

remodelling process and finally increase the patency period of revascularizations procedures.

Key words: N-Acetylcysteine, intimal hyperplasia, smooth muscle cell proliferation,

anastomosis, rabbit.



1 GENEL BiLGILER
1.1 ARTER TIiPLERI ve HISTOLOJISI:

Viicudumuzun damar yapisini; arterler, arterioller, kapillerler ve venler olarak
inceleyebiliriz. Arterler, organlarimizi kanlandiran yiiksek basingli damarlardir. Arterioller,
kapiller ag1 direkt olarak besleyen ve kan akiminin kontroliinii elinde tutan kiiclik capli
damarlardir. Kapillerler, ince duvarli damarlar olup; kan ve dokular arasindaki besin

maddelerinin degisimi gorevini istlenirler.
1.1.1 Elastik (Biiyiik Boy-Iletici) Arterler

Caplar1 en biiyiik olan bu arterlerde elastik doku ¢cogunlukta olup aorta, pulmoner arter
gibi 7 mm {izerinde olan arterleri ve biiyiik dallarin1 kapsar. Elastinden dolay1 taze yapilarda
sar renkte izlenirler. Caplarina gore duvarlari incedir. Arterlerde en gelismis tabaka tunika
mediadir. Kanin kalpten uzaklastirilmasini ve kalp atimi sonucu basing dalgalanmalarini
yumusatir. Sistolde elastik lamina gerilir ve basing degisimini azaltir. Diastolde, elastik
sitkisma arteriyel basinct diizenler. Kalpten uzaklastikca arter basinct akim hizi, basing

degiskenlikleri azalir.

Tunika intima: Tek katli yass1 hiicrelerden olusan endotelyum ile bunun altinda acik

renkli ince bir subendotelial tabakadan olusmustur. S6z konusu tabaka, longutidinal yonde
ince elastik aglardan zengindir. Bunlarin arasinda az miktarda kollajen lifler, fibrositler ve diiz
kas hiicreleri yer alirlar. Endotel hiicreleri 10-15 pm genisliginde 25-50 pm uzunlugundadir.
Hiicreler birbirlerine siki baglantilarla ve gap-junctionlarla baglanir ve bariyer olusturur. Bol
pinositotik vezikiilleri vardir. Endotel hiicrelerinde 0,1 pm ¢apinda ve 3 um uzunlugunda
Weibel-Palade Cisimcikleri (von Willebrand Faktorii) olarak bilinen membranla gevrili
elektron-dens cisimcikler vardir. Bunlar ¢ogu endotel hiicrelerince sentezlenirler ancak
sadece arterlerde depolanirlar. Kana verilen faktér VIII iceren yapilardir. Subendotelyal
tabaka kalindir. Ritmik kasilma ve gevsemelere yardimci olan lifler uzunlamasina dizilirler.
Diiz kas hiicreleri de bu tabakada yer alir. Hem kasilir hem de ekstraseliiler ara madde ve
fibrilleri sentezler. Tunica Media’ya yaklastik¢a elastik lif miktar1 artar. Media simirinda
yogunlagsan elastik lifler membrana elastica interna’yr olusturur, ancak mediaya

benzediginden ayirt etmek zordur.



Tunika Media: En genis tabakayi olusturur. Esas yapi, yasla birlikte sayisi artan

konsantrik yerlesimli 40-70 elastik lamellerden olugsmustur. Bu nedenle bu tip arterlere Elastik
tip arter ad1 verilir. Bag dokusunun elastik liflerini gosterebilmek icin elastik lif boyasi ile
boyanmis preparatlardan faydalanilir. Bu tip 6zel boya ile boyanmis preparatlarda elastik
lifler gerginliklerini kaybettiklerinden ondiile tarzinda bir goriiniis verirler. Bu elastik liflerin
sayilar1 kalbe yaklastik¢a artar. Tunika media’nin dis sinirinda membrana elastica eksterna
gorilmez. Elastik liflerin aralarimi kollajen lifler, bag dokusu elemanlar1 doldurur. Elastik
membranlar arasinda diz kas, retikiiler lifler, vaso vasorumlar ve kondroitin siilfat
(metakromazi +) bulunur. Laminalar arasinda pencere adi verilen agikliklar bulunur. Elastik
tip 6zel boyamada elastik lifler ve bag dokusu hiicrelerinin ¢ekirdekleri agik veya koyu siyah
renkte boyanirlar. Az sayidaki kollajen lifler ise pembe-kirmizi renkte, diger doku elemanlari

sar1 renkte bir gorliniim verirler.

Tunika Adventisya: Oldukga ince ve media kalinliginin yaklagik yarisi kadardir. Kesin

bir sinir yapmaksizin ¢evre bag dokusu ile karigir. Elastik, kollajen lifler, vaso vasorumlar ve

sinirleri igeren fibroelastik bag dokusudur.
1.1.2 Muskuler (Orta Boy-Dagiticr) Tip Arterler

Caplar 2,5-7mm arasinda olan, kan1 organlara dagitan ve en ¢ok goriilen arter tipidir.
Tunika mediadaki diiz kaslara bagl olarak kan akis1 lokal hormon ve norojenik uyarilarla
ayarlanabilir. Elastik arterlerden muskuler arterlere gecerken, elastik materyel azalir, diiz kas

artar. Cok belirgin membrana elastica interna ve eksternalar1 vardir.

Damarlarin genel histolojik yapisina uygun olarak, duvarlar1 3 tabakadan yapilmistir.

Liimenden disa dogru tabakalar agagidaki tarzda siralanir;

Tunika Intima: Elastik arterlere gore daha incedir fakat subendotelyal tabaka az sayida

diiz kas hiicresi bulunurken membrana elastica interna ¢ok belirgindir. Pencereli elastik
membran &zelligindedir. Bu ve mediadaki diiz kaslarin 6liim sonrasi kasilmasi nedeni ile
endotel ylizeyi kivrimli izlenir. Nadiren 2 membrana elastica interna bulunur (bifid internal
elastik lamina). Elastik arterlerde oldugu gibi endotel, internal elastik membranlar1 gegen
uzantilara sahiptir. Bu uzantilar intimaya yakin yerlesik mediadaki diiz kaslarla gap-
junctionlarla baglanir. Bu gap-junctionlarin endotel ve diiz kas hiicreleri ile metabolik olarak

¢ift olduklarina inanilir’.



Tunika Media: Baslica diiz kas hiicrelerinden olusur. Diiz kas hiicreleri i¢ organ

duvarindaki diiz kaslardan daha kiiciiktiir. Intimaya bakan yiizdeki birka¢ diiz kas banti
longitidiinal seyirlidir. Kii¢clik muskuler arterlerde 3-4 tabaka diiz kas varken biiyiik muskuler
arterlerde 40 tabaka konsantrik yerlesimli diiz kas tabakas1 bulunur. Damar dallandikga tabaka
sayist azalir. Her diiz kas hiicresi bazal laminaya benzer bir eksternal lamina ile gevrilidir.
Matriks, PAS+ reaksiyon gosterir. Proteoglikan tabiatindaki matrikste diiz kaslar arasinda
elastik, retikiiler lifler ve az miktarda kollajen, fibriller ve kondroitin siilfat yer alir. Diiz
kaslar, matriks ve liflerin liretilmesinde de fonksiyon goriirler. Kas hiicreleri arasinda vaso
vasorumlar yer alir. Birka¢ ince elastik tabakadan olusan belirgin bir membrana elastica
internalar1 vardir ancak i¢ elastik membrandan daha incedir. Tabakalar arasinda pencereler de

yer alir’,

Tunika Adventisya: Bag dokusu fibrilleri, fibroblastlar, yag hiicreleri, vaso vasorumlar,

lenfatik damarlar, miyelinsiz sinir sonlanmalar1 yer alir. Sinir sonlanmalarindan salinan
norotransmiterler dis elastik membranin pencerelerinden gecerek mediaya gelerek {istteki bazi
diiz kas hiicrelerini depolarize ederler. Uyar1 diger diiz kas hiicrelerine gap-junctionlarla
aktarilir. Vasomotor sinirler yer alir. Ara madde c¢ogunlukla dermatan siilfat ve heparan
stilfattan olusur. Kollajen ve elastik lifler, kesilen arterin biiziilmesini kolaylastiracak sekilde

longitidiinal seyirlidir3.
1.1.3 Kiiciik Caph Arterler ve Arterioller

Caplar1 100 mikrometreden az olan arterlerin tunika intimasi, endotel ve membrana
elastika interna’dan olusur. Bu membran endotel altinda ince parlak bir ¢izgi olarak gozlenir.
Tunika media kiigiik capl arterlerde en ¢ok sekiz sirali, arteriyollerde ise bir-iki sirali diiz kas
tabakasidir. Membrana elastika interna goériilmeyebilir. Tunika adventisya longitudinal seyirli
kollojen ve elastik lifler iceren gevsek bir bag dokusu tabakasidir. Membrana elastika eksterna
bulunmamaktadir. Cap1 genellikle 0,5 mm’den az, liimenlerinin ¢apr kadar duvar genisligi
olan arteriyoller, kapiller agdaki kan akimini kontrol eden 6nemli damarsal yapilardir. Diiz
kaslar1 kesintilidir. Arteriyolden kapillerin ayrildig1 yerde arteriyol duvarindaki diiz kaslarda
hafif bir kalinlagma, prekapiller sfinkteri olusturmaktadir. Bu sfinkterin kasilmas1 kapillere

kan gecisini engellemektedir.



Arterioller kapillerlere kan akisini diizenleyen terminal arteriyal damar yapilardir.
Endotel, tip III kollajen ve birkag¢ elastik lif iceren subendotelyal bag dokusu ile
desteklenmektedir. Biiyiik arteriyollerde ince ve pencereli internal elastik membran yer
alirken daha kiigiik ve terminal arteriyollerde bu yap1 bulunmamaktadir. Kiigiik arteriyollerde
tek kat diiz kas tabakasi bulunurken biiylik arteriyollerde 2-3 kat diiz kas tabakasi
bulunmaktadir. Adventisya tabakasi, az sayida fibroblast igeren ince bir fibroelastik bag
dokusudur®*,

Tunica
adventisya

tunica intima

intima
Endotel
Internal Elastik Lamina

2

Tunica media

Sekil 1. Damarin genel histolojik yapist ve HE ile boyanmis kesitin x20 mikroskobik

gorunimul.
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1.2 VASKULER ENDOTEL

Normal endotel tabakasi, biitiin damar diiz kaslarinda bulunan, damar duvarmi
kaplayan ince bir skuamoz epitel tabakasidir. Kan ve interstisyel dokular arasindaki stratejik
yerlesiminden dolay1 endotel tabakasinin intravaskiiler ve ekstravaskiiler olaylar1 diizenleyici
bir rolii vardir. Vaskiiler endotel hiicre zar1 gecirgenligini, lipid transportunu, vazomotor
tonusu, koagiilasyonu, fibrinolizisi ve inflamasyonu diizenleyerek normal kardiyovaskiiler
hemostazin korunmasinda aktif olarak rol almaktadir. Normal endotel tabakasi, kan akimina
karst hem tromborezistan yiizey gorevi goriirken hem de kan ve damar duvari arasinda
makromolekiiler bir bariyer gorevi goérmektedir. Tim bu nedenlerden dolayr endotel,
salgiladigi mediatorlerle vaskiiler tonusu, kan pihtilasmasini, hiicre proliferasyonunu,
inflamasyonu, damar gegcirgenligini diizenleyen ve viicudun her tarafina yayilmig bir organ

olarak kabul edilmektedir.

Endotel hiicreleri 10-15 pm? genisliginde, 20-25 pm uzunlugunda olup, uzamis
niikleus’lara sahip hiicrelerdir. Endotel, damar uzun ekseni boyunca bir bazal lamina {izerinde
yan yana dizilerek tek sira tabaka olusturan, poligonal hiicrelerden olugmaktadir. Yiizeyindeki
mikrovilllus ve kivrimlar sayesinde fonksiyonel yiizey alani artmaktadir. Endotel hiicreleri
birbirlerine siki baglant1 birimleri (tight junction) ve aralikli baglanti birimleri (gap junction)

olmak tizere iki tipte baglanti yapmaktad1r5'6.

Sik1 baglant1 birimleri intraselliiler aralik boyunca permabilite kontroliinii saglarken,
aralikli baglant1 birimleri hiicreler arasi etkilesmeyi gerceklestirmektedir. Bu baglantilar her
damarin islevine gore farkli oranda bulunmaktadir. Ornegin; arteriollerde kuvvetli baglantilar,
veniillerde ise daha gevsek baglantilar bulunmaktadir. Endotel hiicrelerinin birbirine aralikli
baglant1 birimleri ile baglandig1 yerlerde subendotel alana gegirgenlik fazladir. Siki baglanti
birimleri ile baglandig1 yerlerde ise gegirgenlik, endotel hiicre membrani tarafindan kontrol
edilmektedir. Endotel hiicrelerinin farkli vaskiiler yataklarda farkli 6zellikler géstermesi, bazi
islevsel birimlerin olusmasma neden olmaktadir. Ornegin; serebral damarlarda siki baglanti
birimleri kan beyin bariyerini olusturmaktadir. Bunun yan1 sira endotel hiicre katmani, kan ile

dokular arasinda segici bir bariyer olusturmaktadir™ .

Biiyilik arterleri, venleri, kapillerleri ve lenf yilizeyini doseyen endotel hiicrelerinde

onemli yapisal ve islevsel farkliliklar olmasina karsin temel fonksiyonlar1 benzerlik
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gostermektedir. Bu hiicrelerin vaskiiler limene ve media tabakasina bakan yiizeyleri de
birbirinden farklidir. Liimene bakan yiizeyi, ince bir proteoglikan (Dermatansiilfat,
Heparansiilfat, Heparin) tabaka olusturmaktadir. Endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen bu

proteoglikanlar, yiizeyin antitrombotik zelligini olusturmaktadir®.

Endotel tabakasinin altinda iyi gelismis endoplazmik retikuluma sahip diiz kas
hiicrelerinden olusan bir neointima’nin varligi saptanmigstir. Neointima’nin hiicreler arasi
bosluklarinin proteoglikan ve bazal lamina benzeri maddeler igerdigi gozlemlenmistir. F-aktin
icin yapilan boyama islemleri, intimal diiz kas hiicrelerinin media tabakasindaki sirkiiler diiz

kas hiicrelerine dik ve endotel hiicreleri ile ayn1 yonde uzandigini ortaya koymustur® 8.

Hiicresel iskelet, endotel hiicrelerinin bigimlerini korumada o6nemli rol oynamaktadir.
Ultrastriiktiirel incelemeler endotel hiicre iskeletinin; gerilim lifleri, mikrotiibiiller ve ara
filamentler olmak {iizere ii¢ farkli tipte sitoplazmik liflerden olustugunu goéstermektedir.
Biitiin bu lifler hiicreye bi¢im veren dinamik bir ¢atiyr olugturmakla beraber hiicrenin ii¢
boyutlu yapisinda hizli degismelere de olanak vermektedir. Endotel tabakasini olusturan
hiicrelerin yapis1 ve dis etkilere kars1 diizen degistirme yetenegi, onun endotel biitlinliigliniin

devam ettirilmesinde kritik ve énemli gérevlere sahip oldugunu gostermektedir®®.
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Sekil 2. Damar endotelyum hiicre iskeleti.

1.2.1 Endotelyum Hiicre Fonksiyonlari

Endotel hiicrelerinin, salgiladiklari medyatorler ile koagiilasyonu, fibrinolizisi ve
damar tonusunu, dolayisiyla kan akist ile birlikte kan basincini etkileyerek cesitli fizyolojik ve
patolojik olaylarda rol oynayan aktif hiicreler oldugu bilinmektedir'*. Endotel hiicre

fonksiyonlar1 Tablo 1°deki gibi 6zetlenebilir®.

Eskiden sanildigi gibi endotelyum’un, dokularla kan arasinda bulunan basit bir bariyer
degil, tam aksine sentezledigi ve salgiladigi mediyatorlerle vaskiiler hemostaziste ¢ok onemli

rol oynayan ve viicudun her tarafina yayilmis bir organ niteliginde oldugu artik bilinmektedir.

Gaz gecirgenligi oldukg¢a fazla olan endotel tabakasinin sivi gegirgenligi ise oldukga
azdir. Fizyolojik kosullarda solunum gazlarn, su, glikoz, yag asitleri, aminoasitler ve
aterojenik olmayan Kkiiciik lipoprotein molekiilleri arter endotelinden gegebilirken
makromolekiiller, intraselliiler tasiyici vezikiiller ile gecebilmektedir. Bunun i¢in endotel

membraninda transendotelyal kanallar bulunmaktadir.
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Tablo 1. Endotel hiicre fonksiyonlari.

- Kontrol edilemeyen makromolekiil yapida protein ve lipoproteinlerin ¢evre dokuya
infiltrasyonuna kars1 segici bariyer gérevi gormesi,

- Dolasimda bulunan lipoproteinlerin metabolizmasina katilarak, subendotelyal bolgeye
gececek olan lipoproteinlerin tipine karar vermesi,

- Trombosit agregasyonu ve trombolizisin énlenmesi,

- Gevsetici ve kastirict maddeler salarak vaskiiler tonusun diizenlenmesine katkida
bulunmak,

- Immiinkompetan hiicrelerle birlikte savunma mekanizmalarina katilmak.

Endotel hiicresi bulundugu yere gore degisik yapi1 ve etki ile hemostaz, vazoaktivite,
immun etkilesim ve iltihabi olaylarda gorev almaktadir. Bu gorevleri ile ilgili ¢ok sayida
medyator salgilamakta ve sentezlemekte, adeta ¢ok fonksiyonlu bir salgi hiicresi olarak is
yapmaktadir. Endotel hiicresi, salgiladigini bildigimiz bir¢cok biyoaktif madde ile vaskiiler
tonus, hiicre proliferasyonu, kan pihtilasmasi, inflamasyon ve damar gecirgenligini

diizenlemektedir 1223,

1.2.2 Endotel Hiicre Hasarina Damar Yanmti

Endotel hiicreleri vaskiiler tonusu kontrol eden pek c¢ok vazoaktif madde
salgilamaktadir. Bu hiicreler, gerek liimen i¢i basing ve siirtiinmedeki degisikliklerden,
gerekse kanm sekilli elemanlarindan kaynaklanan uyarilar ile vazokonstriiksiyon veya
vasodilatasyon seklinde dengeli bir cevabi saglam endotel tabakasinda olustururken
aterosklerotik bir damarda, bir dizi fizyopatalojik olaymn gelismesine yol agmaktadir. Arter
duvarinda iki tip hasar meydana gelmektedir; birincisi mekanik hasar’dir. Arterin
diseksiyonu, siitiirasyonu, endarterektomisi, trombektomisi ve luminal anjioplastisi sonrasi
meydana gelmektedir. Ikicisi ise arteriyel olmayan yapilarin implantasyonu sonrasi

goriilmektedir (Sentetik greftler, stentler, otolog ven greftleri gibi)*.

Her arteriyel rekonstriiksiyon islemi endotel hasarina neden olmaktadir. Bu hasarin en
yaygin nedeni greftin ¢ikarilma islemi ve anastomoz sirasinda ¢esitli derecede travmatize
olmasidir. Endotel hasarina intima’nin yaniti subendotelyal fibroproliferasyon ve neointima

olusmasi seklindedir. Bu intimal neoplastik yanit travma sonrast damar onariminin bir pargast
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olmakla beraber, bazi durumlarda gereginden siddetli olabilmektedir. Asir1 neointima
proliferasyonu, endotel’in antikoagiilan 6zelliginde bozulma ve liimende daralma sonucu kan

akiminda azalma ve bazi olgularda tromboz gelismesine sebep olabilmektedir'*.

Arteriyel hasara intimal yanit ii¢ asamada gerceklesmektedir. Ilk 24 saat icindeki
etkilesim, mediada diiz kas hiicre proliferasyonu seklindedir. Endotel hasari ile birlikte
trombositler damar duvarina yapismakta ve giderek cogalmaktadir. Damar duvarina yapisan
etkin trombositlerden biiylime faktorleri gibi mitojenler salgilanmakta, bu da diz kas
hiicrelerinin intima tabakasma migrasyonuna neden olmaktadir. ikinci asama ise 3. giinde
baglamakta ve 14. giinde sonlanmaktadir Bu donemde neointima sekillenmektedir.
Neointima’nin olusmasi ile birlikte 3. asamada diiz kas hiicreleri, hizla liimeni daraltacak bir

tabaka olusumuna sebep olmaktadir™°,

Endotel bariyerinin kalkmasi sonucu biiylime faktorlerinin diiz kas hiicrelerine
ulasmasiin dniindeki engel kalkmaktadir. Ote yandan endotel hiicrelerinin diiz kas hiicreleri
tizerindeki proliferasyonu inhibe edici etkisi ortadan kaybolmaktadir. Sonugta diiz kas
hiicreleri, endotel tabakasinin olmadigi bolgeye go¢ etmekte ve neointima tabakasi icerisinde

cogalmaya devam etmektedir.

Media tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve intimaya migrasyonu iki
farkli biiytime faktorii tarafindan tetiklenmektedir. Bunlar, temel fibroblast biiyiime faktorii
(basic fibroblast growth factor; bFGF) ve trombosit kaynakli biliylime faktorii (platelet
derivated growth factor; PDGF)’diir. bFGF, hasara ugramis diiz kas hiicrelerinden ve endotel
hiicrelerinden salgilanarak diiz kas hiicre proliferasyonunu diizenlemektedir. PDGF ise
trombosit ve vaskiiler hiicrelerden salgilanmakta ve diiz kas hiicre proliferasyonu ile birlikte

bu hiicrelerin migrasyonunu saglamaktadlrls.

Diiz kas hiicrelerinin prolifersyonu, damar duvarinda ve dolasimda bulunan bir grup
otokrin ve parakrin faktorler ile birlikte basing gibi fiziksel kuvvetler tetiklemektedir. Normal
yapidaki bir damarda Nitrik oksit ve Adenozin, gibi biiyiimeyi baskilyan ajanlar ile PDGF,
FGF, insiilin benzeri biiyiime faktorii, TGF-beta, anjiotensin Il ve endotelin gibi biiyiime
faktorleri bir denge igerisinde bulunmaktadir. Bu dengenin bozulmasi diiz kas hiicre

proliferasyonuna neden olmaktadir. Diiz kas hiicrelerindeki be anormal proliferasyonun,
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biiylime faktorlerinin iretimindeki artis veya inhibitorlerin azalmasi sonucunda meydana

geldigi disiiniilmektedir'’.

Intima’ya ulasan hiicre sayis1, hasar sonras1 media tabakasinda sag kalan hiicre sayis ile
iliskilidir. Normalde hiicreler, arteriel ekstraseliiler matriks ile siki iliski halindedir. Bu siki
iliski integrin’ler gibi hiicresel membran reseptorleri ile saglanmaktadir. Bu temas, hiicre
reseptorlerinden nukleus’a sinyal iletimi ile hiicrenin sag kalimini saglamaktadir. Hiicre kayb1
sonucu temas kaybolunca sinyal iletimi durmakta ve hiicre 6liimii gergeklesmektedir. Bu olay
sonunda biiylime faktorleri intimal kalinlagsmayir uyarmaktadir. Endotel’de olusan hasar
bolgesi 3 cm’den uzun ise hasara ugramamis komsu kenarlarda baslayan endotel ¢ogalmasi
hicbir zaman hasarli arteriel segmentin orta bolgesine ulasamamaktadir. Bu alanda diiz kas
hiicre proliferasyonu devam etmektedir. Bu bulgular gostermektedir ki; endotel’in tekrar

saglanmasi ve korunmasi, intimal hiperplazi’nin kontroliinde 6nemli bir adimdir'’.

Kronik endotel hasarlarinda endotel hasari, 6zellikle damarlarin dallanma bolgelerinde
gerceklesmektedir. Dallanma yerlerinde ya da hemen 6tesinde olusan mekanik stres, endotel
ve damar diiz kas davraniglarini belirleyen en 6nemli uyaranlardir. Kanin damar duvarina
uyguladig1 basing ve shear stres tetikleyici karakter tasimaktadir. Shear stres, ateroskleroz
olusumuna yol agmasi yaninda endotel’de Prostasiklin ve Nitrik oksit (NO) tiikketimini de

azaltmaktadir.

1.2.3 Balon Hasarina Arteriyel Cevap

Insanlarda balon hasar1 sonras: endotel ile iliskili patofizyolojik cevaplarin incelenmesi
otopsi uygulamalar1 disinda miimkiin olmadig1 i¢in in vivo aragtirmalarin hepsi hayvan
modellerinde yapilmaktadir. Vaskiiler duvarin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin
stirdiiriilmesinde diiz kas hiicreleri ile birlikte endotel hiicrelerin biitinligii kritik rol
oynamaktadir. Hasar sonrast gelisen histopatalojik olaylar incelendiginde 3 evre
goriilmektedir: inisial (hasar-24 saat), migratuar (3-7 giin) ve proliferatif (7 giin-3, 4 hafta).
Balon kateterizasyonu ile olusturulan arteriyel hasarlanma, muskiiler arterlerin intima
tabakasinda trombosit adezyonunu ve progresif diiz kas hiicre proliferasyonunu
uyarmaktadir'®. Vaskiiler yiizey deendotelize edildiginde bir dizi olay birbirini takip
etmektedir. Deendotelize edilmis bolgeler hemen trombosit kiimesi ile kaplanmakta, olusan
trombiisler rezorbe olmakta ve inflamatuar hiicreler tarafindan erken doénemde infiltre

olmaktadir. Trombositler, daha sonraki giinler icerisinde damar liimenine dogru ilerleyen
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rejenere endotelyum ile yer degistirmektedir. Ayn1 zamanda media iginde yer alan diiz kas
hiicreleri prolifere olmaya baslamaktadir. Bu olaylar trombosit kaynakli faktorlere degil,
direkt olarak endotelin deendotelizasyonuna bagli olarak gergeklesmektedir. Bu hiicreler, bir
yandan intima’ya go¢ etmekte ve proliferasyona devam ectmekteyken diger yandan biiyiik

miktarlarda ekstraselliiler matriks sentezleyip sekrete etmektedir*®*?

. Bu siirecte neointima 2-
3 hafta i¢inde hasarli bolgeyi kaplamaktadir. More ve ark’lari yaptiklar bir ¢aligmada,
tavsanlarda balon ile olusan hasardan 3 giin sonra reendotelizasyonun basladigini ve 14.
giinde bu siirecin tamamlanarak olagan dis1 intimal kalinlasma olustugunu rapor etmistir.
Ekstraselliiler matriks birikimine bagl olarak 1. ay sonunda intimal kalinlasmanin maksimum
seviyeye ulastigi ve 3 ay i¢inde azalma oldugu tespit edilmistir®. Vaskiiler hasara cevap
olarak endotel tabakasi iki 6nemli noktada hayati rol oynamaktadir: (1) endotelin ortadan
kalkmas1 mitojenik cevabin olusmasina sebep olmakta, (2) normal endotel tabakasinin tekrar

olusmasi daha ileri proliferasyonu inhibe etmektedir.
1.2.4 Arteriyel Akima Ven Duvar1 Adaptasyonu

Arteriel sisteme rekonstriikkte edilen tiim venlerde, implantasyon sonrasi 4-6 hafta
icinde intimal hiperplazi goriilmekte ve limen yaklasik %25 oraninda daralmaktadir. Bu
durum, nadiren belirgin darliga neden olurken ileri donemlerde, venoz greftte ateroma
olusmasina neden olmaktadir. Vendz bypass operasyonlarinda intimal hiperplazi’nin esas
nedeni hemodinamik strestir. Greftin, shear stres ve basing degisimine bagl olarak vendz
yapidan arteriyel yapiya doniisiimiinde (arteriyelizasyon), adaptasyon mekanizmasina bagli
olarak intimal hiperplazi gelismektedir. Basing ve shear stres parametrelerinde, tekrar venoz
ozelliklere doniisiin  olmasi durumunda vendz greftteki degisikliklerin geri dondigi

gosterilmistir. Bu redomelling sirasinda TGF-a salinimi artmaktadir®’,

Venoz greftle yapilan bypass operasyonlarindan hemen sonra venoz greft endotel’ine
(¢ogunlukla anastomoz hattinda ve venoz greft endotel tabakasimin mekanik hasara ugradigi
bolgelerde) trombosit ve 18kositlerin yapismasiyla mikrotrombiisler olusmaktadir. iki hafta
icinde ven greftlerindeki ve anastomoz hattindaki endotel tabakasinin dokiildigii yerler
tamamen reendotelizasyonla yenilenmektedir. Bu donemde diiz kas hiicrelerinin uyarilmasi
ile intimal kalinlasma baslamakta ve 4. haftada en yiiksek diizeye ulasmaktadir. Ilk 4 haftadan
sonra diiz kas hiicre proliferasyonu durmakta ve ekstraselliiler matriks iiretimi ile birlikte

intima tabakasinda birikimi artmaya baglamaktadir. Onikinci haftada duvar kalinlig1 en fazla
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olmaktadir. Intima hiicrelerinin proliferasyonu, ven liimeninin arter liimenine uygun hale

geldigi dénemde durmaktadir®.
1.2.5 Sentetik Greftlerde intimal Hiperplazi

60 mm porlar1 olan pordz sentetik protezlerin (PTFE v.b) luminal yiizlerinde intimal
kalinlasma gozlenmektedir. Damar duvarini yatay olarak etkileyen shear stres, arteriyel
akima pordz protezlerin adaptasyonunda belirleyici rol oynamaktadir. Intimal hiperplazi
gelistigi zaman grefte uygulanan shear stres’in arttirilmasi durumunda intimal hiperplazi’nin
oldugu doku kalinlig azalmaktadir®. Artmus shear strese yanit olarak endotel hiicreleri
artmig diizeyde NO sentezlemektedir. Nitrik oksit akut damar dilatasyonundan sorumludur.
Diiz kas hiicresi 6liimiinii indiiklemekte ve MMP (Matriksmetalloproteinaz) gibi proteolitik
enzimleri aktive etmektedir. Sonug¢ olarak intimal kitle, diiz kas hiicrelerinin ortadan

kalkmasi ve ekstraselliiler matriksin lizise ugramasi nedeniyle azalmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda prostetik greft kullanilan olgularda, otolog ven kullanilanlara gore
intimal hiperplazi gelisme orani daha yiiksek bulunmustur. Arter duvarinin ve kullanilan
greftin mekanik o6zellikleri arasindaki farkin, anastomozdaki intimal hiperplaziyi artirdigi
diisiiniilmektedir. Intimal kalinlasma en sik siitiir hattinda ve ayrilma yiizeyinde meydana
gelmektedir. Bunun nedeni olarak laminar akimin bu bdlgede duraganlasmasi ve bu bolgenin
hiperkomplians alan1 olusturdugu gosterilmistir. Anastomoz modellerinde egzersizi stimiile
etmek icin akim oranlari ve pulsatil frekanslar artirllmistir. Bu sayede intimal hiperplazi

olusum oraninin azaldig gésterilmistir22'23.

1.2.6 1intimal Hiperplazi Etiyolojisi

Intimal hiperplazinin gelisimi igin 2 teori vardir; Hasara yami teorisi ve Reaktif-

adaptif remodeling teorisi.

Kan akiminda veya kan basincindaki degisikliklere arterlerin adaptif cevaplari;

genisleme, arter duvarmin yapisal ve kompozisyon degisiklikleri seklinde olmaktadir.

Duvar shear stress: Endotelyal ylizeye shear stress kan akimi ile direkt, limen ¢apinin {igiincii

kuvveti ile ters orantilidir [Shear stress (Tw) = viskozite X akim / ¢ap®]. Boylelikle
goriilmektedir ki; captaki kii¢iik azalmalar ile duvar shear stresinde biiyiik artiglar

goriilmektedir. Shear stres’deki artis ile endotel’den akut cevap olarak nitrik oksit salgilanir.
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Shear stresin normal degeri 15 dyne/cm?dir. Kan akimindaki artisin neden oldugu Tw artisina
engel olmak icin damar cap1 artar. Deneysel AV fistiillerde; kan akim1 10 kat artarken, shear
stres 3 kat artmakta ve adaptif cevap olarak 24 saat igerisinde damar ¢ap1 genislemektedir.
Dordiincii haftanin sonunda damardaki genisleme iki katina ulasmakta ve boylece shear stres
normale donmektedir. Buna karsilik; kan akimi ve shear stres’te kronik azalmaya cevap
olarak da limen g¢ap1 azalmakta ve Tw degeri normale donmektedir. Damar capindaki bu
azalma intimal hiperplazi ile olmaktadir. Intimal hiperplazi’yi etkinlestiren faktorler Tablo

2’de goriilmektedir.

Tablo 2. Intimal hiperplazi’yi etkinlestiren faktorler.
- Tw degerinde azalma,
- Akimin dallanmasi,

- Ossilasyon (kardiak dp/dt, nabiz basinci).

Duvar tensile stress: Damar duvar kalinlasmasi duvar tensile stres (TS) ile ters orantilidir.

Duvar tensile stres ise kan basinci ve ¢ap ile direkt orantilidir [Ts= P X r / d (duvar kalinlig1)].
Arteriyel kan basincindaki artis Ts degerinde artisa sebep olmaktadir. Adaptif cevap olarak
(Ts’nin artmasi sonucu) duvar kalinliginda artis ortaya ¢ikmakta ve damar duvarinin yapi ve
kompozisyonunda degisiklikler gozlenmektedir. Basincin degismesi sonucu Ts degerinde
olusacak degisikliklerin, adaptasyon olarak olusan duvar kalinlasmasindaki degisiklige en i1yi
ornek; postpartum pulmoner ve aort degisiklikleridir. Dogumdan sonra aort basinci yiikselir
ve aort duvari kalinlagir. Pulmoner basing diiser ve pulmoner arter duvar capi degisiklige
ugramadan ince kalir. Arteriyel yataga konan ven greftlerde de; hem basing artisina cevap
olarak tensile stress arttigindan duvar kalinlig1 artmakta, hem de shear stresin diigmesine
(¢linkii safen ¢ap1 artere gore biiyiiktiir) ikincilcevap olarak c¢ap azalmaktadir. Bu iKi

mekanizma da intimal hiperplazi’yi baslatmaktadir. Sonug olarak; arterlerin adaptif cevaplari:
e Liimen ¢apinin shear stres regililasyonu.
- Shear stres azalir ise intimal hiperplazi,
- Shear stres artar ise dilatasyon olur.

e Tensile stres regiilasyonu.
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Basing artig1 (ven greftin arteriyel yataga konmasi) ve liimen ¢api artigi (kiigiik artere

biiyiik ven) durumlarinda intimal hiperplazi olur®?®,

Intimal hiperplazi’nin gelismesindeki adaptif mekanizmanin amaglari;
1. Shear stresi artirmak (Tw = akim / wt, akim1 arttirmali)
2. Duvar tensile stresi azaltmak (Ts =P x r/ WT, basinci ve greft capini azaltmalr).

Sonug olarak; arteriyel sisteme konan venoz greftlerde akimin iyi, ¢apin ise arter ¢apina

yakin olmasi gerekmektedir.

Intimal hiperplastik cevap: Kan ve damar duvarinin etkilesiminde endotel tabakast ile birlikte

arter duvari, homeostazin saglanmasinda potansiyel diizenleyici olarak gorev yapmaktadir.
Endotel’den; vaskiiler tonusu, antikoagiilasyonu ve inflamatuar cevabi diizenleyen faktorler
salgilanmaktadir. Endotelyal hiicreler; diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu, biiyiimesi,
migrasyonu ve oliimiinii kontrol eden faktorler salgilamakla birlikte ayni zamanda intima ve
ekstraselliiler matriks’in kontroliinii de yapmaktadir. Intimal kalinlasmay1 olusturan etmenler
diiz kas hiicreleri ve ekstraselliiler matriks (kollajen, elastin, proteoglikan)’tir. Intrauterin kan
damarlarinin olusumunda diiz kas hiicrelerinin olusumu ve organizasyonunu endotel
tabakasiin olugmasi takip etmektedir. Eger endotel olusumu engellenirse damar gelisimi de

olmamaktadir.

Endotel hiicrelerinin voklugunda damar duvari adaptasyonu: Hasardan sonra trombositler

hasarli bolgeye yapigmakta ve graniil igeriklerini salgilamaktadir. Yirmidort saat sonra media
tabakasindaki diiz kas hiicrelerinde proliferasyon baslamaktadir. Diiz kas hiicre sayisindaki
artis giinde, normalde %0.06 oranindan %210-30’a g¢ikmaktadir. Dort giin sonra media
tabakasindan intimaya go¢ baslar. Bazi hiicrelerin proliferasyon intima’ya geldikten sonra da
devam eder. Ekstraselliiler matriks’te (kollajen, elastin, proteoglikan) artis baslar ve 3 ay
sonumda intima tabakasinin %20’si hiicrelerden, %80°1 ise ekstraselliiler matriks’ten olusur.
Intimal hiperplazi’nin endotel ile ortiilmesi diiz kas hiicrelerindeki proliferasyonu inhibe eder.
Eger hasarli bolge 3 cm’den fazla ise; tiimiiyle neointima gelisemeyecegi i¢in hasarin santral
bolgesinde diiz kas hiicreleri kanla direkt olarak temas eder ve diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu uyarilir. intimal hiperplazi’nin ilk basamag diiz kas hiicre proliferasyonu iken

ikinci basamagi, ¢ogalan bu diiz kas hiicrelerinin migrasyonudur. Bu basamaklar1 uyaran

20



faktorler; fibroblast biliylime faktorii (FGF) (hasarli endotel’den ve diiz kas hiicrelerinden
salgilanir ve esas olarak diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu saglar), platelet kaynakli
bliylime faktor (PDGF) (trombosit a graniillerinden ve endotel’den salgilanir), PDGF-BB
(diiz kas hiicresi migrasyonu) ve PDGF-AA (diiz kas hiicre proliferasyonu)’dir. Transforming
biiyiime faktor (TGF) ve angiotensin-11, migrasyona etkisi olan mediatorlerdir. Proteazlarin da
proliferasyon ve migrasyon iizerine etkisi bulunmaktadir. iki tip proteaz bildirilmis olup
Plasminojen aktivatorii olan doku plazminojen aktivator (tPA) ve firokinaz, diiz kas
hiicrelerini prolifere ederken, PDGF ve FGF de plasminojen aktivatorlerini etkinlestirerek
intimal kalinlagmay1 artirirlar. tPA tiretimindeki azalma intimal kalinlasmay geriletmektedir.
Metalloproteinazlar ise diiz kas hiiclerininin migrasyonunu artirmaktadir. Boylece proteolitik
ve antiproteolitik dengenin endotel tarafindan kontroliiniin intimal hiperplazi’de énemli rol
oynadigi goriilmektedir. Insiilin benzeri biiyiime faktér (IGF) ve TGF de diiz kas hiicre
migrasyona etkilidir. T lenfositlerinden salgilanan interferon-y ise proliferasyonu inhibe
etmektedir. Endotel rejenerasyonu da proliferasyonu inhibe etmektedir. Endotel hiicreleri,
biiylime faktorlerinin diiz kaslara ulasimina karsi bariyer olusturmaktadir. Endotel, ayrica diiz
kas hiicre proliferasyonunu inhibe eden maddeleri (heparan sulfat, NO vs. gibi) sentez ederek

salgilamaktadir.

Endotel hiicrelerinin varhginda damar duvari adaptasyonu: Vendz greftlerin kullanildig:

bypass operasyonlarinda intimal hiperplazi’nin esas nedeni hemodinamik stres’tir. Greftin
arteriyalizasyonunda adaptasyon mekanizmasi ile intimal kalinlasma gelismektedir. Ven
greftleri maruziyet agisindan tekrar vendz parametrelere donerse olusan degisikliklerde
gerileme meydana gelmektedir. Venoz greftlerin kullanildigi bypass operasyonlarindan
hemen sonra endotel tabakasina (¢ogunlukla anastomoz hattinda ve greft olarak kullanilan ven
endotelinin mekanik hasara ugradigi bolgelerde) trombositler ve 16kositlerin yapismasiyla
mikrotrombiisler olusmaktadir. ki hafta icerisinde vendz greftlerdeki ve anastomoz hattindaki
endotelin dokiildiigii bolgeler tamamen tekrar endotelizasyon ile yenilenmektedir. Bu
dénemde diiz kas hiicrelerinin uyarilmasi ile intimal kalinlasma da baslamakta ve 4 haftada en
yiiksek diizeye ulasmaktadir. Dordiincii haftadan sonra diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu
durmakta ve ekstraselliiler matriks miktar1 artmaya baglamaktadir. Onikinci haftada duvar
kalinlig1 en fazla olur ve intimal diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu, venoz greft limeninin

arter liimenine uygun hale geldigi donemde durur.
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Diger taraftan intimal hiperplazi’yi kompanse eden hemodinamik faktérler ise:

e Damar tensile stres (tanjansiyal stres); arter duvarina transvers gelen basing ytikii

e Damar shear stres; arter duvarina longitudinal gelen strestir.

Tanjansiyal (tensile) stres; damarin ¢evresinde artisa neden olan basing yiliklenmesidir. Bu

stres’i olusturan komponentler: [Basing x ¢ap / duvar kalinligi]’dir. Tanjansiyal (tensile) stresi
azaltmaya yonelik vaskiiler adaptasyon, damar duvar kalinliginin artmasidir; yani intimal
hiperplazi’dir. Tanjansiyal stresi azaltmak i¢in vendz yapidaki greftler eksternal olarak rijid
sentetik greftlerle desteklenirse intimal hiperplastik cevap azalir. Shear stres’i olusturan
komponentler: [Akim x vizkozite / ¢ap]’tir. Kan akiminin artmasi shear stressi artirirmakta,
duvar kalinligini ise azaltmaktadir. Shear stresin azalmasi (¢apin artmasi ve akimin azalmasi
gibi genis capli safenin run-off’u iyi olmayan arter yataga konmasi) intimal kalinlagmay1
uyarmaktadir. Shear stresteki artis, endotel tabakasinda NO sentaz enziminin uyarilmasi ile
arter duvarinda siklik guanosine monofosfati (cGMP) arttrarak NO olusumunu arttirmaktadir.

Sonug olarak NO’nun artmast ile Tablo 3’te verilen olaylar gelisir22'23.

Tablo 3. Nitrik oksit’in artisi ile gelisen olaylar.
e Intimal kalmlasma azalir,
e Intimadaki hiicre sayis1 azalir,
e Diiz kas hiicre proliferasyonu inhibe olur,
e Hiicre 6liimiine yol agar,
e Endotel hiicrelerindeki adezyon molekiillerinin salinmasi
ve inflamasyon azalir,

e Fibroblastlardan kollajen salinimi azalir.

Venoz greftteki endotel tabakasi asla arter endoteli gibi fonksiyon gérmez. Bu endotelin
prostasiklin, EDRF ve NO salinimi daha az iken TxA2 iiretimi daha ¢oktur. PTFE protezler 3
hafta i¢inde tamamen endotelize olur®*?®, Sonug olarak neointimal hiperplazi’yi énlemede
kullanilan farmakolojik yaklasimlari yukaridaki bilgiler 1s18inda Tablo 4’te siralanan temel

mekanizmalar lizerinden 6zetleyebiliri222'23:
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Tablo 4. intimal hiperplazi’yi &nlemede

yaklasimin etkiledigi temel mekanizmalar.

Reaktif oksijen iiriinleri

Nitrik oksit ve prostasiklin
Endotelin

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii
Angiotensin

Matriks metallaproteinazlar
Kalsiyum

G proteinleri

Mitojen aktive eden proteinkinazlar

farmakolojik
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1.3  N-ASETILSISTEIN

N-Asetilsistein (NAC), Sekil 1°de goriildiigii tizere bir aminoasit olan Sistein’in N-
Asetil tiirevidir. NAC siilfidril grubu igeren bir molekiildiir. Oral alim sonras1 %97 oraninda
hizla emilir. Karaciger ve barsaklarda ileri derecede ilk gecis elminasyonuna ugrar.
Deasetillenerek protein peptid zinciri yapilarina katilir ve bir dizi NAC metaboliti olusur. Oral
alman NAC’m yalnizca az miktar1 degismeden plazma ve dokulara ulasir. Plazma tepe
degerlerine oral dozdan sonra 1 saatten dnce ulasilir. Yarilanma omrii yaklasik 2 saattir. Oral
dozdan yaklasik 12 saat sonra plazmada tespit edilemez. Alinan dozun %13-38’1 24 saat

i¢erisinde idrarla atilir®,

Sekil 3. N-Asetilsistein’in molekiiler yapisi.

Akciger hastaliklarinda bronsial sekresyonlarin viskositesini arttirmak amaciyla

22 N-Asetilsistein akciger sekresyonu kivamum azaltir,

mukolitik ajan olarak kullanilir
miktarin1 arttirir ve ekspektorasyonu saglar. Bronsial mukusun %95°den fazlasi sudan
olugsmakla beraber mukusa fiziksel karakteristigini, icerdigi glikoprotein verir. Bu
glukoprotein’lerin her biri birbirlerine siilfid baglariyla baglidir ve viskoziteyi olusturur. N-
Asetilsistein bu siilfid baglarini kopardigi i¢in mukusun viskozitesinde hizli bir azalmaya ve
polimerizasyonuna neden olur. Brons mukozasi irritasyonu ve mukosiliyer temizlemeyi
uyaran etkileri nedeniyle bronkospazma neden olabilir. Bu nedenle astimda kullanimi

onerilmez?’.

N-Asetilsistein’in etkisi konsantrasyonuna ve pH degerine bagimlidir. %5’in altindaki

konsantrasyonlarda su ve tuzdan ¢ok daha az etkili oldugu gosterilmistir. pH bagimliligr ilk
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uygulamada onemlidir fakat 1 saat icinde pH 5-8 arasindaki etkinliginde biiyiik bir fark
saptanmamustir. Genel diisiince yiiksek pH degerlerinin daha etkili oldugu yoniindedir. NAC
gorliniise gore normal konsantrasyonlarda akciger yiizey aktivitesine veya sekretuar bezlere

etkili degildir .

NAC’in bir glutatyon substitisyonu (yedegi) gibi davrandigina inanilir ve toksik
Asetaminofen metaboliti ile direkt baglanir. Harrison ve ark’larimin yaptigi bir ¢alismada
NAC’mm oksijenizasyonu arttirdigi saptanmistir. Bu da, Asetaminofen tarafindan olusan

fulminant hepatik yetmezlikteki hastalardaki yararini agiklar niteliktedir®.

N-Asetilsistein, Glutatyon (GSH) seviyelerini karacigerde, plazmada ve oOzellikle
brosioalveolar sivida arttir. N-Asetilsistein’in patogenezinde GSH azalmasi olan farkli bir seri

hastaliklar i¢in bagimsiz tedavi sekli olabilecegi timit ediliy0r30.

N-Asetilsistein’in 6nemli sitoprotektif etkilere sahip oldugu diistiniilmektedir. Sepsis,
travma, yanik, pankreatit, hepatik yetmezlik, hemoraji ve akut miyokardiyal infarktiisii
takiben doku reperfiizyonu ile ilgili hiicresel hasarlarda endojen antioksidanlarin (Glutatyon
gibi) tiikenmesi Ve etkilenmesi ¢ok sayida serbest radikalin olusmasina aracilik etmis olabilir.
N-Asetilsistein bir serbest oksidan radikal siipiiriictisiidiir. Ayrica NAC ek antioksidan
savunma teorisinde ve tiikkenen intraselliller Glutatyon’u yerin koyma yeteneginde bir

Glutatyon prekﬁrsérﬁdﬁral'“.

Nefropati olusturulmus modeller iizerinde yapilan ¢aligmalarda NAC’in bu etkiyi

onlemede basarili oldugunu destekleyen calismalar meveuttur*??’.
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2 MATERYAL VE METOD
2.1  CALISMA PLANI

Randomize, kontrollii, deneysel bir arastirma olan c¢alismamiza; Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan 18/2009 protokol
numarast ile 5/6/2009 tarihinde izin alindiktan sonra baslanmis ve ¢alisma Dokuz Eyliil

Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda gerceklestirilmistir.

Calismamizda randomize olarak secilen, ortalama 2-3 kg agirliginda 14 adet Yeni
Zelanda tipi erkek tavsan kullanildi. Calisma siiresi boyunca tiim denekler ayni1 ortamda
(20+£2C° sicaklikta, havalandirma tertibati olan ve giines 15181 alabilen bir oda) bakildilar ve
tavsan yemi ile beslendiler. Tavsanlara preoperatif kulak arkasinda bulunan marginal venden
braniil takildi (Sekil 2). Deney oncesinde tavsanlara anestezi olarak 50 mg/kg intramuskuler
Ketamin (Ketalar, Pfizer, Tiirkiye) ve 5 mg/kg intramuskuler Ksilazin (Alfazyne, Alfasan,
Hollanda) uygulandi. Cerrahi sirasinda daha iyi goriis saglamak amaciyla deneklerin insizyon
yapilacak bolgeleri tiras edildi ve batikonla dezenfeksiyon saglandi. Calismadaki tiim
anastomozlar ayni arastirmaci tarafindan yapildi. Biitiin deneklerin anastomoz i¢in sag taraf
karotis arteri, kontrol i¢in ise sol taraf karotis arteri kullanildi. Sterilizasyon saglanarak uygun
pozisyon verildi ve tim grup tavsanlara sag vertikal boyun insizyonu yapilarak karotid arter
eksplore edildi (Sekil 3). 100 1U/kg dozda IV Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat, Tiirkiye)
uygulandi. Karotid arter proksimal ve distalinden buldog klemple klemplendikten sonra
transekte edildi (Sekil 4). Daha sonra 8/0 polipropilen siitiir ile tek tek dikilerek anastomoz
tamamland1 (Sekil 5) ve sonrasinda dokular anatomik planda kapatildi (Sekil 6). Islem
esnasinda 3,5 Kkat biiyiitmeli loupe kullanildi.
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Sekil 4. Preoperatif intravenz damar yolu agilmasi. Bunun i¢in tavsanin kulak marginal veni

kullanilmastir.

'

Sekil 5. Sag vertikal boyun insizyonu ile karotid arterin eksplorasyonu.
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Sekil 6. Karotid arterin klempaji ve transeksiyonu. Karotid arter proksimal ve distal ugtan

buldog klemp ile klemplendikten sonra tam kat transekte edilmistir.

Sekil 7. Transekte edilen karotid arterin ug¢-uca anastomozu. Bunun i¢in 8/0 prolen

kullanilmis ve siitiirler tek tek atilmistir.
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Sekil 8. Islemin sonlandirilmasi ve katlarin anatomik olarak kapatilmasi.

Arastirmada tavsanlar 2 gruba ayrildi. Grup 1’deki tavsanlar kontrol grubunu
olusturmaktadir. Grup 2’deki deneklere operasyondan hemen sonra ilk doz 1V sonraki tiim
dozlar IM olmak iizere toplam 21 giin 150 mg/kg/giin NAC (ACT, ADEKA, Tiirkiye)
uygulandi. Yirmisekizinci giin sonunda anastomoz yapilan taraf ve anastomoz yapilmayan
kars1 taraf karotid arter segmenti c¢ikarilarak incelenmek iizere histoloji laboratuarina
gonderildi. Yiiksek doz pentobarbital ile hayvanlarin yasamina son verildi. Ornek dokular 0,1
mol/lt fosfat tamponlu %4’liik paraformaldehit soliisyonuna konuldu ve +4C°’de saklandi.
Mikroskobik ornekler parafin bloklar halinde 5 pm kalinliginda kesildi ve Hematoxylen-

Eosin ile boyandi.
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22 DENEY PROTOKOLU

Grup 1: Bu gruptaki tavsanlar kontrol grubunu olusturmaktadir. Herhangi bir ilag
uygulanmamustir. Yirmisekizinci giin sonunda anastomoz yapilan sag taraf karotid arter

segmenti ¢ikarilarak histoloji laboratuarina gonderilmistir.

Grup 2: Bu gruba, grup 1 ile aym protokol uygulanmistir. Farkli olarak tavsanlara
yirmi bir giin siire ile 150mg/kg/giin dozunda IM NAC verilmistir. Yirmisekizinci giin
sonunda anastomoz yapilan sag karotid arter segmenti g¢ikarilarak histoloji laboratuarina

gonderilmistir.

Grup 1K: Grup 1’deki anastomoz yapilmayan sol karotid arterin histolojik

incelemesinin yapildig1 grubu olusturmaktadir.

Grup 2K: Grup 2’deki anastomoz yapilmayan sol karotid arterin histolojik

incelemesinin yapildig1 grubu olusturmaktadir.
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2.3  HISTOMORFOLOJIK DEGERLENDIRME

Tavsanlardan elde edilen damar dokulari, %10’luk tamponlu formaldehid i¢inde fikse
edilip parafine gdmiildiikten sonra hazirlanan parafin bloklardan rotary microtome (Leica RM
2135, Leica Instruments, Nussloch, Germany) ile Sum kalinliginda seri kesitler alindi. Bu
kesitler, Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Hazirlanan preparatlar 1sik mikroskobunda
(Olympus BX-50, Tokyo, Japan) incelendi. Ayrica elde edilen goriintiiler yiiksek
rezolusyonlu kamera (Olympus DP-70, Japan) yardimiyla bilgisayar ortamina aktarildiktan
sonra digital goriintii analiz programi (Image Tool, UTHSC Image software for Windows 3.0,
Texas University, USA) ile degerlendirildi. Calisma sirasinda damar dokusu incelenirken,
tunica intima ile tunica media’nin kalinliklari, tunica intima ile tunica media’nin alanlari,
damar c¢aplar1 ve damar liimen alanlar1 steorolojik yontemlerle gruplar arasinda karsilastirildi.
Gruplar arasindaki damar liimen ¢ap1, liimen alani, intima-media kalinlig1 ve alan1 arasindaki

farklar degerlendirildi (Sekil 7).

200 g

Sekil 9. Liimen ¢ap1 (— ) ve alaninin (===) lgiilmesi.
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2.4  ISTATISTIKSEL YONTEM

Veriler Statistical Package for the Social Sciences for Windows Evaluation v. 15.0
(SPSS, Chicago, IL, USA) istatistik programi kullanildi. Elde edilen sonuglar, ortanca +
standart sapma (minimum - maksimum deger) degeri olarak verilmistir. Gruplarin 7’ser
denekten olusmasi dolayisiyla sinamalarda parametrik olmayan testler kullanilmistir. Coklu
gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis, iki grubun karsilagtirilmasinda Mann-Whitney
U smama yontemi kullanilmigtir. Sinamalarda %95 giiven araligi ile p degeri 0.05’in altinda

olan degerler istatistiksel olara anlamli kabul edilmistir.
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3 BULGULAR

Calismamizda Yeni Zelanda tipi 14 adet erkek tavsan kullanilmistir. Tim denekler

calisma siiresi boyunca yasamiglardir. 28. giin sonunda tavsanlarin hi¢ birinde yara yeri

enfeksiyonu veya norolojik komplikasyon gelismemistir. Alman dokulardan yapilan

kesitlerde liimen ¢api, liimen alani, intima alani, media alani ve intima-media alanlarinin orant

degerlendirilmistir (Sekil 8-10). Olgiilen parametrelerin ortanca + standart sapma degerleri ile

birlikte minimum ve maksimum degerleri Tablo 5’te 6zetlenmistir.

Tablo 5. Calisma gruplariin sinanan degiskenler agisindan ortanca + standart sapma ve

minimum-maksimum degerleri.

Grup Degisken Ortanca + SS (minimum-maksimum)
Grup 1 IA (um?) 103086,3 + 22827,8308 (62258.,28 — 134603,6)
MA (um?) 476242,4 +91112,1901 (334794,20 — 573785,57)
IMO 0,21645 + 0,02660 (0,19 — 0,26)
5 LA (um?) 176086,42 + 50279,17 (65034,87 — 217163,38)
i LC (um) 533,6 + 73,26 (451,01 — 667,11)
g Grup 1K IA (um?) 11104,35 + 1496,58 (9745,96 — 13641,67)
é MA (um?) 385149,78 + 40308,65 (319114,48 — 428742,97)
IMO 0,03063 + 0,00476 (0,02 — 0,04)
LA (pm?) 414788,36 + 62460,92 (381667,09 — 524359,47)
LC (um) 814,64 + 43,37 (775,77 — 912,38)
Grup 2 IA (um?) 39609,49 + 35605,21 (15935,42 — 103145,05)
MA (um?) 427934,75 + 47598,48 (369186,93 — 520640,10)
IMO 0,09797 + 0,07270 ( 0,04 — 0,23)
§ LA (um?) 419100,63 + 40958,93 (371123,48 — 476936,54)
g’ LC (um) 839,59 + 41,05 (765,66-885,37)
3]
E Grup 2K IA (um?) 10451,6 + 3242,67 (4454,22 — 13941,76)
g MA (um?) 357240,53 + 114100,58 (323356,06 — 572869,61)
z IMO 0,02437 + 0,00896 (0,01 — 0,04)
LA (pm?) 410808,02 + 217288,52 (368840,62 — 843698,85)
LC (um) 1037,28 + 139,31 (818,08 — 1237,53)

Kisaltmalar: IA: intima alani, MA: media alani, NAC: N-asetilsistein, IMO: intima-media

orani, LA: liimen alani, LC: limen ¢ap1, SS: Standart sapma.
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Sekil 10. Her iki grubun anastomoz yapilan ve yapilmayan karotis arter kesitlerinin histolojik

goriintilisii. (1) Anastomoz yapilan ve NAC almayan gruba ait bir damar kesiti, (1K) Cerrahi
girisim yapilmayan karsi taraf A.Carotis Communis grubuna ait damar kesiti. (2) Anastomoz
yapilan ve NAC alan gruba ait bir damar kesiti, (2K) Cerrahi girisim yapilmayan kars1 taraf
karotid arter grubuna ait bir damar kesiti. (HE, x4)
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Sekil 11. Her iki grubun anastomoz yapilan ve yapilmayan karotid arter kesitlerinin histolojik

goriintilisii. (1) Anastomoz yapilan ve NAC almayan gruba ait bir damar kesiti, (1K) Cerrahi
girisim yapilmayan karsi taraf karotid arter grubuna ait bir damar kesiti. (2) Anastomoz
yapilan ve NAC alan gruba ait bir damar kesiti, (2K) Cerrahi girisim yapilmayan karsi taraf
karotid arter grubuna ait bir damar Kesiti. (—) Internal Elastik Lamina, (%) intimal
Hiperplaziyi belirtmektedir. (HE, x10)
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Sekil 12. Her iki grubun anastomoz yapilan ve yapilmayan karotis arter kesitlerinin histolojik
goriintiisii. (1) Anastomoz yapilan ve NAC almayan gruba ait bir damar kesiti, (1K) Cerrahi
girisim yapilmayan kars1 taraf karotid arter grubuna ait bir damar kesiti. (2) Anastomoz
yapilan ve NAC alan gruba ait bir damar kesiti, (2K) Cerrahi girisim yapilmayan kars taraf
karotid arter grubuna ait bir damar kesiti. (—) Internal Elastik Lamina, (%) intimal
Hiperplaziyi belirtmektedir. (HE, x40)
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3.1 LUMEN CAPLARININ KARSILASTIRILMASI

Yapilan seri kesit incelemelerinde gruplar arasi liimen ¢ap1 karsilastirmasinda (Grafik
1); Grup 1’in liimen ¢ap1 ortanca degeri 556,1029 + 73,26 um (451,01-667,11), Grup 2’nin
liimen cap1 ortanca degeri 836,8329 + 41,05 um (765,66-885,37) olarak tespit edilmistir. Grup
1K’nin limen ¢ap1 ortanca degeri 821,9529 + 43,37 pum (775,77-912,38) iken Grup 2K’nin
liimen ¢ap1 ortanca degeri 1021,1543 + 139,31 um (818,08-1237,53) olarak tespit edilmistir.

Grafik 1. Gruplarin liimen ¢ap1 agisindan karsilastiriimast.

Liimen ¢ap1 (um)

Grupl Grup 1K Grup2 Grup 2K

Gruplarin liimen c¢api ortanca degerlerinin karsilastirilmast sonucu anlamli fark
saptanmustir [Y?=20,835, df=3, p<0,001]. Alt grup analizinde; Grup 1 ile Grup 1K’nmn
karsilastirilmasinda liimen c¢apinin Grup 1°de anlamli olarak daha diisiik oldugu [z=-3,13,
p=0,002]; Grup 2 ile Grup 2K’nin karsilastirilmasinda liimen g¢apinin Grup 2’de anlamli
olarak daha diisik oldugu [z=-2,49, p=0,013]; Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasinda
limen ¢apmin Grup 2’de anlamli olarak daha fazla oldugu [z=-3,13, p=0,002] saptanmuistir.
Kontrol gruplarmin (Grup 1K ve Grup 2K) karsilastirilmasinda liimen ¢apinin Grup 1K’da
anlamli olarak daha diisiik oldugu saptanmistir[z=-2,75, p=0,006].
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3.2 LUMEN ALANLARININ KARSILASTIRILMASI

Yapilan seri kesit incelemelerinde gruplar arasi limen alani ortanca degerlerinin
karsilastirmasinda (Grafik 2); Grup 1°in 176086,42 + 50279,17 (65034.87 - 217163.38) pm?,
Grup 1K’min 41478836 + 62460,92 (381667,09 — 524359,47) um?, Grup 2’nin 419100,63 +
40958,93 (371123,48 — 476936,54) um® ve Grup 2K’nin 410808,02 + 217288,52 (368840,62
— 843698,85) um® olarak hesaplanmustur.

Grafik 2. Gruplarin liimen alani a¢isindan karsilastirilmasi.
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Gruplarin limen alan1 ortanca degerlerinin karsilastirilmas: sonucu anlamli fark
saptanmustir [§?=15,540, df=3, p=0,001]. Alt grup analizinde; Grup 1 ile Grup 1K’mn
karsilastirilmasinda liimen alaninin Grup 1’de anlamli olarak daha diisiik oldugu saptanmistir
[z=-3,13, p=0,002]. Grup 2 ile Grup 2K’nin karsilagtirilmasinda anlamli fark saptanmamigtir
[z=-2,49, p=0,75]. Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasinda liimen alaninin Grup 2’de
anlaml olarak daha fazla oldugu [z=-3,13, p=0,002] saptanmistir. Kontrol gruplarinin (Grup
1K ve Grup 2K) karsilastirilmasinda liimen alani agisindan anlaml fark saptanmamistir [z=-

0,57, p=0,56].
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3.3 INTIMA ALANLARININ KARSILASTIRILMASI

Yapilan seri kesit incelemelerinde gruplarin intima alan1 ortanca degerlerinin
karsilastirmasinda (Grafik 3); Grup 1’in 103086,3 + 22827,8308 (62258,28 — 134603,6) um?,
Grup 1K’min 11104,35 + 1496,58 (9745,96 — 13641,67) pm? Grup 2’nin 39609,49 =+
35605,21 (15935,42 — 103145,05) um® ve Grup 2K’'nin 10451,6 + 3242,67 (4454,22 —
13941,76) pm? olarak hesaplanmustir.

Grafik 3. Gruplarin intima alan1 agisindan karsilastiriimasi.
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Gruplarin intima alan1 ortanca degerlerinin karsilagtirilmast sonucu anlamli fark
saptanmistir [ 2=22,12, df=3, p<0,001]. Alt grup analizinde; Grup 1 ile Grup 1K’nin
karsilastirilmasinda intima alaninin Grup 1’de anlamli olarak daha fazla oldugu saptanmistir
[z=-3,13, p=0,002]. Grup 2 ile Grup 2K’nin karsilastirilmasinda, Grup 2’nin intima alaninin
anlaml olarak daha fazla oldugu saptanmamistir [z=-3,13, p=0,002]. Grup 1 ile Grup 2’nin
karsilastirilmasinda intima alaninin Grup 2’de anlamli olarak daha az oldugu [z=-2,49,
p=0,013] saptanmistir. Kontrol gruplarinin (Grup 1K ve Grup 2K) karsilastirilmasinda intima

alan1 agisindan anlamli fark saptanmamistir [z=-0,96, p=0,34].
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34  MEDIA ALANLARININ KARSILASTIRILMASI

Yapilan seri kesit incelemelerinde gruplarin media alam1 ortanca degerlerinin
karsilastirmasinda (Grafik 4); Grup 1’in 4762424 + 91112,1901 (334794,20 — 573785,57)
um?, Grup 1K’nim 385149,78 + 40308,65 (319114,48 — 428742,97) pm? Grup 2’nin
42793475 + 47598,48 (369186,93 — 520640,10) pm? ve Grup 2K’ nin 357240,53 + 114100,58
(323356,06 — 572869,61) um2 olarak hesaplanmustir.

Grafik 4. Gruplarin media alani agisindan karsilastiriimasi.
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Gruplarin media alan1 ortanca degerlerinin karsilastirilmas1 sonucu anlamli fark
saptanmustir [ ¥2=5,27, df=3, p=0,15]. Alt grup analizinde; Grup 1’in media alanimnm Grup 1K
ile karsilastirildiginda daha fazla oldugu, ancak bu farkin anlamli olmadigi saptanmistir [z=-
1,85, p=0,064]. Diger alt grup analizlerinde de, Grup 2 ile Grup 2K [z=-1,21, p=0,22], Grup 1
ile Grup 2 [z=-1,21, p=0,22] ve Grup 1K ile Grup 2K [z=-0,32, p=0,75] anlamli fark

saptanmamistir.
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3.5 INTIMA-MEDiA ALAN ORANLARININ KARSILASTIRILMASI

Yapilan seri kesit incelemelerinde gruplarin intima-media alan oranlarinin ortanca
degerlerinin karsilastirmasinda (Grafik 5); Grup 1’in 0,21645 + 0,02660 (0,19 — 0,26), Grup
1K’ nin 0,03063 £ 0,00476 (0,02 — 0,04), Grup 2’nin 0,09797 + 0,07270 ( 0,04 — 0,23) ve
Grup 2K’nin 0,02437 £ 0,00896 (0,01 — 0,04) olarak hesaplanmustir.

Grafik 5. Gruplarin intima-media alan ortancalar1 agisindan karsilagtirilmasi.
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Gruplarin intima-media alan1 oranlarmin ortanca degerlerinin karsilastirilmasi sonucu
anlamli fark saptanmustir [¥?=21,376, df=3, p<0,001]. Alt grup analizinde; Grup 1 ile Grup
1K’nin karsilagtirilmasinda intima-media alan oraninin Grup 1’de anlamli olarak daha yiiksek
oldugu saptanmistir [z=-3,13, p=0,002]. Grup 2 ile Grup 2K’nin karsilastiriimasinda Grup
2’nin intima-media alan orani anlamli olarak daha yiiksek saptanmistir [z=-3,003, p=0,003].
Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasinda intima-media alan oranimnin Grup 2’de anlamhi
olarak daha diisiik oldugu [z=-2,236, p=0,025] saptanmistir. Kontrol gruplarinin (Grup 1K ve
Grup 2K) karsilagtirtlmasinda intima-media alan orani agisindan anlamli fark saptanmamistir

[z=-1,34, p=0,18].
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4. TARTISMA

Arteriyel rekonstriiksiyonun tiim formlari, damar duvariin hasarini ve komsu normal
doku hiicreleri ile birlikte dolasimdaki Oncii hiicreler tarafindan olusan hasarin onarimini
icermektedir. Intimal hiperplazi (IH), bu iyilesme siirecinin temelini olusturmakla birlikte
siklikla, belirgin liiminal daralma ile cerrahi ve/veya girisimsel onarimin basarisizligina neden
olmaktadir. Intimal hiperplazi, tiim arteriyel girisimlerin %15-30’unu etkilemekle birlikte,
hasara karsi olusan bu cevabin kontroliine yonelik gelistirilen yaklasimlar, klinik olarak

bliyiik 6neme sahiptir48.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu restenoz gelisimi ve
ateroskleroz olusumunda oncii rol oynamaktadlrls. Intimal hiperplazi, intimal alanda diiz kas
hiicresi ve ekstraselliiler matriks birikimi ile karakterize, endotel tabakasinin hasarina kars1 bir
cevap olarak gelismektedir. Vaskiiler girisimler sonras1 gelisebilen restenoz iizerinde IH ve

diiz kas hiicre proliferasyonunun biiyiik etkisi vardir.

Revaskiilarizasyon, tikayici arter hastaliklarinin tedavisinde olduk¢a sik ve yaygin
olarak uygulanan yéntemlerden birisidir; ancak bu girisimlerin basar1 oranlar1, IH’ye ikincil
tromboz velveya stenoz gelismesi nedeni ile beklenenden daha azdir®. Damar hasari
sonucunda tamir ve remodeling nedeniyle diiz kas hiicre migrasyonu ve proliferasyonu

sonucu olarak neointimal hiperplazi gelismektedir™.

Rekonstriiktif vaskiiler girisimlerden sonra ani tikanmaya yol acan akut trombiis
olusumundan farkli olarak, ge¢ donemdeki daralma ve tekrar eden tikanikliklarda diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu ile birlikte ekstraselliiler matriks birikimi sonucu

51-52

olusan neointimal hiperplazi 6nemli rol oynamaktadir™ ™. Hayvan ve insanlarda yapilan

arteriyel hasar modellerinde llimen daralmasinin temel nedeni intima tabakasindaki diiz kas

®. Arteriyel

hiicre proliferasyonu ve konnektif doku birikiminin oldugu gdsterilmistir®
hasarlanma sonrasi hasar bolgesine trombosit gocii gergeklesir™. Adhezyon sonrasi
trombositler, graniillerindeki vazoaktif ve trombotik faktorler (Serotonin, ADP, Fibrinojen,
von Willebrand Faktor) ile birlikte biiyiime faktorlerini (Trombosit kaynakl bityiime faktorii,
Déniistiiriicii bityiime faktorii, Epidermal biiyiime faktoril) salgilar™. Mitojenik ozellikteki
bityiime faktérleri diiz kas hiicre proliferasyonunu baglatmaktadir®®®’. Hasara cevap olarak

media tabakasinda cogalmaya baglayan diiz kas hiicreleri intimaya goc¢ ederek intimal
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hiperplaziye neden olurlar®®. Russel Ross ve ark’lari tarafindan one siiriilen ve halen yaygin
kabul goren hasara cevap hipotezi’ne gore de intimal hiperplazi’yi baslatan mekanizmanin,
hasar géren damar duvarina yapisan etkin trombositlerden ve endotel hiicrelerinden salinan ve

diiz kas hiicreleri proliferasyonunu uyaran biiyltime faktorleri oldugu bildirilmektedir™®.

Intimal hiperplazi, tiim arteriyel girisimlerin %15-30’unu etkilemekle birlikte, hasara
kars1 olusan bu cevabin kontroliine yonelik gelistirilen yaklagimlar, klinik olarak biiyiik
Oneme sahiptir48. Bugiine kadar ister anastomoz sonrasi ister PTCA veya stent sonrasi olsun

intimal hiperplazinin ve diiz kas hiicre proliferasyonunun engellenmesi iizerine birgok ¢alisma

yapilmistir. Bu amagla intravaskiiler beta-gama radyasyon uygulamasi (brakiterapi)®®,

biiyiime faktorii inhibitdrleri, hiicre dongiisii blokerleri (E2F decoylari®*®®, C-myc antijeni®),

gen transferleri (VEGF® ve eNOS-iNOS genlerine transferler®™), adenozin reseptor

agonistleri®, immunsupresif ilaglar (Rapamicin®®®®

70-73

, Rapamicin yani Sirolimus kapl

74-75 76-77

stentler’®"), kalsiyum kanal blokerleri, statinler’*", aspirin®"’, iloprost’®, TxA2 reseptdr
antagonisti Daltroban’®, heparinler, ACE inhibitorleri, pentoksifilin®, resveratrol® gibi ¢esitli

ilaglar denenmistir.

Asetilsistein dogal bir aminoasit olan L-Sistein’in N-asetillenmis tiirevine verilen
isimdir. Asetilsistein, sahip oldugu niikleofilik serbest tiyol (-SH) grubu araciligiyla, oksidan
radikallerin elektrofilik grubuyla etkilesime girerek direkt antioksidan 6zellik gostermektedir.
Molekiiler yapisi nedeniyle hiicre icine kolaylikla giren N-Asetilsistein, burada
deasetillenerek, L-sistein’e doniisiir. L-sistein bir glutatyon oncii molekiiliidiir ve glutatyon
sentezini pozitif geri besleme ile artirmaktadir. Glutatyon ise, ekzojen veya endojen sitotoksik
maddelerin ve oksidan radikallerin hiicreye zarar vermesini onleyen, hiicre biitlinliigiiniin ve
islevlerinin devami i¢in ¢ok dnemli bir endoselliiler mekanizmada temel rolii olan, yiliksek
reaktiflikte bir tripeptittir. Bu yoniiyle N-Asetilsistein hiicreleri hasardan koruyacak diizeyde
glutatyon yapimi i¢in birincil derecede onem tasimaktadir. N-Asetilsistein, siilfidril gruplari
icin kaynak teskil etmektedir. Silfidril gruplarmin ise, serbest oksijen radikallerinin
temizlenmesi ile birlikte Nitrik oksit’in yarilanma dmriiniin diizenlenmesini saglamasi gibi
birgok biyolojik fonksiyonu vardir®. N-Asetilsistein, glutatyon sentezini tetiklemekte, ayni
zamanda nitrogliserin aracili koroner arter vazodilatasyonunu potansiyalize etmektedir®,
Ayni sekilde nitrogliserinin, trombosit agregasyonunu 6nlemeye yonelik etkisini potansiyelize

etmektedir®. NAC’nin vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hiicre dongiisiinii ve proliferasyonunu
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regiile ettigi gosterilmistir. Hayvan modeli iizerinde yapilan bir ¢alismada, kopiik hiicreleri
denilen aterosklerotik plaklardaki makrofajlardan matrix metalloproteinazlarin salinimini

azalttiklar1 ve bdylelikle plak dengelenmesine katkida bulundugu gésterilmistirss.

Mekanik hasara maruz kalan intimal tabakaya salinan bir¢ok faktér mekanik hasar
sonras1 vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonunu uyarir, bu faktorler;
plateletlerden koken alan graniiller®, fibrinojen®’, lokal intramural trombin®, faktor Xa®® ve
bu alana infiltre olmus monosit ve makrofaj kokenli olan® ve aym zamanda bu hiicrelerin
plazmalarindan salinan diger kemotaktik ve mitojenik faktorlerdir. Hayvanlardaki ¢aligmalar
arteryal hasara cevap olarak oksidan salindigi kanitin1 ve rejenere olan endotel hiicrelerine

16kositlerin adezyonunun regulasyonuna katkida bulundugunu gdosterdi.

Bir redox duyarli multisubiinitli transkripsiyon komplexi olan NF-kB’nin aktivasyonu
yoluyla endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinin spesifik adezyon molekiillerinin

, , . 1-92
upregulasyonu hasar sonrasi vaskiiler hiicre aktivasyonunu destekler”™®

. Yapilan giincel
calismalar NAC’nin endotel ve diiz kas hiicresinde NF-kB aktivitesinin énemli bir regiilatorii
oldugunu gosterdi. NAC diiz kas hiicrelerinin hiicre siklus progresyon ve proliferasyonunu
diizenler ve endotel hiicrelerinde antitrombotik ve antiplatelet aktivasyonunu potansiyelize

eder®.

Koroner angioplasti alaninda 16kosit ve trombosit aktivasyonuyla olusan serbest
oksijen radikallerinin olusturdugu vaskiiler inflamasyonun damar restenoz siirecinde temel bir
rol oynar®. Antioksidanlar bu inflamatuar reaksiyonu baskilayarak neointima formasyonu ve
vaskiiler remodellingi modifiye edebilir. Glutatyon oksidatif doku hasarinda niikleofilik bir

¢Opgii ve antioksidan bir katalizér olarak rol oynar30

. Bu yiizden biyolojik yapt ve
fonksiyonlarin korunmasinda temel bir role sahiptir. Intraselliiler rediikte glutatyonun
endoteliyal hiicelerin serbest oksijen radikallerinden korunmasinda 6nemli rolii vardir™ ve
koroner arterlere direkt infiize edildigi zaman Asetilkolin’e endotelial vazomotor cevabi
arttirdigi gésterilmistir%. Intraven6z NAC kullaniminin glutatyon sentezini indiikleme
yetenegi sayesinde endotelial fonksyonlar {izerinde glutatyonla benzer etkileri oldugu

gé’)sterilmistir97.

Aterosklerozun gelisiminde hem dogal hem de adaptif bagisiklik sisteminin 6nemli

98-100

rolii oldugu son yillarda anlagilmistir . Dogal bagisiklik sistemi, mikroorganizma veya
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patojenle karsilasildiginda ortaya cikan ilk enflamatuvar yanittir. Immiin hiicreler, yani T
hiicreleri, monositler, makrofajlar ve mast hiicreleri, ¢esitli dokular1 (aterosklerotik arter
dahil) dolasarak antijen ararlar. T hiicresi bir antijenle karsilasip baglandiginda bir dizi sitokin
salinarak enflamatuvar bir yanit olusur. Copcii (scavenger) ve toll-like reseptorler (TLR)
aterotrombozda dogal bagisikliktan sorumlu en Snemli reseptérlerdir®. Dogal bagisiklik
yanitin ilk basamaginda, ¢opcii reseptorler okside LDL’yi hiicre igine alarak makrofajin
kopiik hiicresine doniismesine yol acar™. Ayrica, bu yolak NF-kB niikleer transkripsiyonel
faktorii aktive ederek, monosit migrasyonu ve makrofaj/kopiik hiicre olusumuna yol agan
cesitli kemoatraktanlar1 tetiklemektedir. Makrofaj/kopiik hiicreleri de sitokinler vasitasiyla
diiz kas hiicrelerinin aktivasyonuna, ve buna bagli olarak da ekstraselliiler matriks ve fibrozise

neden olmaktadir*®

. Yapilan caligmalar NAC’nin endoteliyal hiicrelerde ve diiz kas
hiicrelerinde NF-kB’nin 6nemli bir regulatorii oldugunu gt')stermistirgl’ 104 Ayrica matrix
metalloproteinazlarinin kopiik hiicreleri denilen aterosklerotik plaklardaki makrofajlardan
salinimini azalttiklar1 ve boylelikle plak stabilizasyonuna katkida bulundugu gosterilmistir®
Literatiirde NAC ile ilgili endotelde balon hasar1 yaratilarak yapilmis iki ¢aligma
mevcut ancak bizim yaptigimiz anastomoz calismasi balonla hasara gére daha major bir
islemdir. Balonla hasar yerine anastomoz teknigi kullanilarak yapildigi igin intimal
zedelenmenin daha fazla oldugu diislincesindeyiz. Ciinkii balon ile hasarda sadece intimal
zedelenme olustugu halde; anastomoz yapilanlarda intima, media ve hatta intimal

hiperplazinin etiyolojisinde {izerinde fazla durulmayan bir konu olan adventisyanin

zedelenmesinin bile katkis1 oldugunu diisiinmekteyiz.

More ve ark’larimin yaptiklar bir ¢alismada, tavsanlarda balon injurisinden 3 giin
sonra reendotelizasyonun bagladigini ve 14. glinde bu siirecin tamamlanarak eksantrik intimal
kalinlasma olustugunu rapor etmislerdir. Ekstraselliiler matriks birikimine bagli olarak 1. ayda
intimal kalinlagmanin maksimum seviyeye ulastifi ve 3 ay i¢inde azalma oldugu tespit

edilmistir®.

Ghigliotti ve ark’larimin yaptiklart bir ¢alismada tavsan abdominal aortasinda balon
injuri modelinden sonra NAC ve Heparin kiyaslanmis. Bu ¢alismada NAC grubu 7, Heparin
grubu 7 ve NAC+Heparin grubu 7 tavsan olarak ayrilmis. Girisimden hemen 6nce NAC 150
mg/kg/15dk IV infiizyonun ardindan NAC suya 150 mg/kg/giin katilarak oral yolla

uygulanmis. Calisma Oncesi ve sonrasinda tavsanlardan alinan kan 6rneklerinde plazma total
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kolesterol, trigliserid, fibrinojen, hematokrit, beyaz kiire ve platelet sayilarinda gruplar
arasinda fark saptanmamis. Injurinin ardindan NAC’nin diiz kas hiicre proliferasyonunda,
intimal hiperplazide ciddi bir azalma sagladigi, vaskiiler remodellinge 6nemli derecede katki
sagladig1 ve hasarli aortanin neointimasina baglanan trombosit ve prokoagulan faktorler

{izerinden protrombotik aktivasyonu regiile etmede etkili oldugu saptanmistir'®.

Jeremias ve ark’larimin yaptiklar1 bir ¢alismada tavsan iliac arterlerinde balon
angioplasti ile endotelial hasar yaratildiktan sonra verilen NAC’nin Glutatyon seviyelerinde
anlamli artis saglamasimna ragmen restenozda gruplar arasi fark yaratmadigi, yine gruplar

arasinda inflamatuar markerlarda da anlaml fark olusturmadigi saptanmig°.

Mass ve ark’larimin yaptiklart bir ¢alismada bu kez tavsan karotid arterlerine
uygulanan balon injuri modeli sonrasi NAC uygulanan tavsanlarda inflamatuar markerlarda,
endotelial hasarda, trombus olusumunda ve elastik lamina hasarinda belirgin bir azalma
saptanmis bu da NAC’nin mekanik damar hasari sonrasi olusan inflamatuar siireci baskilama

potansiyelini géstermistirlm.

N-Asetilsistein dozu konusunda daha 6nce yapilan gahsmalarmS'm’ 108-109

g0z Onune
alinarak 150 mg/kg/giin olarak belirlendi. Ozellikle Jeremias ve ark’larimin yaptiklari
calismada 150 mg/kg/giin NAC dozunun serum glutatyon seviyelerini efektif diizeyde

arttirdig1 gosterilmistir.

Yaptigimiz istatistiklerde; Grup 1 ile Grup 2’nin liimen alaninin karsilastirilmasinda
Grup 2’de anlamli olarak daha fazla [z=-3,13, p=0,002], kontrol gruplarinin (Grup 1K ve
Grup 2K) karsilastirilmasinda ise anlamli fark olmadigi saptandi [z=-0,57, p=0,56]. Grup 1 ile
Grup 2’nin intima alanimin karsilastirilmasinda, Grup 2’de anlamli olarak daha az oldugu
[2=-2,49, p=0,013], kontrol gruplarinin (Grup 1K ve Grup 2K) karsilagtiritlmasinda ise anlamli
fark olmadig1 saptandi [z=-0,96, p=0,34]. Grup 1 ile Grup 2’nin intima-media alan oraninin
karsilagtirilmasinda ise Grup 2’de anlamli olarak daha diisiikk oldugu [z=-2,236, p=0,025]
saptandi. Tiim bunlarin 15181nda bizim ¢alismamizda da NAC verilen anastomoz gruplarinda
liimen alani, intima alan1 ve intima/media alan oraninda anlamli bir diizelme saglanmistir,

bulgular NAC’nin intimal hiperplaziyi 6nlemesi yoniinden anlamlidir.
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NAC’nin bu etkiyi direkt antioksidan etkisi, glutatyon sentezini indiiklemesi, NO’in
yartlanma Omriinii diizenlemesi, kemoatraktanlarin aktivitesini diizenleme yetenegi, NF-kB
aktivitesinin regulasyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalma ve migrasyonunu regiile

etme 6zelligi sayesinde yarattigini diisinmekteyiz®® 1119,

Bu dogrultuda vaskiiler girisimler ve anastomoz sonrast NAC kullaniminin intimal
hiperplaziyi azaltarak ve vaskiiler remodellingi saglayarak damarin agik kalma siiresini

arttiracagi diislincesindeyiz.
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