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OZET

SAFEN VENIN GREFT OLARAK HAZIRLANMASINDA GELISEN HASARDA
mTOR AKTIVASYONUNUN BiYOKIMYASAL OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Amagc: Koroner bypass cerrahisinde greft olarak yaygin kullanilan blyuk safen
venlerin acik kalma oranlari, operasyonel basariyr etkileyen en Onemli
faktorlerden biridir. Postoperatif ven greft yetmezliginin etyolojileri arasinda, ven
greft hazirhg1 surecinde baslayan endotelyal kayip ve oksidoinflamatuvar
degisiklikler yer almaktadir. Glncel literattr bilgileri 1s1§inda, hicre igi bir sinyal
molekuli olan mTOR’un (rapamisinin memeli hedefi) bu oksidatif ve
inflamatuvar sureglerde rol oynadigini dusundik. Ven greft hazirhgi isleminden
once alinan safen venler ile islem sonrasi alinan safen venlerin mTOR protein
Olcimlerini  yaptik ve karsilastirdik. Amacimiz, ven greft yetmezligi
patofizyolojisinin anlasiimasina katkida bulunmak ve mTOR inhibitorleri ile bu
sorunun onune gegilebilecek ¢alismalarin yolunu agmaktir.

Yontem: Dahil edilme ve diglama kriterlerini karsilayan 44 koroner bypass
cerrahisi uygulanacak hasta secildi. Ayni ekip tarafindan safen ven hazirligi
igslemi uygulanan hastalardan islem oncesi ve iglem sonrasi olmak Uzere 2
cm’lik safen ven numuneleri alindi. Ayni pargalardan, isik mikroskopisi
incelemesi i¢cin de 1 cm’lik numune alindi. Biyokimya numuneleri -80°C'de
muhafaza edildi. Doku homojenati sUpernatantlarinin hazirlanmasinda daha
once tanimlanan yontemler kullanildi’® ve hazirlanan silpernatantlarda toplam
protein diizeyi Bradford yontemi ile o6lguldi’’. mTOR dlzeyleri, uygun kit
kullanilarak prospektiuslerinde belirtildigi bicimde ELISA yontemi ile olguldd.
mMTOR protein dizey 6lcim ortalamalarinin igslem dncesi ve islem sonrasi olarak
degerlendirmede paired t test istatistigi kullanildi.

Bulgular: Koroner bypass cerrahisi i¢in igsleme baslamadan 6nce alinan
manipule ediimemis safen venin mTOR(ng/ml/mg protein) ortalama ve standart
sapma degeri 7.02+2.51 iken, islemden sonra alinan safen venin mTOR
(ng/ml/mg protein) ortalama ve standart sapma degeri 7.51+2.78 idi . islem
oncesi ve sonrasi mTOR (ng/ml/mg protein) Olcim ortalamalari arasinda
anlaml bir fark bulunmadi (p=0.41>0.05).



Sonug: Acgik cerrahi ven greft hazirhgindan gegen safen venlerdeki mTOR
degerlenlerinde, iglem Oncesi degerlere gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
gOzlenmedi. Bu veriye goére, mTOR aktivasyonunu O6lgebilmek igin 1 saatlik

islem suresinin yetersiz kaldigi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: mTOR, ven greft yetmezligi, bluylk safen ven, koroner

bypass, endotel hasari



ABSTRACT

BIOCHEMICAL EVALUATION OF mTOR ACTIVATION IN DAMAGE
OCCURRING DURING THE PREPARATION OF THE SAPHENOUS VEIN AS
A GRAFT

Objective: In coronary bypass surgery, the patency rates of large saphenous
veins, which are commonly used as grafts, are one of the most important
factors affecting operational success. Among the etiologies of postoperative
vein graft failure are endothelial loss and oxidative-inflammatory changes that
begin during the vein graft preparation process. In light of current literature, we
hypothesized that mTOR (mammalian target of rapamycin), an intracellular
signaling molecule, plays a role in these oxidative and inflammatory processes.
We measured and compared mTOR protein levels in saphenous veins taken
before and after the vein graft preparation procedure. Our goal is to contribute
to the understanding of the pathophysiology of vein graft failure and to pave the
way for studies that could prevent this issue using mTOR inhibitors.

Method: Forty-four patients, who met the inclusion and exclusion criteria, were
selected for coronary bypass surgery. For these patients, who underwent
saphenous vein preparation by the same team, 2 cm saphenous vein samples
were taken before and after the procedure. Additionally, 1 cm samples were
taken from the same pieces for light microscopy examination. Biochemical
samples were stored at -80°C. The preparation of tissue homogenate
supernatants used previously described methods®, and the total protein levels
in the prepared supernatants were measured using the Bradford method’”.
mMTOR levels were measured using an appropriate kit and the ELISA method as
described in the product literature. Paired t-test statistics were used to evaluate
the average mTOR protein level measurements before and after the procedure.
Results: For coronary bypass surgery, the mean and standard deviation of
mTOR (ng/ml/mg protein) in the unmanipulated saphenous veins taken before
the procedure were 7.02+2.51, while those in the saphenous veins taken after
the procedure were 7.51+2.78. There was no significant difference between the
pre- and post-procedure mTOR (ng/ml/mg protein) measurement averages
(p=0.41 > 0.05).



Conclusion: In saphenous veins that underwent open surgical vein graft
preparation, no statistically significant increase in mTOR values was observed
compared to pre-procedure values. Based on this data, it was concluded that a

1-hour procedure duration is insufficient to measure mTOR activation.

Key Words: mTOR, vein graft failure, great saphenous vein, coronary bypass,

endothelial damage



1. GIRIS VE AMAG

Aterosklerotik koroner arter hastaligi gelismis uUlkelerde morbidite ve
mortalitenin en Oonemli nedenidir. Dinyada yilda bir milyondan fazla insan
koroner kalp hastaligindan hayatini  kaybetmektedir'. Koroner arter
hastaliginda, miyokardin revaskularize edilmesine yonelik cerrahi girisim en
etkili ve uzun sureli bir ¢gozimdiir?. Ancak en biyik sorun; bypass grefti olarak
internal mammarian arter (IMA) ile beraber kullanilan bilyiik safen vende (BSV),
erken donemde bagslayan intima harabiyetinin trombls ve uzun vadede
ateroskleroz ile sonlanmasidir?.

1968 senesinde Favoloro’nun calismalari, koroner arter bypass greft
(KABG) cerrahisinde BSV kullanimini standart haline getirmistir*. BSV uzun
olmasi, seri gikarilabilmesi, hazirlanmasinin kolay olmasi ve spazmdan az
etkilenmesi gibi 6zelliklerinden dolayr KABG cerrahisinde halen en sik kullanilan
otolog grefttir. Greftin hazirlanma asamasinda olusabilecek intimal hasar,
tromboza neden olarak erken donemde greft yetmezligine yol
acabilir®6.KABG’den sonraki ilk yilda greft olarak kullaniimigs BSV’lerin %15’i
okliide olurken, bu oran 10 yil sonra %50-60'a ¢gikmaktadir’.

BSV, greft olarak hazirliktan bypass asamasina kadar cerrahi
manipulasyonlara, hipoksiye ve basinca maruz kalmaktadir. Cerrahi literatur;
ven greftinin hazirh@i ile iligskili vazo vazorumun bozulmasi, endotel hasar ve
tunika medyanin da dahil oldugu histolojik ve morfolojik degisikliklere yeterince
odaklanmistir®. Biyokimyasal calismalar ise, safen venin greft olarak
hazirhginda damar duvarinda Nitrik Oksit Sentaz (NOS) kaynaklarinin
azaldigini, reaktif oksijen drunlerinin arttigini gostermektedir. Oksidatif stresin
damar greftinde fonksiyon bozukluguna neden oldugu 6ne sirilir?'?2. Ayrica
hazirlik sonrasi incelenen safen ven greftlerinde; adezyon molekdillerinin ve
inflamatuvar belirteclerin yukari yonde regule oldugu gorulmastur. Bu
regulasyonun safen venin intraoperatif distansiyonundan kaynaklandigi
disunilir?s.

1964 yilinda Guney Pasifik'teki Rapa Nui Adasr’'na (Paskalya Adasi
olarak da bilinir) Kanadalilarin duzenledigi bir bilimsel kesif gezisinde, yeni
antimikrobiyal ajanlar tespit etmek amaciyla bir dizi toprak numunesi

toplanmigtir. Bu &rneklerden birinden izole edilen bakterilerde, Sehgal ve



meslektaslari kayda deger antifungal, immunosupresif ve antitimor 6zelliklere
sahip bir bilesik kesfetmistir. Kesfedildigi yerden dolayi rapamisin (klinikte
sirolimus olarak bilinir) olarak isimlendirilmigtir. Bu bilesik, peptidil-prolil-
izomeraz FKBP12 (takrolimus baglayici proteinler) ile kompleks olusturmakla
aktif duruma gec¢mektedir. Hlcre buylumesi ve g¢ogalmasi igin gerekli iletim
yollarini bloke ederek etkisini gdstermektedir®. Rapamisinin hedef mekanizmasi,
mTOR’un Rapamisin Memeli Hedefi olarak tanimlandigi 1994 yilina kadar
anlagilamamistir®. mTOR, 289 kDa molekil agiriginda bir serin/treonin protein
kinazdir. Farkh komplekslerle birlikte hicre buylumesi, proliferasyonu ve
canhliginin yani sira translasyonel ve transkripsiyonel olaylarin dizenlenmesi,
ribozom biyogenezi, otofaji, glukoz metabolizmasi, hipoksiye karsi verilen
hicresel yanit, hicre yasami ve hucre iskeleti organizasyonu gibi onemli
biyolojik surecglerde rol oynayan hucre igi bir sinyal molekuladar. mTOR’un,
miyokardin yap! ve metabolizmasinin duzenlenmesinde, fizyolojik vaskuler
islevlerde, bobrek fonksiyonlarinda rol oynamasi bu enzimi kardiyovaskuler ve
renal patolojilerde 6nemli bir hedef haline getirmistir'®.

Oksidatif stresin simuile edildigi gesitli ¢calisma modellerinde mTOR’un
oksidatif stresten hem etkilendigi, hem de oksidatif stresi duzenledigi
gosterilmistir. Genetik yaklasim ya da farmakolojik yollarla inhibisyonunun nitrik
oksit uretiminde iyilesme ve organ duzeyinde antioksidan etkiler gosterdigi
acikga bilinmektedir'121314 - Ayni zamanda mTOR’un sistemik ve kardiyak
inflamasyona katkida bulunduguna dair kanitlar literatirde mevcuttur. Bu
inflamasyonun etkilerinin tersine cevrilmesi, mTOR inhibitéri Rapamisin ile
hedeflenir'®.15,

Oksidatif stres ve sistemik inflamasyonda mTOR yolunun etkisi
bilinmesine ragmen yaptigimiz literatir taramasinda, safen venin greft olarak
hazirliginda meydana gelen degisikliklerin mTOR ile iliskisini inceleyen bir
calismaya rastlamadik. Ancak Rapamisin ve turevlerinin; koroner arter
hastaliklarinda, ilag kapli stentlerde yaygin kullanildigini ve stent acikhigindaki
onemli roli oldugunu bilmekteyiz. Biz de burdan yola ¢ikarak otolog bir greft
olan ve KABG'de vyaygin olarak kullanilan safen venlerin hazirlanma
asamasinin oncesi ve sonrasinda mTOR aktivasyonundaki artisi biyokimyasal
olarak gostermeyi amagcladik. Ayrica endoteldeki histopatolojik degisiklikleri 1s1k

mikroskobik incelemeyle galismamiza ekledik.
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Calismamizin  gelecekte, ven greft yetmezliine goétiren bu
oksidoinflamatuvar surecin 6nine ge¢mek Uzere, mTOR inhibitdrlerinin

kullanilabilecegine dair yeni galigmalarin oninu agmasini umit ediyoruz.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Koroner Arter Bypass Cerrahisi

Koroner arter hastaliginin tedavisinde son yillarda medikal ve perkitan
koroner girisimlerde 6ne ¢ikan gelismeler olsa da KABG cerrahisi ginimuzde
onemini korumaktadir’®. 1964'de Garrett ve arkadaslari tarafindan ilk kez bir
insana safen ven grefti ile aortokoroner bypass yapilmis ve sonrasinda
Favaloro'nun ©One c¢ikan c¢alismalariyla iskemik kalp hastaliginda cerrahi
revaskularizasyon dénemi baglamistir’”.

KABG, diinya genelinde yilda gergeklestirilien 600.000’den fazla ameliyat
ile kalpte gerceklestirilen en yaygin cerrahi islemdir. Rutin uygulanmasindan bu
yana sol ana koroner ve ¢oklu lezyona sahip koroner arter hastalarinin buyuk
bdliminde altin standart tedavi olmaya devam etmektedir. Ayrica, uzun takip
verileriyle (Uzerine en kapsamli calisilan cerrahi islemlerden Dbiridir'8.
Gunimuzde tum dunyada vyaklasik %80 oraninda uygulanan yontem
kardiyopulmoner bypass pompasi ile gergeklestiriimektedir(on-pump).Geri kalan
ameliyatlar ¢alisan kalpte yapiimaktadir (off-pump). Minimal invaziv ydntem ise
her iki teknikle uygulanabilen bir yaklagimdir™®.

Tum dunyada KABG c¢alisma gruplarinin ulusal ve uluslararasi
sonuglarina goére, orta ve yuksek riskli hastalarda KABG’nin medikal tedaviden
daha iyi oldugu gosterilmistir. Literatire daha sonraki yillarda perkitan koroner
girisim uygulamalari girmistir. ik donemlerde KABG sonuglari Perkitan
Transluminal Koroner Anjiyoplasti (PTCA)ye gore daha iyi iken; son
gelismelerle PTCA sonuglari da en az KABG kadar iyi duruma gelmistir. Fakat
bircok merkezde sol ana koroner, ¢oklu damar, kotu ventrikil ve diyabetik
koroner arter hastalarinda KABG halen ilk segenek olarak vyerini
korumaktadir?®2', Varilan sonuglar, KABG'nin uzun yillar vazgegilemeyecek bir
secenek oldugunu gostermektedir.

KABG'de yaklasimlar degisse de; IMA yaninda kullanilan greftlerden,
BSV ilk secenek olarak yerini korumaktadir. Radyal arter, gastroepiploik arter,
inferior epigastrik arter gibi arteriyel greftlerin ise kullanimi belirli merkezlerle
sinirli kalmaktadir. Buna kargin KABG’de tam revaskularizasyon igin vakalarin

%80’den fazlasinda BSV kulanimi gerekmektedir??. BSV'nin kolay elde

12
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edilmesi, uzun olmasi, gelistirilen uygulama ve ilaglarla (ikili antiagregan, statin
tedavisi, soguk ven koruma solUsyonlari gibi) greft aciklik oraninin ylksek

kalmasi; IMA yaninda BSV'nin ilk tercih olmasinda énemli rol oynamaktadir?.

2.2. Safen Ven Grefti

2.2.1. Buyuk Safen Ven Anatomisi

BSV ve kuguk safen ven (KSV) alt ekstremitenin iki temel yuzeyel
venidir. BSV, basparmagin dorsal veni ile ayagin dorsal vendz arkinin
birlesmesi ile olusur. Blylk safen ven olustuktan sonra medial malleoliin énine
dogru yukselir. Femurun medial kondilinin arkasindan gecger (patellanin medial
sinirinin  yaklagik dort cm arkasindan) ve bu dizeyde genellikle KSV ile
anastomoz yapar. Uylugun medialinde kasida dogru ilerler ve fascia lata’yi
gecerek ana femoral vene dokulir. Blyuk safen ven, alt ekstremitenin tim
uzunlugu boyunca yuzeysel olarak ilerledigi i¢in vucuttaki en uzun damardir.
BSV ve KSV anatomileri ¢gok degiskenlik gosterir; seyirleri sirasinda aralarinda
¢ok sayida anastomoz olusabilir. BSV’'ye dokulen yapilar arasinda alt
ekstremitenin derin venlerinden perforan venler, aksesuar safen ven, dis
pudental ve arka ark damarlari bulunur. Ek olarak, ana femoral vene

dokulmeden once, yuzeyel sirkumfleks iliak ve ylzesel epigastrik venleri de
alhirz391,

13
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Sekil 1. Blyik Safen Ven ve Kigiik Safen Ven Anatomisi?*

2.2.2. BSV Histolojisi

insan blylik safen ven duvari; adventisya, media ve intima
tabakalarindan olusur. intima, media tabakasindan ayrilan ince yapisal bir
Ozellikte olup endotel ile doselidir. Altinda rudimente bir i¢ elastik membran ile
cevrelenmigtir. Media tabakasi, kollajen demetleri ile karismis ve iginde
longitudinal diginda medial liflerden olugsmustur. Adventisya ise esas olarak
kollajen demetlerinden ve daginik longutidinal duz kas hucrelerinden olusur.
Venoz kapakgiklara yakin yerler, longutidinal kas tabakasindan dolayi genellikle
kalinlagir?®.
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Sekil 2. Safen Ven Histolojisi?®

2.2.3 Safen Venin Greft Olarak Hazirlanmasi

KABG igin tersine c¢evrilmis veya valvotomize edilmis BSV grefti
hazirlanmasina yonelik cesitli teknikler tarif edilmistir. Ters ven grefti, safen
venin dogasinda bulunan veno6z kapakgiklarin islevini ortadan kaldirir. Safen
venin anatomik yerinin belirlenmesi, bir elle palpe edilip, diger elle de venin
sagilmasiyla vyapilabilir. Ayrica, preoperatif ultrasonografi ile safen veni
dogrudan goruntileyebilir ve isaretleyebiliriz. Tarihsel olarak, BSV’nin greft
olarak hazirlanmasinda agik yaklasim tercih edilen yontem olmustur?”,

Acik BSV greft hazirhigi tekniginde, medial malleol anteriorundaki ¢entik
palpe edilerek bir kesi yapilir. Cilt tutulur ve diseksiyon makasi ile damar tespit
edilene kadar cilt alti kiint diseksiyonlarla acilir. Safen ven takip edilerek, hedef
damar sayisina uygun uzunlukta insizyon uyluga dogru uzatilir. Tek paralel bir
kesi yerine sirali, merdivenli kesiler de kullanilabilir. Diseksiyon, damari
mumkin oldugunca minimal dizeyde manipule etmeye 6zen gostererek hedef
seviyeye dogru devam eder. Distal kisimdan safen kanulu yerlestirilir. Operator,
safen kanuline uyumlu bir enjektorden heparinize salin ile damari gigirerek,
yandallari ve kacgaklari kontrol eder. Yandallar belirlenir, klipslenir veya ipek
sutdrler ile baglanir. Manipulasyon minimal dizeyde tutularak BSV grefti cevre
dokudan temizlenir ve serbestlenir. Uygun bir damar uzunlugu elde edildikten
sonra venin proksimal ve distal yonleri klemplenir. Greft, tercihen Potts-Smith
makaslyla duzgun bir kesi ile ¢ikarihr. Bu 6rnek greft olarak kullanilana kadar
heparinize edilmig bir salin banyosuna yerlestirilir.

Acik cerrahi ven greft haziriginin yaninda, endoskopik safen ven

hazirhgi da kullanilan yontemler arasindadir. Bu yontem, medial malleolin 2-3
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cm yukarisindan kesi yapilarak baslanir. insizyona balon uglu bir trokar
yerlestirilir ve fasyal kanalin damar uzunlugu boyunca insuflasyonuyla safen
ven cevresinde bir tunel olusturulur. Daha sonra bir diseksiyon konisi,
damarlardan bagimsiz olarak damarin 6n tarafi boyunca kasiga dogru ilerletilir.
Daha sonra damarin gevresel diseksiyonu, duvarin yan ve arka yonleri boyunca
dallari belirleyerek dikkatli bir sekilde gergeklestirilir. Bu dallar bipolar
elektrokoter ile ligasyona tabi tutulur. Damar tamamen izole edildikten sonra
kasiktan bir insizyon yapilir ve damar gikarilir?’,

ister acik ister endoskopik yéntemle BSV hazirlanirken, damarda
gereksiz travma ve hasar olusmasini 6nlemek icin son derece dikkatli
olunmalidir. Zira greftin hazirlaniimasindaki 6zensiz davranig, intima hasari ile
yakindan iligkilidir.

Calismamizin gercgeklestirildigi klinikte agik cerrahi teknik benimsenmistir.

Numuneler ayni teknigi ve yaklasimi benimsemis operatorler yardimi ile

toplanmigtir.

Resim 1. Acik Cerrahi Safen Ven Grefti Hazirligi (solda) ve Endoskopik Safen
Ven Grefti Hazirh 28

2.3. Safen Ven Greft Yetmezligi
KABG uygulamalarinin baglamasindan gunimuze, BSV halen en sik
kullanilan otolog grefttir. KABG'den sonraki ilk yilda BSV greftlerinin %15’i

oklude olurken, bu oran 10 yil sonra %50-60’lara ¢ikabilmektedir. Eger BSV
grefti postoperatif 1 hafta agik kalirsa, 10 yilda agik kalma orani %68’dir?®>. BSV
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grefti, KABG cerrahisinde ¢ok &nemli olsa da; IMA, anatomik ve
immunohistokimyasal yapisindan dolayr gunumuzde LAD pozisyonu igin ilk
secenektir. Buna karsin, KABG cerrahisinin %80°’den fazlasinda tam
revaskilarizasyon igin BSV greft olarak kullaniimaktadir?2.

Ven greft yetmezligi ile iligkili risk faktorleri arasinda diyabet,
hiperlipidemi, kronik bobrek hastaligi, yas, etnik koken ve cinsiyet yer alir. Direkt
olarak safen venin kendisi ve bypass yapilacak hedef damar da greft yetmezligi
ile iligkilidir. Bunlar arasinda; damarin c¢apinin artmig olmasi, bdlgesel
genislemeler, dnceden var olan medial hipertrofi ve intimal hiperplazi, venin
cikis alani, bypassin yapilacagi oklizyonun distalindeki arterin durumu, greftin
acik kalma stresinde etkilidir3.

BSV'nin ¢ikarilmasindan saklanmasina ve greft olarak kullaniimasina
kadar gecgen suregte olusan mekanik hasar, barotravma ve hipoksi; intimal
harabiyete neden olmaktadir. Bypass sonrasi degisen kan reolojisi ve pulsatil
kan akimi bu harabiyeti daha da artirmaktadir®?.

Teknik hatalar, tromboz ve vazospazm, ameliyat sonrasi erken donemde
(<30 gun) ven greft basarisizliginin baslica nedenleri iken, intimal hiperplazi ve
ateroskleroz sirasiyla kisa vadede (30 gln ila 2 yil) ve uzun vadede (>2 yil)

BSV greft yetmezligine neden olmaktadirg.

2.3.1. Safen Ven Greft Yetmezligi Patofizyolojisi

2.3.1.1. Akut Donem: Mekanik Hasar ve Oksidoinflamatuar Degisiklik

BSV’nin erken donem yetmezlIiginin kaynaklarindan biri, greft hazirhginda
yasanan mekanik hasardir’®, BSV'nin ¢ikarilmasi ve hazirlanmasi sirasinda
birbirini takip eden ve artan sekilde doku hasari meydana gelir. Bunlarin
nedenleri arasinda mekanik germe, spazmi ¢ozmek ve greft tzerindeki yandal
ve kacgaklarin tespiti icin heparinize salin ile kontrol, koruma solUsyonunda
greftin bekletiimesi yer alir. Ayrica, bypass sonrasi da iskemi reperflizyon hasari
gergeklesird.

BSV’de biyomekanik hasar nedeniyle NO ve PGl2'nin azalmasi; adezyon
molekullerinin (ICAM, VCAM, P-selektin, CD113/CD18 vb.) ve proinflamatuar

sitokinlerin (TNFa, IL-1B, vb.) artmasina neden olacaktir. Bu durum, adezyon
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molekullerinin endotel hucreleri, I0kositler ve trombositler ile etkilesmesine
neden olur®®3', Rho kinaz yolaginin etkisinde aktive olan I6kosit, trombosit ve
endotel hucrelerinden agiga c¢ikan superoksit, peroksinitrit, hipoklorid gibi
oksijen radikalleri dokuda oksido-inflamatuar sireci baglatir3334,

Oksidatif stres, bir¢cok kardiyovaskuler hastalikta damar hasarina aracilik
eden bir mekanizmadir®®. Patofizyolojik durumlarda reaktif oksijen driinlerinin
uretimi artar ve duzensizlesir. Hasarlanmanin ikincil bir aracisi olarak hizmet
eder.

Reaktif oksijen turleri (ROS), vaskiler duz kas hucresi (VSMC)
replikasyonu, gogu ve ateroskleroz ile iligkili hicre ici sistemleri tetikler.
Uyarilabilir ROS kaynaklari arasinda NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, nitrik
oksit sentaz (NOS), siklooksijenaz, lipoksijenaz ve mitokondri yer alir. Ven greft
yetmezliginin dnlenmesinde NADPH oksidaz’in inhibisyonunu igeren terapotik
stratejilere odaklanan calismalar literatirde yerini almistir. NO ile NADPH
oksidaz arasinda dinamik bir denge mevcuttur. NO biyoaktivitesi NADPH
oksidaz’dan dretilen oksijen radikalleri tarafindan engellenir3®.

Vaskuler endotelyal NO sentaz (eNOS) tarafindan uretilen NO, VSMC
replikasyonu ve gocu ile neointima olusumu, trombosit ve l6kosit aktivitesi,
adezyon molekuli ekspresyonu, lipid oksidasyonu ve anjiyogenezi gibi tim
faktorlerin inhibisyonunu igeren vazoprotektif etkiler ortaya gikarir®¢. Bunlar, ven
greft acikligina yararli olabilecek Ozelliklerdir. Tsui ve arkadaslarinin 2002’de
yaptiklari bir galisma, acik cerrahi greft hazirhdinda standart ve dokunmadan
(no-touch) teknikle c¢ikarilan safen venleri karsilastirmistir. Dokunmadan
pedikulli c¢ikarilan safen venlerin media ve adventisyasindaki NOS
kaynaklarinin (her Ug izoform igin gecerli) daha iyi korundugu rapor edilmigtir®37.

Enflamatuar medyatdrler, ven grefti degisiminin tim dénemlerinde kritik
degere sahiptir. DAMP’ler (Hasarla iliskili molekuler kaliplar): Proteoglikanlar, 1si
soku proteinleri, biglikanlar; erken enflamasyonun ilk aracilardir. Endojen
DAMP’ler greftlerin endotel hucrelerinden eksprese edilen TLR’leri (Toll Benzeri
Reseptor) aktive eder. Ven greft yetmezliginin uygulandigi bir fare deneyi
modelinde TLR4’Un genetik silinmesi ve RNA susturulmasi inflamasyonu
baskilamis ve bunun sonucu olarak diga dogru remodeling ve intimal hiperplazi

azalmistir3o38,
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Genel anlamda sitokinler; inflamatuar hudcreleri, VSMC'leri ve endotel
hicrelerini aktive ederek hicrenin remodelingini tetikleyen proinflamatuar
aracilardir. TLR'ler, kalip tanima reseptoru rollerinde, enflamatuar yanitlarin
indlksiyonunda merkezi bir rol oynar®®. TLR3 harig, tim TLR'ler MYD88 yoluyla
sinyal verir; bu yol aktive edilmis B hucrelerinin nikleer faktor k-hafif zincir
arttiricisini (NFkB) aktive eder ve proinflamatuar sitokinlerin induksiyonuyla
sonuglanir®,

Nukleer faktor-k B (NFkB), inflamatuar yanitin orkestra lideri olarak kabul
edilebilir. 150'den fazla uyaran tarafindan aktive edilir ve 150'den fazla genin
transkripsiyonunu dizenler. NFkB tarafindan dizenlenen bir inflamatuar yanitin,
cerrahi manipulasyonlardan sonra toplanan damar orneklerinde gosterildigi bir
calismada, NFkB'nin aktivasyonunu gosteren bantlarin optik yogunlugu
orneklerin gogunda artmistir. Sonug olarak, standart bir cerrahi greft hazirligi
sonrasi damar duvarinda NFkB kaynakli bir inflamatuar yanit indiklenir®.
Deneysel modellerde, NFkB'yi inhibe etmeye yodnelik stratejiler, inflamasyonu
azaltarak intimal hiperplazi olusumunun azalmasini hedeflemektedir3°.

Acik cerrahi ven greft hazirhdi sirasinda sisirilen safen venin basinca
maruz kalan segmentlerini ayri ayri inceleyen bir ¢alismada, inflamasyonun
erken safhalarinda eksprese edilen TLR’ler degerlendiriimistir. Genislememis
ven ile kargilastirildiginda geniglemis vende TLR2’nin mRNA ekspresyonunda
12 ile 25 kat artis gozlenmistir. Ayni zamanda ICAM-1, PECAM-1, TLR2 ve SR-
A gibi hlicre adezyon molekilleri ve inflamasyon biyobelirteglerinin yukari
regulasyonunun BSV’nin intraoperatif distansiyonundan kaynaklandigi

gosterilmigtirt?.

2.3.1.2. Erken Donem: Tromboz ve intimal Hiperplazi

Acik cerrahi ven greft hazirligi, hafif endotelyal soyulma ve eNOS
kaybina yol agarken, hazirligin ex vivo asamalarinin ardindan hasarin daha da
arttig1 goérulmektedir.

Canli ve saglam bir endotel birgok koruyucu role hizmet eder. Endotel
tarafindan salinan NO, vazodilatasyonu tegvik eder ve trombosit yapismasini ve
trombozu onler. Buna karsilik, islevsiz endotel protrombotik &zellikler

gosterir ve hiperplastik lezyonun gelisiminde kritik bir adim olan blylime
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faktorlerini salgilayan dolagsimdaki trombositlerin ve |6kositlerin baglanmasina
izin verir. Bu nedenle, endotelyal soyulma ve oksidoinflamatuar hasarda acgiga
cikan trombojenik, kemotaktik ve vazokonstriktor ajanlar BSV lumeninde erken
doénemde trombuis olusumuna neden olabilird.

Yasanan oksidoinflamatuar surecte aciga c¢ikan yikim Urlnleri ve
sitokinlerle uyariimig duz kas hucreleri ¢ogalarak intimaya dogru hareket
edecektir. Medya ve adventisyada bulunan monositler de makrofaj 6zelligi
kazanarak endotele dogru hareket ederken, bag dokusu hicreleri de miyoblasta
donlsecektir3” 424344 Matriks donlisiim(, diz kas hicrelerinin gogalmasi, gogi
ve apoptozisi, intimal hiperplazi olusumunun oOnemli komponentleridir.
Medyadan intimaya veya anastomoz yapilan arterden greftin intimasina gég¢
esnasinda, duz kas hucreleri pasif kontraktil fenotipten dediferansiye proliferatif
fenotipe donusur. Bu adventisyal fibroblastlardan Uretilen diz kas benzeri
hicreler, superoksit dismutaz’in azalmis aktivitesi nedeniyle diz kas hicrelerine
kiyasla daha fazla superoksit uretirler. Yeniden modellenen damar greftleri
genis bir matriks metalloproteinaz (MMP) repertuvari icerir. MMP’ler damar
duvarindaki kollajeni ve hucredigi matrisin diger bilesenlerini bozarlar. Birbirini
takip eden diz kas hucreleri ve hucre digi matriks kaynakl aracilar, sireci
intimal hiperplaziyle sonlandirirs®,

Son dénemlerde hucre igi bir sinyal molekuld olan mTOR ve onun alt
birimlerinin fizyolojik ve patolojik sureclerdeki roll ile ilgili g¢aligsmalar ilgi
cekmektedir. Alt birimlerinin kardiyovaskuler sistemde uyumsuz ve uyarlanabilir
fonksiyonlarindan dolayl tartismaya ve arastirimaya agiktir. mTOR’un
oksidoinflamatuvar olaylarda rolu oldugu ve mTOR inhibitorleri ile bu
sureglerdeki etkilerinin  tersine c¢evrilebilecegi yeni c¢alismalarda ifade
edilmektedir.

Erken dénem ven greft yetmezlik nedenlerinden intimal hiperplazi ile es
zamanl seyreden diger bir kavram arteriyelizasyondur.

1964 yilinda Sziliagyi ve meslektaslari, arteriyel dolasimdaki artan
basinca uyum saglamak icin bir damarin boyutunda %50'lik bir artis olmasi
gerektigini 6ne sirdiler*s. Bu ilk adaptasyon greftin arter benzeri bir yapi
kazanmasi igin gerekli olsa da, bu sure¢ ayni zamanda onemli dl¢glide ven greft
yetmezligine neden olacaktir. Vendz bypass greftlerinin arteriyelizasyonu,

intimal hiperplazi, geometrik yeniden sekillenme, duvar sertlesmesi ve
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inflamasyon gibi silregleri igerir®®. Hemodinamik streslere duyarli olmasi
nedeniyle Oncelikle endotel araciligiyla damarin geometrik adaptasyonu
gerceklesir. Hemodinamik kuvvetler, geometrik parametrelerle birlikte, kanin
akiginin maksimum verimlilikte kalmasini saglar.

intravaskiiler ultrasonografi (iVUS) ile yapilan c¢alismalarda damar
greftlerinin erken duvar kalinlasmasi ve genislemesinin, implantasyondan
sonraki ilk birka¢ hafta iginde olustugunu ve 6 ay sonra stabil hale geldigini
gosterir*é. Postoperatif ilk yilda, damar greftinin 6nemli bir kismi, damar duvari
kalinlagsmasina adaptif bir yanit olarak daralma veya i¢ce dogru yeniden
remodeling gosterir. Konstriktif ve i¢ce dogru remodeling, ven grefti
arteriyelizasyonuna zarar verir*’. Boylece adaptif yanitla baslayan bu
arteriyelizasyon sureci anormal remodelinge ugrayan greftlerde ven greft

yetmezligine sebep olacaktir.

2.3.1.3. Ge¢ Donem: Ateroskleroz ve Riiptir

Aterosklerotik lezyon, ge¢c dénem ven greft yetmezliginin karakteristik
dzelligidir. insan otopsi serileri, koroner ven greftlerinin dogal arterlere gore
daha hizli aterosklerotik lezyon gelisimine ugradigini gostermistir. Bu koroner
ven greftlerindeki lezyonlar tromboz ve yirtilmalara daha duyarhdir3°,

Koroner lezyonlar onlarca yil boyunca gelisirken, koroner damar
greftlerinde kdpuk hicre gelisimi operasyondan 1 yil sonra bile gézlemlenmisgtir.
Nekrotik cekirdek 2-5 yilda gelisir ve bu nekrotik g¢ekirdege yeni damar
olusumlarinin sebep oldugu plak ici kanama eslik eder®®. Ortalama 5 yilin
ardindan ise plak ici kanamalar ve plak ridptlrleri belirginlesir??.  Plak
yirtiimasina bagl tromboz, ge¢ greft oklizyonunun en olasi mekanizmasidir.

Ge¢ faz yetmezliginin 6zelliklerinden olan; anjiojenik yeni damarlar,
nekrotik ¢ekirdekler, yirtilma ve plak i¢ci kanamalar deneysel bir damar grefti
modelinde hiperkolesterolemik farelerde gozlemlenmistir*®. Ayrica, bu deneysel
fare modelinde TIMP1 (Metalloproteinazlarin doku inhibitért) dizenlemesi,
anneksin-5 , mast hucreleri ve kompleman faktér C5a gibi inflamatuvar
faktorlerin hedeflenmesi sadece intimal hiperplaziyi azaltmamis, lezyon

stabilitesini artirarak ateroskleroz ve plak riptirini de azaltmistir®®®'.  Bu
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calismada, inflamatuvar degisiklikliklerin sadece erken donem degil, ge¢ donem
greft yetmezligi etyolojisinde de etkili oldugunu gérmekteyiz.

Acik cerrahi ven grefti hazirhd: sirasinda akut ven grefti hasarini
azaltmaya yonelik ¢abalar, uzun dénem ven grefti yetmezliklerini azaltma

potansiyeline de sahiptir.

7> Fibroblast Hour Day ‘ Week ‘ > Month > 2 years
LT ggiulomh muscle i | i H

Endothelial cell

R B e T AT

~=— Fibrin —_ — ~ — 477477@' S 4/(;’0 =
Q Monocyte e s A s

& Neutrophil FOoFZOZFO T OCZFSZOZOFC 02 o=
® ruu O S S S

¢ Erythrocyte s @ ‘ ) == o

@ Macrophage i 5 Atherosclerosis

i:) Foam cell ! i Intimal hyperplasia
&% Apoptotic cell ‘:

@ Neovessel ,:_;,

B
@ Vasa vasorae

e

Cholesterol crystals (’% = = _____ : g
— — External elastic SS o S ©°S € i%iw%—%}

laminae oSS oas ososmsomo=mo= oS o . —— @L:!- = =
———= Internal elastic ; ! “‘;\“k_i, e @\

laminae

Sekil 3. Acik cerrahi ven grefti hazirhdi endotel tabakasina zarar verir. Birkag
saat icinde luminal yuzey fibrinden zengin katmanlarla kaplanir ve notrofiller,
monositler ve lenfositler dahil olmak Uzere dolasimdaki beyaz kan hucreleri
fibrin katmanina ve intimaya yapisir ve sizar. Medyadaki duz kas hucreleri ve
adventisyadaki fibroblastlar aktive olur ve intimaya dogru gé¢ etmeye baslar, bu
da intimal hiperplazi olusumuna neden olur. Enflamatuar hucreler gibi damar
duvarindaki hucreler tarafindan salinan buyume faktorleri ve sitokinler, diz kas
hicrelerinin proliferasyonunu arttirir ve hicre disi matriks birikimini indutkleyerek
intimal hiperplazinin daha da buyumesine neden olur. Aterojenik kosullar altinda
ve Ozellikle KABG cerrahisinden sonra damar duvarindaki makrofajlar lipitleri
alip kopuk hiicrelerine dénusebilir. Olen kopik hiicreleri, apoptoz ve kolesterol
birikimiyle nekrotik bir ¢gekirdek olusur. Damar greftlerindeki aterosklerotik sirec,

cizimin Ust kisminda gosterilmektedir®?.

2.4. mTOR ve Kompleksleri

Rapamisinin memeli hedefi (mTOR), katabolik ve anabolik olaylari

duzenleyerek buyime ve metabolizmayr kontrol eden bir sinyal
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molekulidir. 1991 yilinda Paskalya Adasi'nda izole edilen bir bakteri tarafindan
uretilen rapamisine diren¢g kazandiran genleri bulmak igin tasarlanmig
Saccharomyces cerevisiae mayasinda genetik segilim kullanilarak 1994 yilinda
tanimlanan ve saflastirlan mTOR, fosfatidilinositol 3-kinazla iligkili kinazlar
(PIKK) familyasina ait molekul agirligi 289-kDa olan atipik bir serin/treonin
protein kinazdirs3.54,

mTOR, spesifik adaptor proteinlerle etkilesime girer. mTOR kompleks 1
(mTORC1) ve mTOR kompleks 2 (mTORCZ2) olarak iki farkli makromolekuler
kompleks olusturur®.Her iki kompleks de benzer alt bilesenleri paylagsa da
mTORC1 duzenleyici protein Raptor ile iligkilidi, mTORC2 ise Rictor'a
dayanir®®. mTORC1 protein sentezini, hiicre biylimesini, gogalmasini, otofajiyi,
hdcre metabolizmasini ve stres tepkilerini kontrol ederken; mTORC2 hicrenin
hayatta kalmasini ve polaritesini dlzenliyor gibi goriinmektedir®®. mTORC1
sinyali rapamisine duyarlidir. mTORC2, akut rapamisin tedavisine duyarsizdir

ancak uzun sureli tedaviye dolayli olarak duyarlidir®®.

2.4.1. mTOR Komplekslerinin Fizyolojik Rolu

mTORC1 ve mTORC2, cesitli anabolik ve katabolik slrecleri kontrol
ederek hucre ve organizma hemeostazisine araci olur.

mTORCH1; glikolizi aktive etmek, protein, lipid, nikleotid biyosentezini
dizenlemek ve otofajiyi engellemek icin besinleri, blyume faktorlerini ve
hicresel AMP/ATP oranini entegre eder. mTORC2 ise sadece blyume
faktorleri tarafindan uyarilir. mTORC2'nin en iyi karakterize edilen hedefleri,
hicre fizyolojisini birgok yonden dizenleyen Akt (protein kinaz B), protein kinaz
C ve serum/glukokortikoid dizenlemeli kinaz -1 (SGK1) gibi AGC kinaz ailesinin
uyeleridir®.

mTOR degisikliklerinin etkileri Uzerine fare modellerinden elde edilen
veriler, mTOR’'un metabolik sendrom, obezite ve diyabet gibi bozukluklarda
merkezi bir rol oynadigini géstermektedir®’.

mTOR komplekslerinin dogal fizyolojik slreclerdeki reglle edici 6zelligi
bilinmekte ancak patofizyolojik sureclerdeki rolunli anlamaya halen ihtiyag

vardir.
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2.4.2. Patofizyolojide mTOR

MTOR, otofaji de dahil olmak Uzere protein sentezini ve devrini kontrol
eder. Bu sebeple, néronal buyume ve plastisitede rol oynadigi distnulmektedir.
Sinapslardaki uygunsuz derecede yuksek mTORC1 aktivitesi zararhdir.
Ornegin, TSC1 ve TSC2'de heterozigot mutasyonlara sahip fareler, rapamisin
tedavisi ile geri dondirilebilen 6grenme ve hafiza bozukluklari sergilers8.
Alzheimer hastaligi ve Parkinson hastaligi gibi norodejeneretif bozukluklar,
katlanmamigs protein agregatlarinin birikmesi nedeniyle ndéronal plastiklik ve
fonksiyon kaybiyla karakterizedir. Bu bozukluklar da mTOR sinyalleme
dizensizligi ile iligkilidir. Rapamisin tedavisi; protein sentezini asagl yonde,
otofajiyi yukari yonde duzenleyerek yanlis katlanmis protein miktarini azaltir.
mTOR, kinikte ndrodejeneratif bozukluklari tedavi etmek icin hedeflenebilir.
Mevcut literatlirin 1s1ginda, mTOR’un sinyalleme miktarinin néronal sinapslarin
diizglin galigmasi igin hayati Gneme sahip oldugu sdyleyebiliriz®*.

mMTOR sinyallemesinin negatif dizenleyicilerindeki mutasyonlarin neden
oldugu ailesel kanser sendromlarinin varligi, mTOR’un kanserdeki rolintn altini
cizmektedir. Ornegin, TSC1 veya TSC2 kaybi TSC’ye neden olur. LKB1 veya
PTEN kaybi sirasiyla Peutz-Jegher sendromuna ve Cowden sendromuna
neden olur®. Onkogen uyarimi veya timor baskilayicilarin basarisizligi yoluyla
anormal mTOR yolu aktivasyonu; birgok in vitro hiicre hattinda ve in vivo murin
ksenogreft modellerinde timoér blylmesine, metastaza ve anjiogeneze yol
acar®®. mTOR sinyali proliferasyon diizensizligi kosullarinda ve cesitli farkli
kanser formlarinda aktive olur. mTOR yolunun ¢oklu elemanlarinin serbest
birakilmasi; meme, over, bdbrek, kolon, bas ve boyun kanserleri gibi
kanserlerde gorulmustir. Bir mTOR inhibitord olan rapamisin, sitostatik bir ajan
gorevi gorerek glioblastoma, osteosarkom, prostat kanseri, pankreas kanseri,
kUguk hucreli akciger kanseri, meme kanseri ve B hucreli lenfoma gibi timor
tiplerinde tlreyen hicre hatlarinin buylimesini yavaslatir veya durdurur. Direkt
anti-tumor etkilerinin yaninda, rapamisin hucre ¢gogalmasini ve anjiyogenezi de
engeller3. mTOR yolunun, kanser etyolojisinde, gesitli norolojik ve metabolik

hastaliklarda kritik sinyal yolu oldugu anlasiimaktadir.

24



Bobrek hastaliklarinda ise aktivasyonunun zararl oldugu gosterilse de,
farkli olarak akut bobrek hasarinda adaptif bir rol oynar®®. Normal bobrekte
mTOR aktivitesi dlslktir veya yoktur. iskemi-reperfiizyon hasarindan sonra
artar. mTOR'un rapamisin tarafindan inhibisyonu bodbrek iyilesmesini ve
onarimini geciktirir. Rapamisinin bu etkisi, tibuler hicrelerin proliferasyonunun
inhibisyonu ve apoptozunun baslatiimasi seklindeki ikili etkilerinden
kaynaklanmaktadir®®. Kronik bdbrek hastaliginda ise mTOR’un rapamisin
tarafinca inhibisyonu fibrozis, interstisyel inflamasyon ve bdobrek fonksiyon
kaybini iyilestirir. Diyabetik nefropatide rapamisin; hipertrofi, bazal membran
kalinlasmasi ve mezanjiyal matris olusumu gibi diyabetik nefropatiye 6zgl

glomerller degisiklikleri azaltir®’.
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Sekil 4. mTOR Sinyali Ve Hastaliklar: Mutasyona ugramis mTORC1 ve
MmTORC2 sinyal dugumleri. AKT'deki sari daireler fosforilasyon olaylarini
gOsterir. Yesil renkli digimler, fonksiyon kaybi durumunda hastaliga yol agan
proteinleri temsil ediyor. Her molekulin fonksiyon kaybiyla iligkili sendromlar
belirtiimistir. PTEN ve LKB1'in fonksiyon kaybi diger timor trlerinin de ortaya
cikmasina neden olur. Mavi renkli digumler, kanser hastalarinda mutasyona

ugramig veya gogaltilmis proteinleri temsil eder®?.
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2.4.3. Kardiyovaskiler Sistem ve mTOR

Kardiyovaskuler sistemde mTOR yolu hem fizyolojik hem de patolojik
suregleri duzenler. Embriyonik kardiyovaskuler gelisim ve dogum sonrasi
kardiyak homeostazin surdiriimesi igin gereklidir. mTOR fonksiyon kaybi
modellerini iceren calismalar, mTORC1 aktivasyonunun, mekanik asiri yuke
yanit olarak adaptif kalp hipertrofisinin gelisimi igin vazgecilmez oldugunu ortaya
cikardi. mTORC2 ayni zamanda normal kalp fizyolojisi igin de gereklidir ve asiri
basing yukine yanit olarak miyositlerin hayatta kalmasini saglar. Ancak
mTORC1'in kismi genetik veya farmakolojik inhibisyonu, asiri basing ve kronik
miyokard enfarktlisine yanit olarak kardiyak yeniden yapilanmayi ve kalp
yetmezligini azaltir®.

Calismalar, mTOR’un kalp igin hem uyarlanabilir hem de uyumsuz
islevler oynadigini goéstermisti. mMTORC1 veya mTORC2'nin tamamen
bozulmasi, strese yanit olarak telafi edici kardiyak hipertrofinin gelisimini bozar.
Kalbin mekanik ve iskemik hasara uyum saglama yetenegini ortadan
kaldinré384, mTORC1 aktivitesinin genetik veya farmakolojik kismi inhibisyonu,
asiri basing yukine ve kronik miyokard enfarktisine yanit olarak patolojik
hipertrofiyi azaltir, bdylece ventrikller fonksiyonu iyilestirir. Ayrica mTORC1
inhibisyonu, kalp yaglanmasinin yani sira genetk ve metabolik
kardiyomiyopatileri de tersine gevirir®°.

iskemik hasarda giderek artan sayida kanit, mTORCTin enerji
yoksunluguna ve iskemiye karsi kardiyak adaptasyonu duzenledigini
gostermektedir®®. Calismalardan elde edilen genel sonuglar, mTORC1 yolunun
inhibisyonunun miyositlerde adaptif bir yanit oldugunu ve burada otofaji, enerji
korunmasi ve yanlis katlanmis protein birikiminin azaltilmasi gibi hicrenin
hayatta kalmasini tesvik eden mekanizmalari destekledigini gostermektedird®.
Ayrica, Buss ve arkadaslarinin miyokard infarktusunun induklendigi bir fare
deneyinde, mTOR'un inhibe edilmesinin enfarktis bdlgesini kugulttigu, kalp
fonksiyonunu iyilestirdigi ve sol ventrikll boyutlarini azalttigi gértlmastir. Bu
g6zlem, otofajide bir artig, sinirli inflamasyon ve proteazomal bozulmada genel
bir azalma ile baglantiliydi®’.

mTOR inhibitorleri, aterosklerotik plaklara bagli koroner arter

daralmasinin tedavisinde kullanilan ila¢ salinimh stentlerin farmakolojik
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bilesenleri olarak koroner arter hastaligi olan hastalarda yaygin sekilde test
edilmistir. Bu stentlerden salinan mTOR inhibitérleri, vaskller diz kas
hdcrelerinin  proliferasyonunu inhibe ederek, implantasyondan sonra stent

restenoz oranini distrir®.

Tablo 1. mTOR'un kardiyovaskiiler sistemdeki diizenleyici rolleri®®.

Hedefler | mTOR'un biyolojik islevi

Embriyonik kék hiicrelerin proliferasyonunu/farklilasmasim diizenler
Embriyonik kok hiicrelerin pluripotensini korur

Embriyonik kék hiicrelerin uzun siireli yenilenmesini tegvik eder

Kok hiicreler o wer i e ) .
Hematopoietik kok hiicrelerin yaslanmasiyla iliskilidir

Eritropoetin kaynakh osteoblastogenez ve osteoklastogeneze aracilik eder

Endotel progenitor hiicre gelisimini destekler

Programlanmig hiicre 6liimi | Apoptozu ve otofajik hiicre 6ltimiini modiile eder

Endotelyal progenitor hiicrelerin ve endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu tesvik eder
Damarlanma Matriks metaloproteinazlarn inditksiyonunu énler

Anjiyojenezi tegvik eder

Kardiyomiyositleri iskemi/reperfiizyona kars: korur
Kalp-damar hastaligl Kardiyomiyositlerde otofajiyi inhibe ederek kardiyak atrofiyi dnler

Uzun stireli aktivasyon vaskiilopatiye yol acar

2.4.4. mTOR’un inflamasyon ve Oksidatif Stres ile iligkisi

Oksidatif stres ile mTOR sinyali arasindaki etkilesim karmasiktir ¢inku
mTOR yalnizca oksidatif stresi dizenlemekle kalmaz, ayni zamanda oksidatif
stresten de etkilenir''. mTOR'un farmakolojik veya genetik yaklagimlarla
inhibisyonu, nitrik oksit Uretimini iyilestirir ve sigan aortlarinda sitozolik
sliperoksit olusumunu inhibe eder'. Benzer sekilde, farkli deneysel modellerde
yapilan 6nceki ¢calismalar, mTOR inhibitéri rapamisinin ¢esitli organlar tzerinde
antioksidan benzeri bir etkiye sahip oldugunu gostermistir'?'3,

Reho ve arkadaslarinin fare aortik ringlerinde yaptiklari bir ¢alismada
ROS sinyallemesi yoluyla vaskuler endotel fonksiyonunun dizenlenmesinde
mTORC1 sinyallemesinin kritik bir rol oynadigini tanimlamislardir. Hem endotel
hicrelerinde hem de vaskuler halkalarda yapilan c¢alismalarda, yuksek
mTORC1 aktivitesinin pro-oksidan gen ekspresyonunu ve ROS olusumunu
arttirdigini ve bunun endotel aracili vazorelaksasyonun azalmasinda etkili

oldugunu gostermislerdir®®.
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Farelerde DOCA tuzu kaynakl bir hipertansiyon modelinde, mTOR’un
NADPH oksidaz, ERK1/2 ve MAPK’nin artan aktivitesi yolu ile kardiyovaskdler,
renal hipertrofi, oksidatif stres ve kardiyak inflamasyonda rol oynadigi
gosterilmistir. Sonuglar ayrica mTOR'un rapamisin tarafindan inhibisyonunun
DOCA tuzu kaynakh hipertansiyonu hafiflettigini, kardiyovaskuler ve bdbrek
hasarina kars! etkili bir koruma sagladigini gostermistir'©,

Ribeiro ve arkadaglarinin gergeklestirdigi in vitro c¢alismada,
lipopolisakkarid ile yarattiklari inflamasyonda, mTOR aktivasyonunun
monositlerin  aktive olmasina ve kumelenmesine neden oldugunu
gostermislerdir®.

Zimosan kaynakli septik olmayan sistemik inflamasyon yaratilan bir
hayvan c¢alismasinda, mTOR’un hipotansiyon ve oksidatif/nitrozatif stres ile
karakterize edilen bu sok tablosunda sistemik inflamasyona ve ilgili doku
hasarina katkida bulunduguna dair kanitlar sunulmustur. Ayni ¢alismada,
MTOR inhibitéri olan rapamisin, TNF-a ve IL-1B seviyelerindeki tim artislari
tersine cevirmistir ve zimosan uygulamasini takip eden ortalama arteryel
basingdaki dugsme ve kalp atim hizindaki artma gibi kardiyovaskuler etkileri
tersine gevirmistir®.

mTOR, siddetli sistemik inflamatuar yanitla karakterize edilen

hastaliklarin tedavisi igin optimal bir hedef olabilir.

2.5. m-TOR Inhibitérleri ve Kullanim Alanlari

mTOR inhibitorleri, etki bolgelerine gore U¢ kategoride degerlendirilir:
mTOR’un allosterik inhibitorleri, ATP rekabet¢ci mTOR inhibitorleri ve ikili
baglanma bdlgesi inhibitorleri.

mTOR’un allosterik inhibitérlerinden rapamisin, sirolimus olarak da
bilinen ilk mTOR inhibitorudur. Streptomyces hygroskopikus‘tan izole edilmistir.
1999 yilinda ABD Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan organ nakli hastalarinda

imminsUpresif olarak kullanimi onaylanmistir’®.
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Sekil 5. mTOR'un allosterik inhibitorlerinin yapilari ve bunlarin FKBP12 (mavi)
ve FRB (kirmizi) ile baglanma modunu gdsteren gdsterimler. R1—-R4: rapamisin

ve turevleri; R5: rapalog olmayan allosterik inhibitor.

Temsirolimus (R2), everolimus (R3) ve ridaforolimus (R4 ) gibi
rapamisin turevleri, rapamisinin omurga yapisi korunarak farmakokinetik
Ozelliklerinin geligtirildigi diger modifikasyonlardir. Temsirolimusun ileri renal
hicreli karsinomun tedavisinde kullanimi 2007 yilinda FDA tarafindan
onaylanmistir. ilk basta sadece bir imminsipresif olan Everolimus, ayni
zamanda ileri renal hucreli karsinom, subepandimal dev hicreli karsinom ve
tuberoz skleroz dahil onkolojik hastaliklarin tedavisinde onaylanmistir.
Ridaforolimusun oral uygulanmasi, metastatik yumusak doku veya
osteosarkomlu hastalarda plaseboya kiyasla anlamli bir iyilesme ile
sonuclanmistir.

mTOR inhibitérlerinin rapamisin (R1) ile baslayan yolculugu glinimuzde
Torin2 (R31) ‘den sentezlenen R61 bilesiginin kesfine kadar surmustur. Klinik

uygulamalarinin yani sira hayvan ve hucre galismalarinda da literatlre giren

30



tum inhibitorlerin lenfanjioleiyomiyomatozis, meme, over, prostat, kolon kanseri,
glioma, non-Hodgkin lenfoma, tuberoz skleroz, renal hicreli kanser ve
hepatosellller kanser gibi alanlarda kullanimi tanimlanmigtir. Temelde etkilerini
hicre  proliferasyonunu Onleyerek ve  apoptozu tesvik  ederek

gostermektedirler”.

2.5.1. ilag Salinimli Stent (DES) Teknolojisinde Limus Bazl ilaglar

DES gunimuzde semptomatik koroner arter hastaliginin perkdtan
anjiografik tedavilerinde, stent i¢i restenozun 6nlenmesinde altin standarttir. Bu
modifiye stentler, binyesindeki terapétik ajanlari dolasima, plaklara ve gevre
dokulara salmak Uzere tasarlanmistir. Antimitotik, antiinflamatuar, antikoagulan
ve immunsupresif 6zellikler gosteren molekuller/ajanlar stentlere eklenmis ve
klinik olarak test edilmistir’2.

DES'te kullanilan ilaglar arasinda en buyuk ilgi 'limus' ailesiyle iligkili
ajanlar Uzerinedir. Bugune kadar alti farkh limus bazli DES kullaniimistir:
Sirolimus (rapamisin) salinimh stent, Takrolimus salinimli stent, Everolimus
salinimli stent, Biolimus A9 salinimh stent, Zotarolimus salinimh stent ve
Pimekrolimus salinimli stentlerdir. Everolimus, Biolimus A9 ve Zotarolimus;
Sirolimus'un analoglaridir, yani mTOR inhibisyonu Gzerinden ¢alisan ajanlardir.
Pimekrolimus ise Takrolimus'a yapisal benzerligi olan bir askomisindir’2.

Sirolimus salinimli stent, Avrupa ve Kuzey Amerika saglik otoritelerince
onaylanan ilk cihaz olmustur. Sirolimusun kullanimi, vaskiler diz kas
hdcrelerinin  buyime ve gogunu engelleme 06zelliginden taretilmigtir ve
restenozun 6nlenmesinde ¢i§ir agmistir’3.

Everolimus, sirolimus tlrevi bir mTOR inhibitéradar ve gelistirilmis fiziksel
ve kimyasal Ozelliklere sahiptir. Everolimus ile yapilan calismalar, VSMC
proliferasyonunun daha dusuk dozlarda etkili bir sekilde inhibe edilebilecegini
gostermigtir.  Bu molekil DES teknolojisinde 2004 yilindan beri
kullaniimaktadir’.

Sonug olarak, balon anjiyoplasti sonrasi neointima olusumu, restenoz
riskine yol acarak koroner anjiyoplastinin 6nemli bir sinirlayici faktoriydu.
DES'lerin kullanima sunulmasi, koroner lezyonlara dogrudan uygulanan

antiproliferatif ajanlar sayesinde restenoz olusumunu blyuk dlglide azaltmistir.
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Limus ilag ailesi, guiniumlz DES teknolojisinde en yaygin kullanilan ajanlardir.
Bu ilaclar benzer molekuller yapilar tasisalar da, farkh hlcresel hedeflere
sahiptirler. Sirolimus ve turevleri mTOR inhibitorleri olup, kalici klinik faydalar

saglamaktadir’.
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3. GEREGC VE YONTEMLER

Bu calisma, MEU Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun 31.08.2022 tarihli ve
2022/604 sayih Kurul Karari ile gergeklestirilmistir.

3.1. Arastirmanin Tipi

Calisma, prospektif yari deneysel (self-controlled) bir tasarima sahiptir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Ocak 2022'de literatiiriin taramasiyla bagladi. MEU Eczacilik
Fakultesi Farmakoloji Anabilim Dali ve MEU Tip Fakdiltesi Histoloji Embriyoloji
Anabilim Dali 6gretim Uyeleri ve arastirma gorevlileri ile planlama yapildi. Etik
kurul basvurusunun ardindan Agustos 2022'de onay alindi. 01.09.2022-
01.09.2023 tarihleri arasinda, MEU Tip Fakiltesi Hastanesi Kalp ve Damar
Cerrahisi Klinigi'nde; dahil edilme ve diglanma kriterlerini kargilayan 44
hastadan safen ven numuneleri toplandi. Mayis 2023'de MEU Bilimsel
Arastirma Projelerine  (BAP) basvuru gercgeklestiriidi. Ocak 2024’de
biyokimyasal mTOR c¢alismalari MEU Eczacilk Fakiltesi Biyokimya
Laboratuvar’'nda yuratulda. Calismaya eklenen histolojik incelemeler Haziran
2024'te MEU Histoloji Anabilim Dali Laboratuvar’'nda yapildi. Calisma verileri
toplandi ve Selguk Universitesi Tip Fakdltesi Biyoistatistik Anabilim Dali
tarafindan Temmuz 2024’te istatistik calismasi gergeklestirildi. Yazim sureci

tamamlandi ve 12.08.2024 tarihinde tez savunmasi yapildi.

3.3. Calismanin Evreni ve Orneklemi/Galisma Gruplari

Dabhil edilme kriterleri:
i. 01.09.2022 - 01.09.2023 tarihleri arasinda operasyona alinan hastalar.
ii. Koroner bypass cerrahisinde safen ven grefti kullanilarak opere edilen ve
atik materyali saklanmis olan, Bilgilendirilmis Gonulld Olur Formu’'nu
imzalayanlar.

iii.  Koroner arter bypass cerrahisi yapilacak 35-70 yas arasi hastalar.
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iv.  Acil vaka olarak operasyona alinmayan hastalar.
v. Imminsupresif ila¢ kullanmayan hastalar.
vi.  Kronik bobrek yetmezligi bulunmayan hastalar.
vii.  Karaciger fonksiyon testleri bozuk olmayan hastalar.
Digslanma Kriterleri:
i. 01.09.2022 - 01.09.2023 tarihleri arasinda bagvurmamig olanlar.
ii. Koroner bypass cerrahisinde safen ven grefti kullanilarak opere edilen
hastalardan Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formu’nu imzalamayanlar.
iii.  Koroner arter bypass cerrahisi yapilan, 35 yasin altindaki ve 70 yasin
ustindeki hastalar.
iv.  Acil vaka olarak operasyona alinan hastalar.
v. imminsupresif ilag kullanan hastalar.
vi.  Kronik bobrek yetmezligi bulunan hastalar.
vii.  Karaciger fonksiyon testleri bozuk olan hastalar.
Dahil ediime ve dislanma kriteterlerini karsilayan MEU Tip Fakiiltesi Kalp
ve Damar Cerrahisi Klinigi'nde koroner bypass cerrahisi uygulanan hastalarin

safen venleri kullanildi.
3.4. Arastirma Materyali

Dahil edilme ve diglanma kriterlerini karsilayan, koroner bypass cerrahisi
uygulanan hastalarin safen venleri kullanildi. Ayni hastaya ait safen venlerde
islem 6ncesi ve sonrasi mTOR protein dlgtimleri yapildi.
Kontrol grubu: islem éncesi safen vende mTOR protein 6lgimdi.
Calisma grubu: islem sonrasi safen vende mTOR protein dlglimdi.

3.5. Calismanin Degiskenleri

Ven greft hazirhdi isleminden 6nce ve sonra olgilen mTOR proteini

degerleri.
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3.6. Veri Toplama Araglarn

3.6.1. Hasta Sayisinin Belirlenmesi

Yari deneysel calisma tasarimina goére; koroner bypass cerrahisi igin
isleme baslamadan alinan manipule edilmemis safen ven ile manipulasyondan
sonraki safen venin mTOR protein 6lgim ortalamalari arasindaki degisimin
minimum 0.5 (cohen’s d) etki buyukligu altinda; maksimum %35 1. tip hata payi
ve minimum %80 gug ile galismaya dahil edilmesi gereken hasta sayisi 44

belirlenmigtir.

3.6.2. Hasta Segimi

Oncelikle calisma planlanirken dahil ediime ve dislama kriterleri
belirlendi. 01.09.2022—-01.09.2023 tarihlerinde dahil edilme ve diglama
kriterlerini karsilayan ve standart koroner bypass cerrahisi uygulanacak hastalar
preoperatif donemde secildi. Hastanin kendisine operasyon plani agiklandi.
Rutin prosedirde safen venin nasil gikarilacagi, arastirma icin ilk etapta 2 cm’lik
safen ven alinip saklanacagi ve operasyon sonunda rutinde tibbi atik olacak
artan safen ven pargalarindan da 2 cm ayrilip saklanacagi detayl bir sekilde
aciklandi. Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun uygun gérdigi
sablonda Bilgilendirilmis Gonilli Olur Formu (Eriskin Hasta Géndilliler icin)

imzalatildi.

3.6.3. Cerrahi Hazirlik ve Numunelerin Saklanmasi

Safen ven ¢ikarma ve hazirlama prosediirli, Mersin Universitesi Kalp ve
Damar Cerrahisi Klinigi'nin 6gretim Uyeleri ve arastirma gorevlilerinden olugan
ayni cerrahi ekip tarafindan gerceklestiriimistir. Numunelerin uygun saklama
kaplarina alinmasina, kalp ve damar cerrahisi ameliyathanesinde sabit galisan
hemsire ve personel yardimci olmustur.

KABG igin tum hastalara genel anestezi altinda median sternotomi

uygulandi . Es zamanh olarak, genellikle sag bacaktan olmak Uzere, medial
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malleol Uzerinden yapilan kesi ile safen ven goérildu. Bypass yapilacak damar
sayisina uygun olacak sekilde cilt kesisi uyluga kadar uzatildi.

Kontrol grubu(igslem 6ncesi) numuneleri, bu asamada safen ven heniz
herhangi bir manipulasyona maruz kalmadan, distal seviyeden dizgun kesilerle
yaklasik 2 cm uzunlukta alindi. Alinan pargadan bisturi ile 151k mikroskopisi igin
1 cm’lik bir numune daha ayrildi. mTOR calisilacak biyokimya numunesi, uygun
boyuttaki bos eppendorf tuplere konuldu ve ayni binadaki genetik
laboratuvarinin -80°C derin dondurucusuna buz akisi ile transfer edildi®®. Isik
mikroskopisi i¢in ayrilan numune doku takip kasetine alindi ve %10’luk
formaldehit dolu kapakh bir kutuya konarak, histoloji laboratuvarina buz akusu
ile transfer edildi.

Devam eden cerrahi suregte, KABG cerrahisinde rutinde oldugu gibi
safen ven kanule edildi. Kanul ucuna takilan 20cc’lik bir enjektérden uygulanan
salin ile sisirildi. Yandallar belirlendi, gevre dokudan serbestlendi ve yer yer
yapisik yag ve sinir dokudan siyrilirken safen ven adventisyasi soyuldu. Sivi
kagag@i olan yandallar 3.0 ipek suturler ile baglandi, daha kiguk olan yandallara
metal klips kondu. Bu asamalarda istenmeden de olsa ¢ekme ve germeye
maruz kaldilar. Bypassa hazir olan greft, heparinize edilmis serum fizyolojik
bulunan tasa alindi ve Uzerine kanulasyon sirasinda alinan hasta kani eklendi.
Bypasslar suresince her anastomoz sonrasi artan greftler bu solisyonda
bekledi. Her distal koroner anastomozunda kagak kontroll igin safen greft,
kanli ve kansiz salin ile tekrar sisirildi. Proksimal anastomozlara ge¢gmeden
once boy ayarlamasi igin tekrar gigirildiler. Tum bu koroner bypassin distal
anastomoz sureci, her hastada degismekle birlikte ortalama 1 saat surdu.

Calisma grubu (islem sonrasi) icin, en son ayrilan ve artan safen venin
kanlle en uzak ezilmemis kismindan yaklasik 2 cm uzunlukta dizgun bir kesi
ile safen ven alindi. Alinan parcadan bisturi ile 151k mikroskopisi igin 1 cm’lik bir
numune daha ayrildi. mTOR c¢aligilacak biyokimya numunesi uygun boyuttaki
bos eppendorf tipline konuldu ve beklemeden buz kalibi esliginde ayni
binadaki genetik laboratuvarindaki -80°C derin dondurucuya transfer edildi. Isik
mikroskopisi i¢in alinan numune, doku takip kasetine alindi ve %10 formaldehit
iceren kapakl kutuya konularak buz kalibi esliginde histoloji laboratuvarina

transfer edildi.
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3.7. Biyokimyasal Calisma (mTOR Calismasi)

Materyal toplama sureci tamamlandiktan sonra, 44 hastanin kontrol ve
¢alisma numuneleri genetik laboratuvarindaki -80°C derin dondurucudan alindi.
Uygun kutu ve donanimlar saglanarak, numuneler en kisa sirede MEU
Eczacilik Fakultesi Biyokimya Laboratuvari’'na transfer edildi. Numuneler, -80°C

derin dondurucuda muhafaza edildi.
3.7.1. Materyal
3.7.1.1. Sarf Malzemeleri

Aprotinin (A2132, AppliChem, Almanya)

Benzamidin (B6506, Sigma Aldrich, Amerika)

Bradford reajani (B6916, Sigma Aldrich, Amerika)

Ditiyotreytol (A2948, AppliChem, Almanya)

DNA saklama kutusu (81 go6zIu) (3122278, Greiner, Aimanya)
Duz tabanli, 96 kuyucuklu kaltar plaklari (655160, Greiner, Alimanya)
Eppendorf tip (1.5 ml) (616201, Greiner, Almanya)
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (A2937, AppliChem, Almanya)
HEPES (A3724, AppliChem, Almanya)

Kaltur plagi igin yapiskanl kapak (676001, Greiner, Almanya)
Lépeptin (L9783, Sigma Aldrich, Amerika)

mTOR ELISA kiti (MBS2505637, MyBiosource, Amerika)
Otomatik pipet (100-1000 pl) (Socorex, isveg)

Otomatik pipet (0-10 pl) (Socorex, isveg)

Otomatik pipet (2-20 pl) (Socorex, isveg)

Otomatik pipet (20-200 pl) (Socorex, isveg)

Otomatik pipet (Stepper 411, Adjustable Repeater Pipette) (411.5000, Socorex,
isveg)

Pipet ucu (3686290, Greiner, Almanya)

beyaz) (770291, Greiner, Almanya)

mavi) (686290, Greiner, Alimanya)

Pipet ucu (san) (3685290, Greiner, Almanya)

Pipet ucu

Pipet ucu

(
(
(
(
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Sigir serum albumini (SSA) (A7906, Sigma Aldrich, Amerika)
Sodyum ortovanadat (A2196, AppliChem, Almanya)

3.7.1.2. Tecghizat

Derin dondurucu (dik tip, -80 °C) (llshin, Kore)

Derin dondurucu (dikey, 240 L, -20 °C) (2041 ND, Arcelik, Turkiye)

Derin donduruculu buzdolabi (Model 1060 T, Argelik, Turkiye)

Derin donduruculu buzdolabi (Model 4240 T FH, Arcelik, Turkiye)

Hassas terazi (Model APX 200, Denver, Almanya)

Homojenizator (Ultra-Turrax, T25, lka, Almanya)

Manyetik karigtirici (BOE 8056500 magnetic stirrer) (MMS-3000, ACAdapter
220V, Boeco, Almanya)

pH metre (Orion 3 Star, Thermo, Amerika)

Plak okuma cihazi (405, 450, 490, 550 ve 630 nm olmak Uzere bes adet filtreli)
(ELX800, Biotek, Turkiye)

Sogutmal santrifij (Model Mikro 22R, Hettich, Almanya)

Sogutmali Santrifiij (Model H1850R, Cence, Almanya)

Ultrasonik banyo (isitmal, frekans ayarli) (Elmasonic S 40 / (H), Elma,

Almanya)

3.7.2. YOontem

3.7.21. Dokularin Homojenize Edilmesi ve Doku Homojenati

Supernatantlarinin Hazirlanmasi

Doku homojenati supernatantlarinin  hazirlanmasinda daha once
tanimlanan yontemler kullaniimigtir’®. Doku lzerine 1.5 ml HEPES tamponu
(mM: HEPES 20 [pH 7.5], B-gliserofosfat 20, sodyum pirofosfat 20, benzamidin
10, ditiyotreitol 1, sodyum ortovanadat 0.2, sodyum florir 20, etilen diamin
tetraasetik asit (EDTA) 2, I6peptin 20 ve aprotinin 10) eklenerek Ornekler
homojenize edilmistir. Homojenatlar, 23.910 x g'de 10 dakika, 4°C'de santrifQj
edildikten sonra supernatantlar toplanmis, Gzerlerine 50 ml tris (50 mM, pH

8.0)+ KCI (0.5 M) ¢ozeltisi eklenmigtir. Ardindan, supernatantlar ardisik olarak
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2 kez 15 saniye su banyosu sonikatérinde bekletiimis ve 23.910 x g'de 15
dakika, 4°C'de santrifij edilmistir. SUpernatantlar -80°C'de dondurularak

saklanmistir.

3.7.2.2. Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatantlarda Toplam

Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Doku homojenatlarindan hazirlanan supernatantlarda toplam protein
diizeyi Bradford yontemi ile Olglilmistiir’”. Standart olarak kullanilacak SSA %1
(a/h) biciminde distile suda hazirlanan stok ¢oézeltisinden, 0-50 mg/ml SSA
iceren dizi dilisyonlari hazirlanmig ve toplam hacimleri distile su ile 800 ml'ye
ayarlanmigtir. Ayni bigcimde, 5 ml supernatant Uzerine 795 ml distile su
eklenerek 800 ml hacminde ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltiler Gzerine 200 i
Bradford reaktani eklenmis, ardindan bu ¢dzeltilerden alinan 100 ul 6rnek (ayni
ornekten 2 kez olmak Uzere) kiltar plagina aktarilmis ve orneklerin verdikleri
absorbanslar, kudltur plagr okuyucunda 630 nm'de okunmustur. SSA
derisimlerine kargi elde edilen absorbanslardan yararlanilarak, dogrusal
regresyon yontemi ile SSA'nin kalibrasyon dogru denklemleri belirlenmis ve bu
denklemlerden vyararlanilarak, orneklerde okunan absorbans degerlerinden

protein duzeyleri hesaplanmigtir.

3.7.2.3. Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatantlarda mTOR

diizeylerinin dlgulmesi

insan safen ven dokularinda mTOR etkinliginin gostergesi olarak mTOR
dizeyleri uygun kit kullanilarak, prospektuslerinde belirtildigi bicimde ELISA
yontemi ile Olgulmustar.
3.8. Histopatolojik incelemeler

3.8.1. Dokularin Elde Edilisi ve Doku Takibi

Koroner bypass cerrahisi sirasinda ven greft hazirligi isleminden 6nce ve

sonra alinan insan safen ven dokulari, %10’luk tamponlanmig nétral formalin

39



solisyonunda 72 saat bekletilerek tespit edildi. Fikse edilen dokular, akarsuda 2
saat yikandiktan sonra asagidaki isik mikroskobik doku takip protokolune gore
takip edildi.

1. Etil Alkol (%70) 45 dakika
2. Etil Alkol (%80) 45 dakika
3.  Etil Alkol (%90) 45 dakika
4.  Etil Alkol (%96) 45 dakika
5.  Etil Alkol (%96) 45 dakika
6. Etil Alkol (%96) 45 dakika
7.  Etil Alkol (%96) 45 dakika
8. Ksilen 15 dakika
9. Ksilen 15 dakika
10. Ksilen/Parafin(1/1) 1 saat
11. Parafin 1 saat
12. Parafin 2 saat

13. Bloklama

Parafin blok haline getirilen dokulardan, Rotary mikrotom (Leica,
2125RT) ile 5 um kalinhiginda kesitler adeziv lamlara alindi. Alinan kesitler
deparafinize edildikten sonra, hematoksilen - eozin ile asagidaki boyama

protokollerine gore boyandi.

1. Etil Alkol (%96) 10 dakika
2. Etil Alkol (%90) 10 dakika
3.  Etil Alkol (%80) 10 dakika
4. Distile su 2-3 dakika
5. Hematoksilen 1 dakika
6. Akarsuda yikama 5 dakika
7.  Asit alkol 3 saniye
8. Distile su 1 dakika
9.  Amonyakli su 3 saniye
10. Distile su 1 dakika
11. Eozin 3 dakika
12. Distile su 1 dakika
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13.
14.
15.
16.
17.
18.

Etil Alkol (%80)
Etil Alkol (%90)
Etil Alkol (%96)
Ksilen

Ksilen

Entellan ile kapatma

10 saniye
10 saniye
10 saniye
15 dakika
15 dakika

Boyanan kesitler, isik mikroskobu (Olympus BX50 Olympus GmbH,
Almanya) ile incelendi ve dijital kamera (Olympus LC30 Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH, Almanya) ile fotograflandi.

3.9. Arastirmanin Plani ve Takvimi

Arastirma
plani

TEMMUZ
2021
OCAK 2022
AGUSTOS
2022

EYLUL 2022

MAYIS 2023

EYLOL
2023

TEMMUZ
2023

KASIM
2023

OCAK

2024

HAZIRAN
2024

TEMMUZ

2024

AGUSTOS
2024

Tez konusu

X

Literatur
arasgtirmasi

Etik kurul
basvurusu

Etik kurul
onayl

Calisma
Numunesi
Toplanmasi

Bilimsel
arasgtirma
projesi onayl

Calisma
planlama,
malzeme

temini

Biyokimyasal
Calisma

Histopatolojik
Inceleme

istatistiksel
analiz

Tez yaziminin X
tamamlanmasi
Tez X
savunmasi
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3.10. Veri Toplama Araglarinin Degerlendirilmesi

Verilerin ¢6zUmlenmesinde, surekli yapidaki veri yapilarina iligkin
istatistik yapilirken ortalama ve standart sapma, oOzelliklerin minimum ve
maksimum degerleri; kategorik degiskenleri tanimlarken ise frekans ve yuzde
degerleri verilmistir.

mTOR protein dizey Olgim ortalamalarinin zamana goére degisimini
(islem oOncesi ve iglem sonrasi) degerlendirmede paired t test istatistigi
kullaniimistir.

Verilerin istatistiksel agidan anlamlilik dizeyi p<0,05 olarak alinmistir.

Verilerin degerlendiriimesinde IBM SPSS 25 version istatistik paket
programlari kullaniimistir.

Surekli dlgumlerde Merkezi Limit Teoremi uygunluk nedeniyle parametrik
testler kullanilmistir®’,

Veri kullanilabilirligi  bildirimi; mevcut calisma sirasinda olusturulan
ve/veya analiz edilen veri kumeleri, makul talep Uzerine ilgili yazardan temin

edilebilir.

3.11. Arastirmanin Sinirhiliklari

Calismamizdaki safen venlerin greft olarak hazirlanirken cerrahi
manipulasyona maruz kalma sureleri, vakada yapilan bypass sayisina goére
degismektedir.

Bypass sonrasi pulsatil akima ve reperfuzyona maruz kalan safen ven
duvarindaki mTOR aktivasyonunu bilmemekteyiz.

Ayrica, arastirma modelimizde rapamisin kullanilamamasi ve histolojik
incelemelerin istatistiksel g¢alisma yapilacak sayida olmamasi, arastirmamizin

sinirliliklari arasinda yer almaktadir.

3.12. Etik Kurul Onay!

Arastirmamizin gergeklesmesinde, T.C. Mersin Universitesi Rektorliigu
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan 03.08.2022 tarihli ve 2022/604 sayili
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kurul karari ile etik sakinca bulunmadigina oy birligi ile karar verilmistir. Etik

kurul onaylari eklenmisgtir.

43



4. BULGULAR

4.1. Hasta Tanimlayici Bulgulari

Calismaya 44 koroner bypass hastasi dahil edilmistir. Hastalarin yasi

minimum 36, maksimum 70 olup, ortalama yas ve sapma deg@eri 60.8+8.3 idi.
Hastalarin %13.6’s1 kadin, %86.4°'0 erkekti. Hastalarin %63.6'sinda sigara

kullanimi mevcutken, kronik hastalik durumlarinda

%47.7’sinde diabetes

mellitus (DM), %43.2’sinde hipertansiyon (HT) ve %63.6’sinda hiperlipidemi

(HL) tanisi vardi. Kreatinin (mg/dL) 6lgimi minimum 0.40, maksimum 1.80

degerinde iken, ortalama ve standart sapma degeri 0.78£0.25 idi. Ejeksiyon

Fraksiyonu (EF) 6lgimuU minimum 30, maksimum 65 iken, ortalama ve standart

sapma degeri 50.9+7.8 idi.

Tablo 2. Hasta Tanimlayici istatistikleri (n=44)

MeanzSD Min-Max
Yas 60.8+8.3 36-70
Kreatinin (mg/dL) 0.78+£0.25 0.40-1.80
EF 50.917.8 30-65

Sayi (n) Yiizde (%)

Cinsiyet
Erkek 38 86.4
Kadin 6 13.6
Sigara Kullanim
Yok 16 36.4
Var 28 63.6
DM
Yok 23 52.3
Var 21 47.7
HT
Yok 25 56.8
Var 19 43.2
HL
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Yok 16 36.4

Var 28 63.6
DM : Diabetes Mellitus HT : Hipertansiyon HL : Hiperlipidemi EF : Ejeksiyon Fraksiyonu

4.2. Biyokimyasal / mTOR Caligsma Bulgulari

Biyokimya numuneleri -80°C derin dondurucuda saklanmis ve hedef
saylya ulagilinca Eczacilik Fakultesi Biyokimya Laboratuvar’na uygun
kosullarda transfer edilerek teslim edilmistir.

Gereg ve yontemler kisminda belirtilen sarf malzemeler ve ekipman ile
doku homojenati supernatantlarinin hazirlanmasinda daha oOnce tanimlanan
yontemler kullaniimistir’®. Doku homojenatlarindan hazirlanan stipernatantlarda
toplam protein diizeyi Bradford yéntemi ile dlglimistir””. insan safen ven
dokularinda mTOR etkinliginin gdstergesi olarak mTOR dulzeyleri uygun kit

kullanilarak prospektuslerinde belirtildigi sekilde ELISA ydntemi ile dlgulmustar.

Tablo 3. Manipule Edilmemis Safen Ven ile Manipulasyondan Sonraki Safen

Ven mTOR Protein Olciim Ortalamalari Arasinda Fark Degerlendirmesi

islem Oncesi islem Sonrasi p degeri
OrtalamatStandart OrtalamatStandart
Sapma Sapma
mTOR(ng/ml/mg 7.02+2.51 7.51+2.78 0.41
protein)

Paired t test

Greft ven hazirhdi isleminden énce ve sonraki safen venin mTOR protein
Olcim ortalamalari arasinda fark durumu degerlendirildiginde;

Koroner bypass cerrahisi i¢in isleme baglamadan 6nce alinan manipule
edilmemis safen venin mTOR(ng/ml/mg protein) ortalama ve standart sapma
degeri 7.02+2.51 iken, islemden sonra alinan safen venin mTOR (ng/ml/mg
protein) ortalama ve standart sapma degeri 7.51+2.78 idi . islem 6ncesi ve
sonrasi mTOR (ng/ml/mg protein) dlgim ortalamalari arasinda anlamli bir fark

bulunmadi  (p=0.41>0.05). Sonug¢ olarak, safen venin greft olarak
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hazirlanmasinda gelisen hasarin mMTOR aktivasyonunu etkilemedigi

gorulmustar.

4.2.1. Verilerin istatistiksel Degerlendirilmesi

Verilerin ¢ozumlenmesinde, surekli yapidaki veri yapilarina iliskin
istatistik yapilirken ortalama ve standart sapma, Ozelliklerin minimum ve
maksimum degerleri; kategorik degiskenleri tanimlarken ise frekans ve ylzde
degerleri verilmigtir.

mTOR protein dizey Olgim ortalamalarinin zamana goére degisimini
(islem oOncesi ve islem sonrasi) degerlendirmede paired t test istatistigi
kullaniimistir.

Verilerin istatistiksel agidan anlamhlik dizeyi p<0,05 olarak alinmigtir.

Verilerin degerlendiriimesinde IBM SPSS 25 istatistik paket programi
kullaniimistir.

Surekli dlgumlerde Merkezi Limit Teoremi uygunluk nedeniyle parametrik

testler tercih edilmistir®”.

4.3. Histopatolojik inceleme Bulgulari

Isik mikroskobik incelemeler igin islem dncesi venlerden hazirlanan ve
hematoksilen - eozin boyasi ile boyanan kesitler incelendiginde, tunika intima,
tunika media ve tunika adventisya normal yapida izlendi. Tunika intimada,
endotel hicrelerinin normal yapida oldugu gozlendi (Resim 2).

islem sonrasi gruba ait kesitlerde, tunika intima tabakasinda bdlgesel
endotelyal hucre kaybi goézlendi. Ayrica, endotel hicrelerinin sekillerinin daha

igsi ve elonge yapida oldugu saptandi (Resim 3).
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Resim 2. islem éncesi gruba ait (kontrol) safen vende liimen (L), endotel
(ok),tunika medya (TM) ve tunika adventisya (TA). A) x40; B) x100; C) x200; D)
x400, H&E

47



Resim 3.islem sonrasi gruptaki (calisma) safen vende limen (L), igsi ve

elonge endotel hucreleri (ok), endotel kaybi olan bdlgeler (ok basi), tunika
medya (TM) ve tunika adventisya (TA). A) x40; B) x100; C) x200; D) x400, H&E

48



5. TARTISMA

Aterosklerotik kalp hastaliklari gunumuzde hala 6nemli mortalite ve
morbidite sebepleri arasinda yer almaktadir. Koroner bypass cerrahisinin
uygulanmaya baslanmasindan bu yana perkutan koroner girisimlerde onemli
gelismeler yasansa da, KABG cerrahisinin diyabetik ve coklu lezyona sahip
hastalarda perkitan koroner girisimlere tstiin oldugu literattirde belirtiimistir.

KABG cerrahisinde revaskularizasyon, hastadan alinan damar greftleri ile
gergeklestirilir. 1960°h yillarin sonlarinda safen venin aortokoroner bypasslarda
rutin kullanimi baslamistir ve giiniimiizde de tercih edilmektedir. IMA, radyal
arter, gastroepiploik arter gibi arteryal greftlerin kullanimi zaman iginde
cerrahiye kazandiriimistir. Arteryel greftlerin, venoz greftlere gore agik kalma
oranlari daha yiiksektir. Oyle ki, IMA grefti kullanimi secili hastalarda altin
standart haline gelmistir’®. KABG cerrahisine alinan hastalarin geneli goklu
damar lezyonuna sahip oldugundan, arteryal greftlerin yetersiz kalmasi
nedeniyle venoz greft kullanimi yaygindir. BSV, uzun olmasi, seri
cikarilabilmesi ve spazmdan az etkilenmesi 6zellikleriyle vendz greft tercihinde
ilk secenektir. GUnumuzde yapilan KABG vakarinin %80’inden fazlasinda
kullaniimaktadir??.

Safen venin yaygin kullanimi, safen ven greftlerinin acgik kalma
oranlarinin 6nemine dikkat c¢eker. Cerrahi sonrasi ilk bir yilda safen ven
greftlerinin %15'i oklide olurken, 10 yilda bu oran %50-60’lara gikmaktadir?®.
Ven greft yetmezliginin risk faktorleri arasinda demografik 6zelliklerden ileri yas,
kadin cinsiyet, sigara igmek, dislipidemi®® , diyabet?®' ve kronik bobrek hastali§i®?
yer alir. Venin kalitesinin dislik olmasi ve dnceden var olan medial hiperplazi
gibi safen venin direkt kendisinden kaynaklanan degisiklikler de 6nemlidir3.
Bypassin yapilacagi dogru arteryel segmentin secimi (run-off) ve anastomoz
teknigi, operator kaynakli ven greft basarisizligi nedenlerinden sayilabilir. Venin
greft olarak hazirhdr sirasinda gecirdigi islemlerin greft yetmezligine etkisi,
Uzerinde sikga c¢alisilan bir konudur. Calismamiz da bunun Uzerine
sekillenmisgtir.

Safen venin greft olarak hazirliginda, bacaktan acgik cerrahi ile
cikarilirken istenmeden gergeklesen mekanik manipulasyonlar, kagak kontrolU

sirasinda sisiriimesi ve operasyon surecinde kanli salin i¢cinde beklemesi, ven
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intimas| Uzerinde bir dizi oksidatif ve inflamatuvar mekanizmay tetiklemektedir.
Ayrica cerrahi manipulasyonlar, ven endoteli Uzerinde yer yer kayiplara ve
hdcrelerin yassi igsi bir gorunim almasina neden olmaktadir. Calismamizdaki
histopatolojik  degerlendirmelerde manipulasyona ugramis safen ven
kesitlerinde bu degisiklikleri sinirl sayida 6rnekte gézlemledik ve bulgularimizia
uyumlu kesitleri galismamiza ekledik.

Canli ve saglam bir endotel birgcok koruyucu rol Ustlenir. Endotelden
salinan NO, vazodilatasyonu artirir ve trombosit kiimelenmesini énler. islevsiz
bir endotel ise protrombotik karakterdedir ve dolagimdaki buylume faktorleri
salgilayacak olan trombosit ve I|0kositleri baglayarak hiperplastik lezyon
gelisimine katkida bulunur. Bu endotelyal soyulma, oksidatif ve inflamatuvar
degisikliklerle aciga c¢ikan trombojenik, kemotaktik ve vazokonstriktor ajanlar
aracihgiyla akut donemde trombils olusumuna neden olabilir?®3’. Calisma
grubumuzda saptadigimiz endotelyel kayiplar ve hicre yassilagsmalari,
manipulasyona ugramis safen venin akut déneminde yasadigi mekanik hasarin
gostergesi olarak kabul edilebilir.

Greft hazirligi evresinde baslayan oksidatif ve inflamatuvar degisikliklerin
etkisi, greft pulsatil arteryel dolasima kazandirilinca degisen kan reolojisi ile
birlikte artacaktir. Sitokinler ile uyarilmis duz kas hucreleri ¢ogalarak intima
tabakasina dogru hareket eder®3. Medya ve adventisyada bulunan monositler,
makrofaj 6zelligi kazanarak endotele dogru hareket eder. Bag dokusu htcreleri
de miyoblasta donlUsur. Yasanan matriks donudsimu, intimal hiperplazi ile
sonuclanir. intimal hiperplazi, bypass sonrasi ilk iki yilda gériilen greft yetmezIigi
nedenlerinden biridirt’,

Enflamatuar medyatorler, ven greftinin degisim sureclerinde kritik bir
dneme sahiptir. Ornegin, ven greft yetmezligi (izerine yapilan bir fare deneyi
modelinde TLR4(Toll Benzeri Reseptdr 4)'Uin genetik silinmesi, inflamasyonu
baskilamig ve intimal hiperplazi azalmistir®®. Enflamatuvar aracilarin etkisi, uzun
donem greft degisikliklerinde de gozlenir. Hiperkolesterolemik farelerde
uygulanan bir damar grefti modelinde, TIMP1(Metalloproteinazlarin doku
inhibitérd)’in dizenlenmesi, anneksin-5, mast hicreleri ve C5a gibi inflamatuvar
faktorlerin hedeflenmesi, ateroskleroz ve plak rlptlrini azaltmigtir4®50.

Ven greft yetmezliginde rol oynayan inflamatuar aracilar ve reaktif oksijen

turleri ile ilgili pek ¢ok calismaya, yaptigimiz literatur taramasinda rastladik.
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Buna ragmen, PIKK (Fosfatidilinositol 3-Kinazla iliskili Kinazlar) ailesine ait bir
tirozin kinaz olan mTOR’un bu slregteki aktivasyonuna yonelik bir ¢calismaya
ulasamadik. Gunumizde mTOR inhibitord olarak kullanilan Rapamisin
(Sirolimus) ve turevleri, sayisiz kanser turinde, ailesel sendromlarda, organ
reddinin 6nlenmesinde ve ila¢g kapli stentlerde kullanim alani bulmustur.
Temelde etkilerini hiicre proliferasyonunu onleyerek ve apoptoza tesvik ederek
gostermektedir’’. Rapamisin ve turevlerinin etki mekanizmasi ve kullanim
alanlari tanimlanmis olmasina ragmen, mTOR komplekslerinin normal igleyisi
ve patofizyolojik sureglerdeki rolleri halen yogun arastirma konusudur. Son
yillarda hayvan modelleriyle gercgeklestirilen c¢alismalar, mTOR yolunun,
oksidatif ve inflamatuar mekanizmalarin tetiklendigi patolojilerde aktif rol aldigini
ve bu sureglerin 6nine mTOR inhibitorleri ile gecilebildigini gostermigtir. Bu
gelismeler, bizi koroner bypass cerrahisinin dnemli bir konusu olan ven grefti
yetmezliginin ilkk basamaginda mTOR’un etkisini arastirmaya yonlendirdi.

Safen ven hazirlanirken  adventisyasindaki  vazo-vazorumlarin
batinliguna yitirmesi, media tabakasindaki duz kas hacrelerinin  normal
islevlerini kaybetmesi ve en dnemlisi endotel hucrelerinin yer yer silinmesi ile
olusan morfolojik ve fonksiyonel bozukluk, NOS enziminin azalmasi ile
sonuglanir. Dolayisiyla L-arginin’den sentezlenen NO dlzeyi azalacaktir. Potent
bir vazodilator olan NO’nun, trombosit agregasyonunu ve I6kosit adezyonunu
onleyici etkileri vardir®*.  Fare arterlerinde yapilan bir galismada, hidrojen
peroksit ile 3 saat islem géren damar preperatlarinda mTOR aktivasyonunda
artis ve mTOR inhibitéri eklenen o6rneklerde NO seviyerinde ve kasiima
fonksiyonlarinda iyilesme gozlenmisgtir'4.

Endotelyal kaybin bir sonucu olarak, altta yatan ekstraselluler matriks
proteinleri dolagsima maruz kalir ve trombojenik Iiminal ylizeyde trombosit ve
fibrin birikimi tesvik edilir. Doku faktoérl, trombin olusumunu baslatmak icin
kullanilabilir hale gelir ve ven duvarindaki bozulmus NO ve prostasiklin Uretimi,
trombosit agregasyonunu daha da artinr®®.  Aslan ve arkadaslari, insan
trombositlerinin aktivasyon ve agregasyonunda mTOR sinyallemesinin etkili
oldugunu gostermistir®®. Yine baska bir galisma antifosfolipit sendromunda
trombosit hiperaktivitesine mTORC2 yolunun yukari regilasyonu eslik etmistir.

Safen ven greft bagarisizliginin surekliligi, damarin maruz kaldigi iskemik

sure¢ ve sonrasinda gelen reperflizyon ile iligkilidir. Cerrahi hazirlik evresinde
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yasanan mekanik hasar, endotelyal soyulmayla birlikte ekstraselliler matrikste
hasara neden olur. Ardindan gelen reperflizyon sureciyle ekstraselliler matriks
proteinleri kan akigina maruz kalir ve trombositleri aktive eder. Bunun
sonucunda kemotaktik, trombojenik ve vazokonstriiktor ajanlar agiga gikar®?.
iskemi ve reperfiizyonun modellendigi bir fare deneyinde; 4 saatlik iskemik
surece maruz birakilan fare arka bacaklarinda, 4 saatlik reperfiizyon sonrasi
aciga cikan oksidatif-nitrozatif stres ve inflamatuar yolaklardaki degisimler
mTOR sinyali ile iligkilendiriimis ve mTOR’un segici inhibitéri Rapamisin ile
degisiklikler tersine gevrilmigtir®.

Calismamizda, cerrahi ven hazirlidina baslamadan dnce mekanik hasara
ve iskemiye maruz kalmayan safen venleri islem oncesi grup olarak ayirdik.
Yaklasik 1 saatlik cerrahi hazirlik ve distal bypasslar sonrasi artan safen
venlerini ise islem sonrasi grup olarak ayirdik. Ayni hastaya ait iki numune
arasindaki mTOR protein odlglimlerini yaptik. islem sonrasindaki mTOR
degerleri bir miktar ylUksek olmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamli bir
degisim saptanmadi. Calismaya aldigimiz safen venlerin ortalama iskemi
surelerinin 1 saat oldugunu dusuindigumuzde, mTOR sinyal aktivasyonu igin
yetersiz kaldigini gérmekteyiz. Reperflizyon sonrasi olusabilecek mTOR sinyal
aktivasyonunu ise mevcut insan deneyi modelimizde gostermek mumkin
goérunmemektedir.

Oksidoinflamatuvar degisimlerin  gergeklestirildigi ¢alismalarda, bu
yolaklar zymosan, lipopolisakkarit, DOCA tuzu gibi ekzojen kaynaklarla
uyariimigtir. Bu maruziyetlerin en az 4 saati astigi ve bazi c¢alismalarda
haftalarla Olglldiginid  gormekteyiz'®1570,  Calismamizda oksidatif stresi
artiracak ekzojen bir ajan kullanmamis olmamiz, rutin prosedurimuizde oldugu
gibi maksimum 6zenle ven greft hazirligi yapmamiz ve surecin ortalama 1 saat
aras| surmesi gibi sebeplerle sonuglarda anlamh degisiklik saptamadigimizi
dusunmekteyiz.

MTOR, spesifik adaptor proteinlerle etkilesime girer. mTORC1 ve
MmTORC2 olarak iki farkli makromolekiler kompleks olusturur. Calismalar,
kardiyovaskuler sistemde mTOR’un farkli kompleksler araciligiyla hem
uyumsuz hem de uyarlanabilir roller Ustlendigini gdstermektedir®>. mTOR’un alt
birimlerinin  patofizyolojik sureclerde rolleri gunumuzde halen arastirma

konusudur. Calismamizda mTOR’'un hangi altbirimlerinin aktive oldugu
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bilinmemektedir. islem &éncesi ve sonrasi safen venlerdeki mTOR protein
Olcimlerinde anlamli bir fark bulunmamasinda, mTOR’un farkh altbirimlerinin
aktif olmus olabilecegi intimali de degerlendirilebilir.

Arastirmamiza kaynak olarak gosterilen calismalarda simuile edilen
patofizyolojik sureglerin, rapamisin ile tersine cgevrilebildigi gorlulmuastir; bu
nedenle mTOR sinyali ile iligkili bulunmustur. Arastirmamizin en &nemli
sinirhh@i, rapamisin uygulama imkanimizin olmamasidir. mTOR sinyali ile
baglantili  patofizyolojik yollarda, mTOR’'un aktivasyon suresini ve alt
komplekslerinin kaskattaki diger molekullerle baglantilarini agiklayan ¢alisma ve
analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Koroner bypass cerrahisinde uzun vadeli basari, ven greftlerinin
acikhgina baghdir. Postoperatif donemde yasanan ven greft yetmezIigi, yasam
suresi ve kalitesini etkileyen onemli bir sorundur. Caligmamizda guncel
literatirden edindigimiz verilerle ven greft yetmezliginin patofizyolojik
mekanizmalarina detayli degindik. Bugun, ven greft hazirhdinda klasik
uygulamalar ve cerrahi manipulasyonlarin, ven greft yetmezligine olan olumsuz
etkisini bilmekteyiz. Bu olumsuz etkilerin 6nline ge¢gmek igin zaman iginde
pedikulli ¢gikarma, dokunmadan teknik, soguk koruma soltsyonlari kullaniimasi
gibi uygulamalar gelistiriimigtir. Akut donemde gelisen ve ge¢ donem
yetmezliklerine de oOncu olan endotel hasari ve oksidoinflamatuar hasarin
gelismesinde hangi molekdllerin araci olduguna dair yeni ¢alismalara ihtiyag
vardir. Calismamiz, bir sinyal molekulld olan ve enflamatuvar araci rolleri bilinen
mTOR’un insan safen veninde gosteriimesi agisindan bu alandaki eksige 6rnek
teskil etmektedir. Umudumuz gelecekte safen venlerde mTOR aktivasyonunun,
daha genis galisma gruplariyla ve reperfuzyon sudrecinin de dahil edildigi bir
modelde gosteriimesidir. Bdylece mTOR’un spesifik inhibitorleri ile ven greft

yetmezliginin diger faktorlerden bagimsiz engellenebilecegini disinmekteyiz.
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6. SONUC

Koroner bypass cerrahisinin basariyi etkileyen en 6nemli sorunu, ven
greft yetmezIigi olarak gorulmektedir. Acik cerrahi yontemle safen venin greft
olarak hazirliginda, ven IlUmeninde erken donemde endotel hasari ve
oksidoinflamatuar degisiklikler baglamaktadir. Cerrahi greft hazirhdi isleminden
gecen safen venlerde 1sik mikroskopisinde endotelyal soyulma ve hicre
yassilasmalarini ¢alismamizda gormekteyiz. Morfolojik degigiklikler haricinde
gelisen nitrik oksit seviyelerinde disme ve enflamatuvar markerlarda artislar,
erken dénem ve ge¢ ddonem ven greft yetmezliklerinde olumsuz etkiler
yaratmaktadir. Hicre igi bir sinyal molekili olan mTOR’un inhibe edildigi
calismalarda ve hayvan deneylerinde enflamasyonda azalma, hicre
proliferasyonunda azalma ve oksidatif stresin yarattigi degisikliklerde geriye
donus gozlenmektedir. Calismamizda acgik cerrahi ven greft hazirligindan gegen
safen venlerdeki mTOR degerlenlerinde, islem o&ncesi degerlere goére
istatistiksel olarak anlamh bir artis gbzlenmedi. Bu veriye gore mTOR
aktivasyonunu gozlemlemek igin 1 saatlik islem suresinin yetersiz oldugu ve
mTOR’un farkh alt komplekslerinin aktive olmus olabilecegi sonucuna vardik.
Daha genis calisma gruplari ile sadece iskemi sonrasi degil, iskemi reperflizyon
sonrasi safen venlerde mTOR protein ve ilgili komplekslerinin dlgimunin

gerceklestiriimesi gerektigi kanaatine vardik.
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AGC
Akt
BAP
BSV
DAMP
DES
DM
DOCA
EDTA
EF
ELISA
eNOS
ERK1/2
FDA
FKBP
FRB
HEPES
HL
HT
H&E
ICAM-1
IL1B
iIMA
KABG
KSV
LAD
LKB1
MAPK
MEU
MMP
MYD88
mTOR

8. SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

: cAMP-bagimli, cGMP-bagimli ve Protein Kinaz C
: Protein Kinaz B

: Bilimsel Arastirma Projeleri

: Blyuk Safen Ven

: Hasarla iligkili Molekiiler Kaliplar

: llag Salinimli Stent

: Diabetes Mellitus

: Deoksikortikosteron Asetat

: Etilendiamintetraasetik Asit

: Ejeksiyon Fraksiyonu

: Enzim Baglantili Imminosorbent Testi

: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

: Hiicre Dis1 Sinyal Diuzenlemeli Kinazlar
: Amerikan Gida ve ilac idaresi

: Takrolimus / FK506 baglayici proteinler
: FKBP—rapamycin binding

: 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit
: Hiperlipidemi

: Hipertansiyon

: Hematoksilen Eozin

: Hucre ici Adezyon Molekulu - 1

. interlokin - 1B

: internal Mammarian / Torasik Arter

: Koroner Arter Bypass Greft

: Kliglik Safen Ven

: Sol On inen Arter

: Liver Kinaz B1

: Mitogenle Aktive Olan Protein Kinaz

: Mersin Universitesi

: Matriks Metalloproteinaz

: Miyeloid Farklilagsma Birincil Tepki 88

: Rapamisinin Memeli Hedefi
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mTORCA1
mTORC2
NFkB

: mTOR Kompleks 1
: mTOR Kompleks 2
: NUkleer Faktor Kappa B / Aktif B Hucrelerinin Nukleer Faktoru

Kappa-Hafif Zincir Guglendiricisi

NO
NOS
PECAM-1
PIKK
PGIl2
PTCA
PTEN
Raptor
Rheb
Rictor
ROS
SGK1
SR-A
SSA
TIMP1
TNFa
TLR
TSCA1
TSC2
VCAM
VSMC

: Nitrik Oksit

: Nitrik Oksit Sentaz

: Platelet Endotelial Adezyon Molekulu

: Fosfatidilinositol 3-Kinazla iligkili Kinazlar

: Prostasiklin

: PerkGtan Transliminal Koroner Anjioplasti

: Fosfataz ve Tensin Homologu

: mTOR'un Diizenleyici iligkili Proteini / RPTOR
: Beyinde Zenginlestiriimis Ras Homologu

: Rapamisinin Memeli Hedefinin Rapamisine Duyarsiz Arkadasi
: Reaktif Oksijen Turleri

: Serum / Glukokortikoid Duzenlemeli Kinaz 1

: Copcl Reseptoru A

: Si1gir Serum AlbUmini

: Metalloproteinazlarin doku inhibitoru

: Tumor Nekroz Faktoru Alfa

: Toll Benzeri Reseptor

: TUberoz Skleroz Kompleksi 1 / Hamartin

: Tuberoz Skleroz Kompleksi 2 / Tuberin

: Vaskuler Hucre Yapisma Proteini

: Vaskuler DUz Kas Hiicresi
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10. SEKILLER DIZiNi

Sekil 1. Blyuk Safen Ven ve Kuglk Safen Ven Anatomisi 14
Sekil 2. Safen Ven Histolojisi 15
Sekil 3. Cerrahi damar grefti hazirligi endotel tabakasina zarar verir. Birkag
saat iginde luminal yuzey fibrinden zengin katmanlarla kaplanir ve nétrofiller,
monositler ve lenfositler dahil olmak tzere dolasimdaki beyaz kan hicreleri
fibrin katmanina ve intimaya yapisir ve sizar. Medyadaki duz kas hucreleri ve
adventisyadaki fibroblastlar aktive olur ve intimaya dogru gé¢ etmeye baslar,

bu da intimal hiperplazi olusumuna neden olur. Enflamatuar htcreler gibi

damar duvarindaki hicreler tarafindan salinan blyume faktorleri ve sitokinler,
duz kas hucrelerinin proliferasyonunu arttirir ve hicre digi matriks birikimini
indukleyerek intimal hiperplazinin daha da buyumesine neden olur. Aterojenik
kosullar altinda ve 6zellikle KABG cerrahisinden sonra damar duvarindaki
makrofajlar lipitleri alip képuk hiicrelerine donusebilir. Olen képlk hiicreleri,
apoptoz ve kolesterol birikimiyle nekrotik bir ¢ekirdek olusur. Damar
greftlerindeki aterosklerotik sureg, gizimin Ust kisminda gosteriimektedir. 22
Sekil 4. mTOR Sinyali Ve Hastaliklar: Mutasyona ugramis mTORC1 ve
mTORC2 sinyal dugumleri. AKT'deki sari daireler fosforilasyon olaylarini
gosterir. Yesil renkli digumler, fonksiyon kaybi durumunda hastaliga yol agcan
proteinleri temsil ediyor. Her molekulun fonksiyon kaybiyla iligkili sendromlar
belirtiimigtir. PTEN ve LKB1'in fonksiyon kaybi diger tiumar turlerinin de

ortaya ¢ikmasina neden olur. Mavi renkli dUgumler, kanser hastalarinda
mutasyona ugramis veya ¢ogaltilmis proteinleri temsil eder. 26
Sekil 5. mTOR'un allosterik inhibitorlerinin yapilari ve bunlarin FKBP12

(mavi) ve FRB (kirmizi) ile baglanma modunu gosteren gosterimler. R1-R4:

rapamisin ve turevleri; R5: rapalog olmayan allosterik inhibitor. 30
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11. RESIMLER DiZziNi

Resim 1. Acik Cerrahi Safen Ven Grefti Hazirligi (solda) ve Endoskopik
Safen Ven Grefti Hazirhgi

Resim 2. islem éncesi gruba ait (kontrol) safen vende liimen (L), endotel
(ok),tunika medya (TM) ve tunika adventisya (TA). A) x40; B) x100; C)
x200; D) x400, H&E

Resim 3. islem sonrasi gruptaki (calisma) safen vende liimen (L), igsi ve
elonge endotel hucreleri (ok), endotel kaybi olan bolgeler (ok basi), tunika
medya (TM) ve tunika adventisya (TA). A) x40; B) x100; C) x200; D) x400,
H&E
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