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1. OZET

Degisik teoriler gelistirilmesine ragmen alt ekstremite varik6z venlerin
patogenezi halen tartisilmaya devam etmektedir. Varikdz ven fizyopatolojisi i¢in son
zamanlarda ileri siiriilen teoriler intrinsik vendz duvar anormallikleri nedeniyle
olusan dilatasyon ve bunun sonrasinda ortaya cikan yetersizliktir. Yapilan
calismalarda kan damari duvarinin hiicresel kompozisyonunun ve morfolojisinin
kontroliinde vaskiiler hiicre apopitozisinin rolii olabilecegi ileri stiriilmiistiir. Bu
caligmamizda normal ve varikoz venlerin proapopitotik (bax ve kaspaz-9) ve
antiapopitotik  (bcl-2) durumlarin1  belirleyerek varis gelisiminde apopitotik
aktivitenin roliinii aragtirmay1 amagladik.

Calisma, koroner arter bypass greft operasyonu gecgirecek saglikli vena
saphena magna (VSM)’ya sahip 15 hasta (Kontrol grubu, Grup 1) ve alt ekstremitede
primer varis tanisi nedeniyle opere edilecek 15 hasta (Varikdz ven grubu, Grup 2)
olmak {tizere 30 hasta iizerinde gerceklestirildi. Grup 2’de yer alan hastalarin VSM
trasesi boyunca primer varisleri mevcut olup tiimiinde vendz duplex USG’de
VSM’de reflii gosterildi (CEAP siniflamasina gore Ca(s) Ep Asy.3 Pr). Her iki grubun
dizalt1 baldir bolgesi VSM' sindan doku ornekleri alindi. Doku kesitlerinde
immiinohistokimyasal boyama ile proapopitotik bax ve kaspaz-9 ve antiapopitotik
bcl-2 aragtirildi.

Varik6z venlerin medya tabakasinda kollajen fibril seviyesinde artig ile
birlikte diiz kas hiicre azalmasi gozlendi. Elastin ag orgiistindeki bozulma varikoz
venlerde daha fazlaydi.Varik6z ven grubun medya tabakasinda kontrol grubun
medyasina oranla daha fazla bax (+) ve kaspaz-9 (+) hiicreler saptandi (p<0.05 ve
p<0.01). Tiim damar duvan katmaninda ise total bax (+) ve kaspaz-9 (+) hiicreler
kontrol grubunda anlamli olarak fazlaydi (p<0.05 ve p<0.01). Varikdz ven grubunun
medya tabakasindaki fazla bax ve kaspaz-9 pozitifligi, asin diiz kas hiicre azalmasi
nedeniyle olan rolatif yiikseklige bagl olabilir. Buna karsin bcl-2 boyamasinda ise
varikdz venler ile saglikli venler arasinda belirgin bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Sonug¢ olarak varik6z venler biitiin olarak degerlendirildiginde apopitotik
aktivitenin azaldign1 saptadik. Fibrotik dejenerasyon ve artmis diiz kas hiicresi
azalmasi1 daha az apopitotik mekanizmanin sebebi olabilir. Ancak fibrozis ve diiz kas

hiicre azalmasinin da sebebi medyadaki yiiksek apopitotik aktivite olabilir.

Anahtar kelimeler: Varik6z venler, Apopitozis, Vaskiiler duvar



2. ABSTRACT
The Role of Apoptosis in Lower Extremity Primary Varicose Veins

Even though different theories were developed for lower extremity varicose
veins, pathogenesis of lower extremity varicose veins still continuous for debating.
Most recent proposed mechanism for development of varicose vein pathophysiology
is venous wall failure due to intrinsic venous wall abnormalities. The research studies
were shown importance of apopitotic role on vessel wall cell composition and
morphology control. In this study, we aim to investigate pro-apoptotic (bax and
caspase-9) and anti-apoptotic (bcl-2) changes in varicose vein and normal vein to
determine impotence of apoptotic activity for development of varices.

Fifteen patients with normal vena saphena magna (VSM) underwent coronary
bypass surgery (Control group, Group 1) and fifteen patients with primary varicose
dilatation on lower extremity underwent surgery (Varicose vein group, Group 2)
were enrolled in this study. Appearance of varicose dilatation and venous reflux on
VSM were depicted by Doppler Ultrasonography in Group 2 (According CEAP
classification C2(s) Ep As 3 Pr). VSM tissue specimens were obtained from calf
region. Pro-apoptotic bax and caspase-9 and anti-apoptotic bcl-2 were analyzed in
tissue slices by immuno-histochemical staining methods.

Increased amount of collagen fibrils in tunica media and decreased smooth
muscle cells were observed in varicose veins slices. Degeneration of elastin layer
was prominent in varicose vein group. Bax and caspase-9 expression in tunica media
layer were significant higher in the varicose vein groups of samples than normal vein
groups of samples (p<0.05, p<0.01). Increased bax and caspase-9 expression in
entire vessel layers were significant in normal veins (p<0.05, p<0.01). Excess
positivity of bax and caspase-9 in the media layer of the varicose vein group may be
due to relative increase as a consequence of extreme loss of smooth muscle cells.
Instead of there were no statically difference for bcl-2 expression by immunostaining
between group 1 and group 2 (p>0.05).

As a result, the whole layer of varicose veins evaluated together we observed
that apoptotic activity were decreased in varicose veins. Fibrotic degeneration and
excessed smooth muscle cell decrement may cause less apoptotic activity in varicose
veins. However high apoptotic activity in the layer of media in the early period of
illness may cause fibrosis and decrease in the smooth muscle cells.

Key words: Varicose veins, Apoptosis, Vascular wall
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3.GIRiS

Baska bir sebebe bagli olmaksizin alt ekstremitedeki yilizeyel venlerin uzayip,
kivrintili genislemis bir goriiniim alarak belirginlesmesine primer varis denir.

Cesitli teoriler gelistirilmis olmasina ragmen alt ekstremite primer varis
patogenezi halen tartigilmaktadir (1,2). Ven duvar anormallikleri, hormonal faktorler,
yas, konnektif doku metabolizmasindaki degisiklikler, valviiler yetmezlik ve artmis
enzimatik aktivite etyolojide yer alan en 6nemli faktorlerdir. Varikoz venlere sahip
pek ¢ok hastada aile Oykiisiiniin bulunmasi varis gelisiminde genetik faktorlerin de
rol oynayabilecegi olasiligini gostermektedir (1).

Normal vaskiiler duvar gelisimi ve yeniden yapilanmasim etkileyen
siire¢lerden biri de doku kitle ve yapisini diizenleyen programlanmis hiicre 6liimii
olarak tanimlanan "Apopitozis"’dir. Molekiiler seviyede hiicre canliligi bir seri gen
ailesi tarafindan kontrol edilen proapopitotik ve antiapopitotik sinyaller arasindaki
denge ile siirdiiriiliir.

Cesitli ¢calismalar postnatal donemde damarlarda programlanmis hiicre 6liimii
varligin1  gostermektedir. Bu aynmi zamanda aterosklerozda, inflamatuar damar
hastaliklarinda veya anevrizma olusumunda gelisen damar duvart yeniden
yapilanmasinin bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir. Venlerde apopitotik 6lim
gercek ven yapisinin ve tonusunun ayarlanmasinda biiyiik onemi olan vaskiiler diiz
kas hiicreleri ile iligkilidir. Diizensiz apopitozisin hatali DNA onarim mekanizmalari
ve hiicre siklusu degisiklikleri ile iliskili oldugu gosterilmektedir .

Ven duvarindaki hiicre siklus disfonksiyonu ve diizensiz hiicre dongiisii
varikdz venlerde go6zlenen yeniden yapilanmaya katkida bulunmaktadir. Diizensiz
programlanmis hiicre Oliimiiniin varik6z venlerin patogenezi i¢in olasi bir sebep
olabilecegi gosterilmis; saglikli ve varik6z venler arasinda apopitoz seviyelerinde
belirgin farkliliklar bulunmustur.

Toksinler, iyonize radyasyon, reaktif oksijen radikalleri, ¢esitli kimyasallar,
yaslanma veya iskemi sonucu gelisen subletal hasarlar hiicredeki apopitotik siireci
aktive edebilir. Hiicre cekirdeginde, hiicre membraninda, mitokondriyumda veya
hiicre ici herhangi bir bélgeden gelebilecek bir uyar1 apopitozu baslatabilir. Ozellikle
DNA’da olusan bir hasar 6nemli bir uyarim olarak bilinir. Duyarli hiicrede p53’iin
aktivasyonu veya baska mekanizmalar da apopitozu baslatabilir. Apopitozis ¢ok
sayida ve cesitte mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda bazi iyonlar,

molekiiller , genler , proteinler ve hatta organeller bulunmaktadir.
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Bu mediyatorlerden bcl-2 ailesi, iiyelerinin bir kisminin apopitozisi
indiikledigi (bax, bad, bid, bcl-Xs), bir kisminin ise inhibe ettigi (bcl-2, bcl-X1) genis
bir gruptur. Bu ailenin {iyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler
olustururlar. Hiicrenin yasayabilirlik durumu bu ailenin pro-apoptotik ve anti-
apopitotik iiyelerinin rolatif oranma baglhidir. Bcl-2/Bax oraminin artmasi ya da
azalmasi apopitozisin inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonuglanir.

Apopitozu baslatabilen tiim bu uyarilar, sistein proteazlardan olan kaspazlarin
aktivasyonuna neden olmakta, bunlarin aktivasyonu ile de kromatin kondansasyonu,
DNA fragmantasyonu gibi apopitoza ait karakteristik morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler gelismektedir. Kaspazlar apopitozun efektdr kolunu olusturmaktadir ve
apopitoza giden biitiin hiicrelerde ayni sekilde gelismektedir .

Alt ekstremite varislerinin etyopatogenezinde apopitozisin regiilasyonu son
donemlerde arastirilmaya baslanmis olup biz de bu ¢alismamizda saglikli ve varikoz
venlerde proapopitotik (bax ), antiapopitotik (bcl-2) ve apopitoz efektorii (kaspaz-9)
seviyelerine bakarak varikdz venlerde apopitotik aktivitenin azalip azalmadigim
gostermeyi amacladik. Calismamizin sonuglarinin tedavi segeneklerini gelistirecek

sonraki basamaklar i¢in yarar saglayacagi kanaatindeyiz.
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3.1. NORMAL VENOZ MORFOLOJi

Kan, kapiller agdan baslayan veniiller araciligl ile once kiiciik ¢apli venlere
dokiiliir. Bu venler ise daha biiylik ¢apli venleri olusturduktan sonra vena cava
inferior ve vena cava superioru olusturarak kalbin sag atriumuna bosalirlar. Venler,
duvarlart ince oldugu i¢in kolayca gerilir ve fazla miktarda kan tutarlar. Bu yiizden
de kapasitans damarlar (kan yiiklenim damarlari, ven yatagi) olarak bilinirler. Bu
ozellikleri intravaskiiler basinci artirmasini engeller. Kapasitans damarlardan kalbe
donen kan miktari, kalbin 6n yiikiinii belirleyen 6nemli bir faktordiir (3).

3.1.1. VENULLER

Postkapiller Veniiller

Kapillerler,10-50 mikron c¢apindaki en kiiciik veniillere agilirlar (3).Bazal
lamina ve perisitlerle kapl endotele sahiptirler.Tunika medya ve tunika adventisyaya
sahip degillerdir.Postkapiller veniil endoteli histamin ve serotonin gibi vazoaktif
ajanlarin baglica etki yeridir. Bu veniillerde kapillerlerdeki gibi madde alis verisi olur
(4). Lenf nodlarmin postkapiller veniilleri aym1 zamanda lenfositlerin vaskiiler
liimenden lenfatik dokuya transmural migrasyonuna yardim eder. Lenf nodlarindaki
postkapiller veniiller, ovoid niikleuslar1 ve endoteliyal hiicrelerinin kiiboidal
goriinimil nedeniyle "high endothelial venul" olarak da adlandirilir (4). Bu "high
endothelial venu"’ler lenfosit resirkiilasyon ve lenfositlerin histolojik ve
ultrastriktiirel 6zelliklerinde 6nemli rol oynarlar (5).

Miiskiiler Veniiller

Miiskiiler veniillere gelindikce perisitler diiz kas hiicreleri ile yer degistirir
Bunlarin ¢aplar1 50-100 mikron arasinda degisir. Bir iki sirali diiz kas hiicre tabakasi
olusur ve en dis tarafta kollajen fibrillerin yogun oldugu bir adventisya goriilmeye
baslar (4)

3.1.2. KUCUK VENLER

Miiskiiler veniillerin devamidir. Benzer duvar yapisina sahip olmasina ragmen
caplar1 1 mm’ye kadar ulasir. Kas hiicreleri daha belirgindir ve disinda adventisya
tabakasi goriiliir (3)

3.1.3. ORTA CAPLI VENLER

Bu kategorinin en 6nemli venleridir. Caplar1 10 mm’ye kadar ulagir. Orta caph
venlerin karekteristik Ozellikleri kapakcik icermeleridir. Kapakgiklar viicudun alt
boliimlerinde bilhassa bacaklarda cok sayida bulunurlar ve kanin yer¢ekimi ile olan

geriye akimimi Onlerler. Orta ¢apli venlerin duvan ii¢ tabakadan olusur. Tunika
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intimasinda i¢ tarafta endotel hiicre dizisi, altinda ince bir bag dokusu ve iizerine
serpilmis diiz kas hiicreleri , dista da belirgin olmayan bir membrana elastika interna
bulunur. Tunika medyasi arter tunika mediasina gére daha incedir. Aralarinda elastik
ve retikiiler lifler bulunan iki ya da ii¢ tabaka diiz kas hiicresi igerir. Tunika
adventisya bu venlerde damar duvarmin en kalin tabakasidir. Uzunlamasina
diizenlenmis kalin kollajen demetlerden olusur (4).

3.1.4. BUYUK VENLER

Cap1 10 mm’den daha biiyiik venlerdir. Tunika intimasi endotel hiicre dizisi
ve altinda orta tip venlere gore daha ¢ok elastik ve kollajen lifler icerir. Membrana
elastika interna dis tarafta bulunur. Tunika medyasinda ¢ok miktarda bag dokusu ve
birkag sira diiz kas hiicresi yer alir. Tunika adventisyas1 genis bir tabaka olup kalin
bir kollajen fibril demeti, uzunlamasina diizenlenmis diiz kas hiicrelerinden ve elastik

fibrillerden olusur. Cok sayida vaza vazorum icerir (4).

Endotel

Membrana
elastika interna

Media

Membrana
elastika eksterna

Adventisya

Sekil 1. Tipik bir damar duvar yapisi

3.1.5. VENOZ KAPAKCIKLAR
Kapakgiklar iki endoteliyal kivrim konkavitesinden meydana gelmislerdir.
Fibroelastik tabaka icerirler ve onlarin sikiligin1 saglarlar. Bundan dolay1 ven duvar

kapakcik bolgesinden daha incedir (6).
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3.2. ALT EKSTREMITE VENOZ SiSTEM
Alt ekstremite venleri iist ekstremite venlerine gore klinik olarak daha
onemlidir. Alt ekstremitelerde vendz dolasim: derin, ylizeyel ve bunlart birbirine

baglayan perforan venler olmak iizere 3 ayr1 sistemden olusur (7).

Antero-lateral
Didkailen Dal
_ Postero-medial Ven
Femoral Ven
Femoral Ven Vena Safena Magna
" Hunter Perfaratérleri
LS ——Diodd's Perfaratdtlen
-~ Boyd's Petfaratdtler
Anteridr —~Posteridr Ven Atk
Tibial Ven
“=Clockett's
Fetfaratarlern
~Dorsal Ven Atla

Sekil 2. Alt Ekstremite Venoz Sistem
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3.2.1. YUZEYEL VENLER

Yiizeyel venler, biiyiik safen ven (vena safena magna) ve kiigiik safen ven (vena
safena parva) olarak bilinir. Yiizeyel venler membran6z fasyanin iistiinde seyrederler
ve derin venler gibi kas kompartmaninda yer almadiklar icin destek dokusundan
yoksundurlar. Vena safena magna (VSM) ayak dorsalinde v.marginalis medialis’in
devami olarak dorsal vendz arkdan baslar, i¢ malleol Oniinden gecip, baldir ic
yiiziinde ilerleyerek popliteal boslugun posteromedial kenarindan uyluk i¢ yiiziine
gelir. Buradan yukan ¢ikarak yiizeyel inguinal bolgede fossa ovalisten femoral vene
dokiiliir (7). VSM  v.communicans’ lar aracilign ile vena safena parva ile ,
v.perforans’ lar yardimiyla derin venoz sistemle baglanti kurar (8).

VSM’ya dokiilen varik6z kiime olusumunda énem arzeden dallar sunlardir:

1-) Posterior ark veni: Leonardo Veni de denilen bu ven, ii¢ Cockett’s perforan
ven grubunu direne eder.

2-) Safen ven sisteminin anterior dali: Patella altinda uzanir ve bacagin anterior
ve lateral yiizlerinin kanin1 toplar.

3-) Posterior dal: Baldirin antero-medial yiizeyinde bulunur (7).

Postero-medial uyluk veni ve antero-medial uyluk veni gibi diger dallar kasigin
yakinlarinda safen sistemde sonlanir. Bu venlerden her biri bulunduklan bolgelerde
varikoz kiimelere doniisebilir (7).

Vena safena parva (VSP) ise ayak lateralindeki dorsal vendz arktan baglayarak
baldir orta kesiminden yukar1 ¢ikar ve VSM’ dan farkli olarak derin fasyay:1 penetre
ederek popliteal vene dokiiliir. Varikoz venlerin olusumunda VSP’dan daha cok
VSM sorumludur (7).

Yiizeyel venlerde distalde kapakgik sayisi proksimalden fazladir. Bilegke
bolgelerindeki kapakgiklar daha kuvvetli olup, kapakeik iceren kisimlardaki ven
duvarinda belirgin siniizoid genislemeler vardir. VSM’ da en az 6 kapakgik vardir.
Bunlardan biri, olgularin %85’inde safeno-femoral bileskenin 2-3 cm distalindedir.

Kiicgiik safende ise kapakg¢iklar birbirine yakin olup sayilar1 4-13 arasinda degisir (7).

3.2.2. PERFORAN VENLER

Perforan venler fasyayr uygun alanlardan penetre ederek yiizeyel venoz
sistemle derin venoz sistemi birbirine baglar. Giiniimiizde kominikan ven terimi aym
sistemin parcalarini birbirine baglayan venler icin kullanilmaktadir. Yiizeyel venlerle

derin venleri birbirine baglayanlar direkt perforan, dolayl olarak kas baglantilar ya
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da soleal vendz siniislere baglayanlar ise indirekt perforan olarak anilir. Perforan
venlerde akim yonii yiizeyel venlerden derine dogrudur (7).

Perforatorlerdeki kapakgik yetersizligi sonucu olusan reflii, distal varikositlerin
nedenlerinden biridir (7).

Alt ekstremitede 150’ ye yakin perforan ven vardir. Ayakta ortalama 9 direkt
perforan varken, bacakta kalf diizeyinde sadece medial konumda 7-8 direkt perforan
bulunmaktadir (7). Malleolus medialis’ den tuberositas tibiae’ ye dogru sirasiyla
Cockett 1, Cockett 2, Cockett 3, distal paratibial perforanlar, proksimal paratibial
perforanlar, Boyd’s perforami seklinde adlandirilirlar. Dize en yakin olan Boyd’s
perforatoriic VSM” y1 popliteal vene baglar (8). Boyd’s perforatoriinden proksimale
dogru ilerlendiginde ise uylugun 1/3 distalinde adin1 Harold Dodd’ dan alan Dodd
Perforanm1 bulunur. Bunun biraz proksimalinde ise Hunter Perforani vardir (7). Bu
perforanlar VSM’ y1 dogrudan v. poplitea’ nin proksimaline veya v.femoralis’ e
baglar (8).

Capt 1 mm’ den kiiciik olan perforatorler kapakg¢iksizdir. Ayaktaki perforan
venlerin akim yonii yiizeyel venlere dogrudur. Akimi yiizeyelden derin sisteme dogru
yonlendiren subfasyal yerlesimli, uyluk ve baldirdaki perforatorlerdir. Bunlarin 1/3’

tinde kapakciklar bileafletlidir (7).

3.2.3. VENOZ SINUSLER

Yiiksek voliimde ven6z kan kapasitesi olan ince duvarli, baldirda lokalize
biiyiik venlerdir. Venoz siniisler, kiigiikk kas venleri, postkapiller veniiller, kas
perforatorleri ve en son yiizeyel venler tarafindan doldurulurlar. Soleus kasi bu
acidan zengin olup 1-18 adet venoz siniis bulundurabilir ve bu venler soleus veni
araciligi ile posterior tibial ya da peroneal vene direne olurlar. Gastroknemius kasi
ise venoz siniis acisindan fakirdir. Venoz siniisler kapakgik icermez ancak iligkili
oldugu venlerde kapakcik vardir. Venoz siniisler, venoz (kas) pompasinin islevi

bakimindan 6nemli anatomik olusumlardir (7).
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3.2.4. DERIN VENLER
Alt ekstremite derin venleri arterlerle birlikte seyrederler ve ayni isimle
anilirlar. Cok sayida kapakgik igerirler. Anterior ve posterior tibial venler
m.popliteus’un alt kenarinda birleserek popliteal veni olustururlar. V. Poplitea’da
genellikle 4 adet kapakc¢ik bulunur (8). Adduktor kanal icine girdikten sonra yiizeyel
femoral ven adim alir. Kanaldan ¢iktiktan sonra, inguinal ligamentin altinda derin
femoral ven ile birleserek ana femoral vene doniisiir. VSM, fossa ovaliste safeno-
femoral bileskede ana femoral vene direne olur. Femoral vende 3 adet kapakgik
bulunur. Ana femoral ven, inguinal ligamentin proksimalinde eksternal iliyak ven
olarak devam eder. Bu ven de internal iliyak venle birleserek ana iliyak ven adiyla
vena cava inferior’e direne olur. Ana femoral ven ve eksternal iliyak vende en fazla
bir kapakcik vardir. Ana iliyak ven ve vena cava inferior kapakg¢ik icermez (7).
3.2.5. KAPAKCIKLAR
Venoz dolasimin en 6nemli unsurlarindan biri de venlerin icerdigi kapakgiklar
olup, gorevleri kanin akim yoniinde akisini saglamak ve reflityii onlemektir (Sekil 3).
Normalde akim yonii derin ve yiizeyel sistemde kalbe, perforatorlerde ylizeyelden
derine dogrudur. Cogunlukla biliflet olan ventz kapakgiklar, bileske bolgelerinde

daha kalin ve giiclii iken diger lokalizasyonlarda incedir (7).

Sekil 3. Kapakcik Fizyolojisi
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3.3. VENOZ SISTEM FONKSIYONLARI

Venoz sitem fonksiyonlarini 4 boliim halinde incelemek miimkiindiir.

- Tasima ( vendz doniis)

- Isiregiilasyonu

- Kan depolama

- Miiskiilo-vendz pompa ( periferik kalp ) (9).

Venoz doniisii saglayan faktorler plantar vendz baski, bacak eklem pompasi,
baldir kas pompasi, vendz kapakgiklar, vendz tonus, postural vazokonstriksiyon,
komsu arteriyel pulsasyon, diyafram hareketleri, kardiyak ¢ekim, venin miiskiiler
kontraksiyonu olarak sayabiliriz (10).

Venoz sistemin total kesit alan1 338 cm? iken arteriyel sistem sadece 62.6 cm?
dir.Venoz segment voliimii ise arterden ii¢ kez daha fazladir.Venoz sistem total kan
voliimiiniin % 64’ {inii olusturur (10).

3.3.1. Miiskiilo-Venoz Pompa

Ekstremitelerin kapakgikli derin venleri ve bunlarin i¢inden gectigi kaslar,
egzersizle ritmik olarak calisan bir pompa gorevi yaparlar. Bunun en giizel 6rnekleri,
uylukta kaslarin bir faysa kilifi ile sarildign ve baldirda venoz siniisleri kapsayan
baldir kaslaridir. Bu 6zellik insanlara 6zgiidiir ve onun iki ayak {izerinde durmasinin
ve hareketliliginin bir karekteristigidir (9).

Alt ekstremite kas ve eklemlerin venleri sikistirmasi vendz kanin kalbe dogru
yayllmasmma imkan verir. Bu pompa vendz doniisiin fizyolojisinde ve
patofizyolojisinde ilk rolii oynar (10). Uyluk ve ayak pompasinin yaninda en
onemlisi baldir kast pompasidir. Bunun sebeplerinden biri, ekstremitelerdeki en
biiyiik venoz kan deposunun soleal siniisler olmasidir (7).

Kas kontraksiyonuyla olusan kuvvet, kompartmanlar arasindaki venlere basing
uygulayarak, kapakciklarin ileri dogru agilmasini ve vendz kanin proksimale yani
sistemik venlere dogru ilerlemesini saglar. Kaslar gevsekken kapakgiklar kapanarak
geri akimi1 ve kagagi onler (Sekil 4). Kaslarin gevsek doneminde basing azaldigi igin
derin venler genisler ve perforanlar aracilifiyla yiizeyel sistemdeki kani emme
seklinde alirlar. Boylece artan yiizeyel ven basincini da disiiriirler. Bu yapi, iyi
desteklenmemis yiizeyel venleri egzesiz sirasinda asir1 artan kompartman
basincindan korumaya yoneliktir. Kapakeiklarin agilimi akim yoniine dogrudur ve

gorevleri refliiyli 6nlemektir (7).
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Levseme Kasilma

Sekil 4. Miiskiilo — Venoz Pompa

3.3.2. Venoz Basin¢ Hemodinamisi
Ambulatuar venoz basing Ol¢iimil ile ekstremitelerde vendz basing kayitlari
yapilabildigi gibi, istirahatle egzersiz donemindeki degisiklikler de izlenebilir.
Yatar pozisyon
Sirtiistii yatildigr zaman veniiler hidrostatik basing 20 mmHg’ dir. Buna kars1
duran doku basinci (-3) mmHg ve ozmotik kolloid basing (-22) mmHg olup
filtrasyon basing (-5) mmHg olarak degerlendirilir. Bundan dolay1 supin pozisyonda
vendz doniis, zayif basing gradyenti ve diisiik periferik basincla karekterizedir.
Saglikli yatar pozisyondaki bir bireyde bacak vendz basing 12-18 mmHg olup sag
atriyal basing (-2) ile 10 mmHg arasinda degisir (10).
Oturur pozisyon
Bacaktaki venoz basing 56 mmHg’ dir (10).
Ayakta istirahatte ve egzersiz halinde
Ayakta istirahat halindeyken ayak ven basinci yaklagik 85-90 mmHg civarinda
olup damar icindeki hidrostatik basingtan kaynaklanir (Sekil 5). Ayaga kalkis aninda

alt ekstremite kan voliimiinde en az 300 ml arti§ olur, bu da kardiyopulmoner kan ve
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strok voliimde gecici diisme yasanir. Bu durumda postural vazokonstriiktor refleks
artmis kapiller basinc1 diisiiriir (10).

Egzersizle bu basing % 80 azalma ile yiizeyel venlerde 20 mmHg’ya, derin
venlerde 40 mmHg’ ya geriler (7,9). Egzersiz bitiminden yaklagik 13-25 sn veya 11-
37 sn sonra istirahat degerlerine geri doner (Sekil 5). Bu siire derin venlerin tekrar
dolmasi i¢in gerekli zamandir (7,10). Kaslarin kontraksiyonu 250 mmHg degerinde
basing yapabilmektedir (9). Saglikli bir bireyde 3 ile 12 adim sonrasinda hidrostatik
basingta azalma meydana gelerek bacak venoz basincinda diisme saglanir. Bu diisiis

nispeten yiiriime hizindan bagimsizdir (10).

— EGZERSIZ i
100 —
75
Ayak Ven Basmcl

(o Hg) 50 —
25
|
|
|
|

oL | — 1 |
C 30 60
ZANMAN(saniye)

Sekil 5. Egzersizde Ayak Basing Degisiklikleri

21



3.4. ALT EKSTREMITE PRIMER VARISLERI

Derin ven trombozu gibi herhangi bir baska sebep olmaksizin alt
ekstremitedeki yiizeyel venlerin uzayip, kivrintili genislemis bir goriiniim alarak
belirginlesmesine primer varis denir.

Varikoz venler kayith tarihin baslangicindan beri bilinmektedir. Atina’ da
Ulusal Miize’de tasa kazinmis olarak uzun varikéz ven agikca goriilmektedir.
Yapilan arastirmalarda varis tedavisinin bir cok metodlari bulunmakla beraber Arap
kaynaklarinda milattan sonra 400. yilda cildin kesilip varisin ortaya konulup altindan
arasma cerrahi bir mil yerlestirilerek varisin ¢ekilerek koparilmasi bulunmaktadir.
Ger¢i  yirmibirinci  ylizyilla girilinceye kadar bu tedavi metodu fazla
gelistirilememistir. Homans 1916°da varikdz venlerin etyoloji, patofizyoloji ve
tedavisini etkili bir sekilde tanmimlamistir. Modern giiniimiizde tanmimladiklar
gecerliligini korumaktadir (11).

Varisler ¢cogunlukla alt ekstremitelerde yiizeyel venlerde goriilmekle beraber
spermatik kordon, 6zofagus, anorektum venalar1 ve venalarda da goriiliirler. Varisler
insanlarda sik goriilen vaskiiler hastaliklardan biri olup diinya niifusunun % 10-20’

inde varis oldugu diisiiniilmektedir. Bu siklik yasa paralel olarak artmaktadir (12).

3.4.1. ETYOPATOGENEZ
Bir ¢ok teorilere ragmen alt ekstremite varikdz venlerin patogenezi hala
tartismalidir. Primer varikoz venlerin nasil niye gelistigi hakkinda c¢cok az sey
bilinmektedir. Cok gen¢ yaslarda dahi bu hastaligin goriilmesi doku ve organ
olusumunun roliinii gostermektedir (1,13).
Primer varislerin olusumundaki nedenler halen kesin olarak bilinmemekle
beraber bu hipotezleri ii¢ ana baslikta toplayabiliriz :
1. Ven kapakgiklarinin yetmezligi
2. Ven duvarinda defekt
3. Hem kapakciklarda hem de ven duvarinda yetmezlik ve defekt (9,12).
Varikéz venlerin olusumunda primer neden olarak kapakcik yetmezligi ve
vendz hipertansiyon iizerinde durulmustur. Son zamanlarda One siirillen yeni
teorilerde, ven6z duvardaki primer intrinsik anormallikler ve bunun sonucu olarak

gelisen kapakcik yetmezligi etyopatogenezde sorumlu tutulmaktadir (14).
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Isik ve elektron mikroskop incelemelerinde normal ven yapisindan farkli
olarak varikdz ven segmentlerinde hiicresel diizenlemenin bozuldugu gosterilmistir.
Bu yapisal anormallikler, sismis ve helikal ayrismis kollajen fibrilleri, incelmis ve
diizensizlesmis diiz kas tabakasini, fibréz dejenerasyona ugramis medya tabakasini
ve piknotik cekirdeklerle beraber vakuollii endotelyumu kapsar. Dolayisi ile venoz
tonus azalmig, hormonal ve temperatiir degisikliklere cevabi azalmistir. Bu
degisiklikler iiniform degildir. Bazi segmentler kalinlagmis ve fibrotik olmus, bazi
segmentler de incelmis ve anevrizmatik olmustur. Ven duvarinda diiz kas, kollajen
ve elastin liflerinin miktar ve yapisi degismistir. Venoz toniisiin; histamin, serotonin,
adrenalin ve pasif gerginlige cevabi degismistir. EDRF bagimli olmayan relaksasyon
cevap (NO ile olusan) %86 oraninda azalmistir. Sonuc olarak; varikdoz venlerde
endotelyal ve diiz kas fonksiyonlar1 bozulmustur. Bu primer duvar anormallikleri
vendz dilatasyona predispozan rol oynar. Bu fonksiyonel, biyokimyasal ve yapisal
degisiklikler yalmiz dilate bolgelerde degil, tiim safen ven boyunca vardir (14).

Varikoz venlerin %70’inde primer veya sekonder olarak kapak yetersizligi
vardir. Primer varislerde derin ve yiizeyel sistemler arasinda perforan ven
kapakgiklarinin yetmezligi en onemli rolii oynamaktadir ve bu durumun ilerlemesi
ana yiizeyel sistemdeki kapakciklar1 da etkileyerek varisleri olusturur (12).

Primer varis olusum nedenlerine paralel olarak bir ¢ok etyolojik faktorler
stralanmaktadir:

Yas:

fleri yaslarda hem kadinda hem de erkeklerde varikoz ven veya
telenjektazilerin goriilme siklig1 artar. Ozellikle trunkal bolgede varis veya retikiiler
varis ve telenjektazinin kombinasyonlar yasla birlikte artis gosterir (15).

Heredite:

Varisli hastalarin cogunda ailevi hikaye vardir. Hastaligin otozomal dominant,
otozomal resesif ve cinse bagh resesif olarak gecisli oldugu soylenmistir (16).
Yapilan calismalarda hem annesinde hem de babasinda varis olanlarin ¢ocuklarinda
varis gelisme riski % 89 iken, bu risk, ebeveynlerin sadece birinde varis olanlarin
cocuklarinda %47, varisi olmayan ebeveynlerin ¢ocuklarinda ise % 20 olarak
saptanmustir (15).

Tamamen ispatlanamamakla birlikte dogustan bulunan defektin v.iliyaka
eksterna kapakg¢iginin hipoplazisi veya yoklugu oldugu sanilmaktadir. Boyle bir

diisiinceyi ortaya cikaran deliller, primer varislerin ¢ogunda bu kapak¢igin yetersiz
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olmasi ve ailevi varis hikayesi olmakla birlikte kendilerinde heniiz varis gelismeyen
gen¢ kimselerde bu kapakcigin yetersiz bulunmasidir (16). Gelisme doneminde
olusan ven duvar defekti ve kapakgik yetersizligi ile ilgili bir kanit olmasa da varisli
hastalarin % 50’ de aile hikayesi vardir (12).

Cinsiyet:

Kadinlarda erkeklere gore rastlanma olasilifi 2-4 kat fazladir. Bu oran
dogurganlik 6zelligi nedeniyle kadinlarda fazladir. Ancak dogurmamis kadinlarda
bile kadinlarin aleyhine olmasi hormonal faktorlerin etkisini akla getirmektedir (16).

Hormonal Etkenler:

Gebeligin ilk aylarinda heniiz uterusun pelvis venalarina basi yapmadigi
durumda varisler ortaya c¢ikmaktadir. Aym sekilde oral kontraseptiflerin
kullaniminda, uzun siireli Ostrojen tedavisinde varislerin gelistigi bir gercektir.
Burada Ostrojen ve progesteronun etkili oldugu, Ostrojenin ven duvarinda 6dem
meydana getirdigi ve 6demli ven duvarinda progesteron etkisiyle dilatasyona neden
oldugu ileri siiriilmektedir. Mensturasyon déneminde varis sikayetlerinin daha sik
goriilmesi de bu savi desteklemektedir (12).

Enzim Anormallikleri:

Baz1 varisli hastalarda yiiksek kan B-glukoronidaz, B-N-asetilglukozaminidaz ve
arilsiilfataz seviyeleri tespit edilmis olup cerrahi veya medikal tedavi sonrasi bu
seviyelerin azaldig1 gozlenmistir (10).

Karn i¢i Basincinin Arttigi Durumlar:

Gebelik mekanik yolla da karinda biiyiik venlere baski yaparak venoz doniisii
zorlagtirdigindan varis olusumunda etkili olur. Venler iizerine disaridan basi yapan
durumlar, timor, lenf nodu ve alt ekstremitelerde tekrarlayan travmalar varis
olasiligini artirmaktadir (12).

Fizik giiciiyle ¢alisan ve seliilozlu gidalarla beslenen kisilerde konstipasyonun
az olmasi nedeniyle varislere az rastlanmaktadir. Buna karsin yiiksek kalorili
karbonhidratli posasiz didalarla beslenen gelismis iilkelerde yasayan insanlarda
varisler ve hemoroidler sik goriilmektedir. Buna 6rnek olarak; Afrika’ da yasayan ve
genelde seliilozlu gidalarla beslenen zenci irkinda varisler hemen hi¢ goriilmezken,
Amerika’ da yasayan zenci irkinda sik goriilmektedir (12).

Ileri derecede sismanlarda iliofemoral venlerdeki eksternal basing artis varis

olusumunu kolaylastirir.
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Artmus Venoz Hidrostatik Basing:

Cerrah, dis hekimi, berber ve kasap gibi ayakta sabit durarak is géren meslek
sahiplerinde miiskiilovenéz pompanin ¢alismamasima bagli olarak yiiksek venoz
hidrostatik basing nedeniyle kapak¢ik calismasi yetersiz kalip varis olusumunu
tetikleyebilir (12). Perforan venalarin derin fasyay1 gectikleri yariklardaki, daha ¢ok
travmatik nedenle olan genislemeler sonucu rekiirren mikrotravmaya bagl perforan
ven kapakgiklarindaki yetmezlik varis gelisimine neden olabilir (12).

Seyrek olarak o©ksiirme ve defekasyon sirasinda safenofemoral birlesme
noktasinda gegici basing artisi oldugu ve terminal VSM kapakg¢iklarim bozarak
yetersizlige sebep oldugu ileri siiriilmiistiir (16).

Kollateral ven veya arteriyovendz fistiil sonucu yiizeyel venlerdeki kan akiminin
anormal derecede artmasina bagli olarak ve perforan ven kapakciklarinin yetersizligi
nedeniyle derin ven kaminin yiizeyel sisteme aktarildigi durumlarda venoz
hipertansiyonun sonucu olarak varis olusumu gerceklesebilir (16).

Tiim bunlarla beraber sigara icimi, inguinal herni, hipertansiyon ve sedanter

yasam da varis olusumunu artirir (15).

3.4.2. VEN DUVARININ YAPISAL ZAYIFLIGI

Varikéz ven fizyopatolojisi i¢cin son zamanlarda yaygin kabul goren teori
intrinsik vendz duvar anormallikleri nedeniyle olusan dilatasyon ve bunun sonrasinda
gelisen yetersizliktir (14). Varikoz venlerde hiicre diizenindeki dejenerasyonunun
normal venlerden agikca farkli oldugu 151k ve elektron mikroskobik caligmalarda
gosterilmistir. Bu yapisal anormallikler, 151k ve elektron mikroskobisinde vakuolize
olmus endotelyum, piknotik cekirdek, incelmis ve diizensizlesmis diiz kas tabakasi,
fibr6z dejenerasyona ugramis medya tabakasini ve sismis ve helikal kirilmis kollajen
fibrilleri olarak tamimlanmistir. Kas hiicrelerinin aralarindaki baglanti kollajen
infiltrasyonu nedeniyle kesintiye ugramistir. Duvar dejenerasyonunun bu dagilimi
homojen degildir baz1t segmentler kalinlasip fibrotiklesirken  bazilar
anevrizmalagmistir. Morfolojik ve histokimyasal calismalarda primer varikdz venli
hastalardan elde edilen yiizeyel bacak venlerinde elastin, kollajen ve diiz kas hiicre
iceriginde degisiklikler gosterilmistir. Bu teori son zamanlarda kabul gormeye
baslamistir (14).

Thulesius ve arkadaslar1 (17) primer ve sekonder varikdz venli hastalardan elde

ettikleri izole ven segmentlerinde norepinefrin, serotononin, histamininin ve pasif
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germeye cevaplarinin azaldigini gostermislerdir. Lowel ve arkadaslar1 (18) primer
varikdz venlerdeki endotel bagiml relaksasyon iiriinii olan nitrik oksit seviyesinin
kontrol gruba kiyasla % 86 azaldigin1 saptamislardir. Bu endoteliyal ve diiz kas
fonksiyonunun primer varikozitli hastalardan alinan ven segmentlerinde zayifladigini
gostermektedir. Normal venler incelendiginde yiiksek intraliminal basingda
hipertrofi gelismektedir. Bu nedenle arteriyal bypasda kullanilan venlerde
arteriyalizasyon gelisir ve duvarlar kalinlasir ve hipertrofiden ¢ok dilate bir goriiniim
alir (1).

Intima proliferasyonu, medyanin konnektif doku hipertrofisi ve elastik fibrillerin
parcalanmas1 varikoz hastaliktaki flebosklerozda da goriilir. Bu degisiklikler
aterosklerozdakilere benzerdir. Kalinlasan damar duvarinda kalsiyum depositleri ve
amorf maddeler ortaya cikar. Venoz duvardaki interstisyel konnektif dokudaki
diizensizlikler, parcalanmalar ve medyada aynismis kas fibrilleri elektron
mikroskobisinde acik¢a goriilmiistiir. Major diiz kas hiicre tipi kontraktil tipten
sekratuar tipe donmiistiir (6).

Damar duvar gerilimi elastin, kollajen ve diiz kas hiicreleri ile kontrol edilir. Bu
gii¢, otonomik sinirler ve dolagim faktorlerinin etkisiyle olusur (2,21). Elastik ve
mekanik 6zellik degisikliklerinden ve mekanik kontraktilite yetersizliginden dolay1
olusan venoz tonusdaki azalmanin sebebi olarak, diiz kas hiicrelerinin ekstraseliiler
matriks ile yer degistirmesi rapor edilmistir (13,19,22,23). Bu bilgi dilatasyona yol
acan primer ven duvar fonksiyonunun Onemini izah etmektedir. Varikdoz ven
olgularinin % 10-33 iinde femoral bileskedeki yetersizlik bulunmamaktadir. Ayrica
arteriyal sisteme implante edilmis venlerde dilatasyon gelismeyip hipertrofiye
ugramislardir (1,21,24-26).

Ven duvarindaki primer zayiflik, reflii nedeniyle ve valv kiispis ayrilmasiyla
ortaya ¢ikan ven dilatasyonu sonucunda olabilir (27). Bir ¢cok yazar ise bu zayifligin
ven duvarindaki yapisal problemler sonucunda olabilecegini one siirmiislerdir (28-
32). Venin yapisal proteinlerindeki degisiklikler anormal kollajen ve elastin igerik ile
intimal hiperplazi ve matriks kontrol enzimlerindeki degisiklikleri icermektedir (28-
32). Andreotti ve arkadaslari (28) makroskopik olarak varikoz venlerde normal
venlere oranla kollajen ve elastin miktarinin azaldigini gostermislerdir. Buna zit
olarak bir ¢ok arastirmaci varikdz segmentlerde normal venlere kiyasla kollajen

miktarinda artis saptamiglardir (30,31).
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Ornegin Gandhi ve arkadaslar1 (30) varikoz ven duvarinda proteolitik enzim
aktivitesinde degisiklik olmaksizin kollajen miktarindaki artis1 ve elastin
miktarindaki azalmay1 gostermislerdir. Sansilvestri — Morel ve arkadaglart (31)
varikdz venlerden alman diiz kas hiicreleriyle kollajen subtipleri sentezinde
dengesizlik bulmuslar ve bu dengesizligi kollajen tip-1’ in artarken kollajen tip-3’ iin
azalmasina baglamislardir. Badier—Commander ve arkadaslar1 (32) son zamanlarda
yaptiklar1 ¢alismalarda varikoz venli hastalarin 6rneklerinde, ekstraseliiler matriks
diizenleyici enzim konsantrasyonlarina bakmislar. Arastirma sonucunda, oldukca
yiiksek konsantrasyonlarda doku inhibitor metalloproteinaz — 1 (TIMP-1) ve oldukca
diisiik konsantrasyonlarda proteolitik enzim metalloproteinaz — 2 bulmuslar. Matriks
kontrol enzimlerindeki bu degisim varikdz venlerin duvarindaki matriks birikimini
desteklemektedir. Tlging bir sekilde proteolitik enzim cevresiyle iliskili inflamasyonu
normal olarak bulunmus (33).

Yapilan degisik calismalarda gosterilen varikéz ven duvarindaki matriks
degisiklikleri farkliliklar gostermektedir. Bunun nedeni olarak patolojik bulgularin
bir ¢ogunun, varikdz ven gelisiminden ziyade sonucuyla ilgili oldugu sdylenebilir

Q7).

3.4.2. CEAP SINIFLAMASI

Venoz yetmezlikli olgularin gereksinimleri diisiiniilerek, 1994 yilinda bir araya
gelen uzmanlar grubunun Amerikan Vendz Forumu altinda toplanmasiyla CEAP
siniflamas1 ortaya ¢cikmistir (34). Bu simiflandirmada, klinik sinif (C), etyoloji (E),
ekstremitedeki venlerin anatomik dagilimi (A), patolojik mekanizmasi (P) ile
tanimlanir.

Klinik Simiflama : (C)

Class 0 : Goriinen veya palpe edilebilen venoz hastalik yok

Class 1 : Telanjiyektazi veya retikiiler venlerin olmasi

Class 2:Varikoz venler : Cogunlukla primer vendz hastaliklar olarak
siniflandirilirlar. Sekonder varikositler ise post-trombotik lezyonlar, arteriyovenoz
fistiiller ya da non-trombotik proksimal vendz okliizyonlar sebebiyle olusur.

Class 3 : Odem

Class 4 : Deri degisiklikleri ve lipodermatoskleroz

Class 5 : Iyilesmis iilser
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Class 6: AKktif venoz iilser : Iyilesmis ya da aktif iilserler bulunduklari
bolgelerde yetmezlikli perfaratorlerin igareti olabilirler.
Klinik siniflamada asemptomatik (a), semptomatik (s) ile gosterilir.
Etyolojik Stmiflama : (E)
Ec : Konjenital
Ep : Primer
Es : Sekonder
Anatomik smiflama : (A)
As : Siiperfisiyal ven : 1- VSM’ da telenjiyektazi / retikiiler ven
2- VSM’ da diziistiinde ( uylukta )
3- VSM’ da dizaltinda ( baldirda )
4- VSP’ da
5- Aksesuar sistemde
Ad : Derin ven : 6- Vena kava inferior
7- Ana lliyak
8- Internal liyak
9- Ekternal liyak
10- Pelvik / Gonodal
11- Ana Femoral
12- Derin Femoral
13- Yiizeyel Femoral
14- Popliteal
15- Krural ( anterior tibial, posterior tibial, peroneal )
16- Miiskiiler ( gastroknemus, soleus ve digerleri )
Ap : Perforan : 17- Uyluk perforanlar
18- Baldir perforanlar
Patofizyolojik ssmflama : (P)
Pr :Refli
Po : Okliizyon
Pr,o : Reflii ve okliizyon
Ornegin, ic malleolde 6dem ve deri degisiklikleriyle birlikte aktif iilseri
bulunan ve beraberinde VSM trasesinde varisleri olan bir olgunun venografisinde de
dizalt1 ve diziistii yiizeyel, derin ve perforan venlerde reflii gosterilmis olsun. Bu

hastanin klinik durumu Cz 346 -Ep - Asp.a — Pra3,13,14,15,17,18 seklinde yazilabilir.
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3.5. APOPITOZIiS

Hiicre oliimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni boya
yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak nekroz tanimlanmistir (35). Son otuz
yilda histopatoloji genetik ve molekiiler biyolojide yogun arastirmalar biitiin
hayvansal hiicrelerin kendilerini 6ldiirecek bir genetik diizenege sahip oldugunu
ortaya koymustur. Multiselliiler organizmalarda hiicre sayisinin kontrolii, hiicre
cogalmast ve hiicre Oliimii arasindaki dengenin devamu ile saglanir (36). Normal
kosullar altinda zedelenmis veya yaslanmis hiicreler organizmanin hiicresel
homestazinin saglanmasi i¢in apopitozis olarak adlandirilan iltihabi olmayan ve
enerji gerektiren bir tiir hiicre oliimii ile kendilerini feda ederler (37). Apopitoz
programl ve fizyolojik bir 6liim sekli olmasi nedeniyle bu dengenin siirdiiriillmesinde
onemli rol oynar. Bu 6liim sekli ilk kez, 1972 yilinda Kerr ve arkadaglan tarafindan
iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha farkli hiicre oliimii
gosterilmis ve buna Latince sonbaharda agaglardan veya cicekten kuruyan
yapraklarin diigmesini anlatan ‘apoptosis’ sozciigii ile adlandirilmistir (38).
Apopitozis programlanmis hiicre 6liimiidiir ve embriyogenesis, immiin repertuvarin
gelisimi ve iltihabi olaylarin rezolusyonu gibi birbirinden farkli bir¢ok siirecte
istenmeyen hiicrelerin eliminasyonu icin gerekli bir olaydir. Yine, apopitozis ve
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi arasindaki denge organizmanin iltihabi olaylardan
veya otoreaktiviteden korunmasi i¢in 6nemlidir (39).

Apopitozis embriyonun gelismesi, metamorfozis olaylarinda ve saglikli erigkin
dokularda siiregelen fizyolojik bir hiicre Oliimiidiir. Bunun digsinda endokrin
dokularda kantrofik hormon konsantrasyonunun diismesi ile olusan atrofi,
neoplazmlarda kendiliginden veya kemoterapi, iyonize radyasyon ve hipertermi
tedavileri sonras1 goriilen 6liim, allerjilerde T lenfositlerin hedef hiicreye olan etkisi
apopitoz yoluyla gerceklesir (40).

Embriyo déneminden baslayarak tiim yasam boyunca apopitotik mekanizma ve
programli hiicre 6limii vardir. Baz1 hiicreler yillarca yasarken bir kismi sadece
birka¢ saat yasarlar. Deri, gastrointestinal sistem ve immiin sistem gibi pek c¢ok
dokuda devamlilik apopitozis ve hiicre yenilenmesine baghdir (41).

Apopitozis fetusta normal doku gelisiminin temel ozelligidir (42). Normal
eriskin dokularinda ise hiicre biiylimesi ve apopitozis bir denge i¢indedir. Bu
dengenin biri lehine bozulmasi cesitli patolojilere yol agmaktadir. Genetik hiicre

6lim programinin hatali ekspresyonu veya apopitotik hiicre 6liim programimin eksik

29



uygulanmasi cesitli karsinom, AIDS, viral infeksiyonlar ile otoimmiin,
norodejeneratif ve iskemik hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (42-45).

Bir Nematodun OyKiisii :

Caenorhabditis elegans isimli nematod iizerinde, 1990’1n ilk yillarinda yapilan
ayrintili  caligmalar, apopitozisin genetik ve molekiiler mekanizmalarinin
anlasilmasinda olduk¢a yardimci olmustur. Bu organizmada bulunan 1090 hiicreden
tam olarak 131 tanesi apopitozis ile oliir ve geriye kalan 959 hiicre erigskin nematodu
olusturur (46). Caenorhabditis elegans ile ilgili calslmalar apopitozisin birbirini
izleyen dort evresi oldugunu gostermistir:

1- Hiicreyi intihara gotiiren hiicre i¢i veya hiicre dis1 uyarilma

2- Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu ile hiicrelerin Sldiiriilmesi

3- Apopitotik hiicrelerin diger hiicreler tarafindan ortadan kaldirilmasi

4- Apopitotik hiicre parcaciklarinin lizozomlar i¢inde yikilmasi (46).

Bu asamalar C.elegans’da CED (Cell Death) genleri ile kontrol edilir ve bu
genler nematodlardan insanlara kadar genis bir yelpazede hayvansal evrimlesme
boyunca oldukca korunmustur. Ced-3 ve ced-4 genlerinin iirlinleri apopitozis i¢in
gerekli iken ced-9 , ced-3 ve ced-4 genlerini inhibe ederek apopitozise engel olur.
ced-3 sistein igeren aspartil proteaz olup bir kaspaz benzeridir. Bu enzim DNA tamir
enzimleri, ¢cekirdek zar1 komponentleri ve apopitotik hiicredeki DNA’nin yikimindan
sorumlu endoniikleazlar gibi bircok hiicresel proteini aktive eder. Ced-3 memeli
hiicrelerinde kaspazlar ile, ced-4 apopitozis proteazi aktive eden faktor-1 (Apaf-1)

ile, ced-9 ise apopitozisi 6nleyen bcl-2 ailesi ile homologdur (46,47).

3.5.1 APOPITOZISIN MORFOLOJISI

Hiicre oliimii nekroz ve apopitoz olmak iizere baglica iki sekilde meydana gelir.
Nekroz ve apopitoz arasinda biyolojik ve morfolojik belirgin degisiklikler vardir.
Nekroz kimyasal ve fiziksel zararlanmalar takiben ortaya ¢ikan patolojik bir
O0lim seklidir. Basta mitokondrium olmak {izere sitoplazmik organeller hasar-
lanir, hiicre membrani selektif permeabilitesini kaybeder ve siserek riiptiire olur.
Hiicre igerigi ¢cevre dokuya yayilarak, inflamatuvar bir cevaba neden olur (48).
Apopitotik hiicrede, nekrozun aksine en ¢arpici degisiklik ¢ekirdekte meydana gelir.

Apopitozisde hiicreler tek tek etkilenir, hacimce Kkiigiiliir, komsu hiicrelerle
temasini kaybeder (mikrovillus gibi 6zel yilizey farklanmalar1 ve diger hiicrelerle olan

baglant1 yapilar1 bozulur). Bu olay hizla gerceklesirken ayn1 anda hiicrede degisik
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yiizey cikintilar1 ve kivrintilar olusur. Bunlarin membranla cevrili olarak hiicreden
ayrilmasiyla "apopitotik cisimler" meydana gelir (40).

Apopitoziste ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra
parcalara ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup daha
diffiiz goriiniimdedir. Apopitoziste stiperkondens bir hal alarak niikleus zan altinda
kresentik goriintim olusur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde
goriiliir, bunun nedeni DNA’min endoniikleaz ile oldukca 0Ozgiil sekilde
interniikleozomal bolgelerden 180-200 bp (base pair - baz cifti) biiyiikliigiinde veya
bunun katlar1 boyutunda parcalara ayrilmasdir. Bu durum immiin agaroz jel
elektroforezde  "ladder patern" olarak isimlendirilen karakteristik "merdiven"
seklinde bir goriiniim olusturur. DNA’y1 parcalayan bir Ca/Mg-bagimh
endoniikleazdir. Ayrica, DNase-I ve Il de DNA parcalanmasindan sorumludur.
Hangi parcalayici enzimin rol alacagi hiicre tipine ya da uyaranin 6zelligine gore
degisebilir. Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilabilirken,
apopitoziste yaklagik 300 000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz
(49).

Ormerod ve arkadaslan (50) insan over kanseri hiicrelerine cisplatin vererek
yaptig1 ¢alismada hiicrelerin apopitozis yoluyla 6ldiigiinii gozlemistir. Bu hiicrelerin
once 30 kbp (kilo bp)’ lik daha biiyiik kromatin parcgalara boliindiigtinii bu sirada
kromatin yapisinda morfolojik degisikliklerin saptandigim  180-200 bp’ lik
oligoniikleozomlara ayiran interniikleozomal pargalanmanin daha gec¢ bir olay
oldugunu gostermistir. Bu nedenle jel elektroforezdeki merdiven manzarasinin iyi bir
kriter olmadigi, erken tamida mikroskopla apopitozis belirtilerine bakilmasi
gerektigini soylenmektedir.

Apopitozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis
yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’iinii kaybederler. Hiicre yiizeyinde sitoplazmik cikintilar "bleb"
meydana gelir. Tiim bu goriiniim, muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon
kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baglidir. Apopitotik hiicrelerin
bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 151k mikroskopunda incelendiginde,
hiicreler etrafinda agik bir halo ile goriilmektedir. Biiziilen ve kiiciik parcalara ayrilan
yapilar protein ¢apraz baglanmalar ile stabilize edililer (35,36). Transglutaminaz

sitoplazmik proteinlerde ¢apraz baglarin olusmasina neden olur. Nitekim apopitotik
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hiicrelerde deterjanlardan etkilenmeyen protein bir kabuk vardir. Scanning elektron
mikroskobunda epidermisin kornifiye hiicreleri gibi kivrintili goriiliirler (51).

Bu hiicrelerde endoplazmik retikulum genisler, genislemis sarniglarin hiicre
yiizeyi ile birlesmesi sonucu hiicre yilizeyinde krater gibi oyuklar gozlenir. Hiicre
iskeleti filamanlar1 hiicre yiizeyine paralel kenarlarda toplanir. Endoplazmik
retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarini korurlar. Sitoplazma yogunlugu
arttig icin organeller kalabalik goriiliir. Mitokondriyumlar, nekrozla 6len hiicrelerin
aksine baglangigta itibaren normal yapidadir. Nekrozdan farkli olarak apopitozisde
hiicre zar1 saglamdir, bu nedenle de inflamasyona neden olmaz (40).

Sonugta yiizey c¢ikintilar1 plazmalemma ile beraber hiicre yiizeyinden ayrilir ve
membranla ¢evrili yuvarlak veya oval apopitotik cisimler meydana gelir. Bunlarin
sayisi, bilyiikligii ve icerigi hiicrenin tipine gore degisir. Bazilar, yogunlagmis
sitoplazmayla beraber bir veya daha fazla niiklear parga iceriyorken bazilar1 sadece
sitoplazma elemanlarin igerir. Niiklear igerik bulunmasi cismin biiyiikliigiine bagh
degildir (40).

Olusan bu apopitotik cisimler hiicreler aras1 doku araliklarina dagilirlar veya
liimene dokiiliirler. Mononiiklear fagositik sistem veya komsu epitel hiicreleri
tarafindan fagosite edilirler (40). Apopitotik hiicrelerin taninmasi, plazma
membranmindaki degisikliklerle olur. Apopitotik hiicrede plasma membram fosfolipid
asimetrisinin kayboldugu gozlenmektedir. Normalde fosfotidil kolin ve sfingomyelin
fosfolipid bas gruplarinin sik paketlenmesini saglar ve hiicre disinda yer alir. Buna
karsin fosfatidilserin ve fosfatidil etanolamin i¢ yiizeyde bulunur ve bu kenarin daha
gevsek paketlenmesini saglar (52). Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda
olan fosfatidil serin, ATP bagimli aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin
dis yapragia go¢ eder. Fosfolipid asimetrisi kaybolunca makrofajlarin apopitotik
hiicreyi taniyamamasit sonucu fagositoz gerceklesir (52). Fagositik hiicrelerin
vitronektin ve lektin ozelligindeki reseptorleri, fosfatidil serin ile baglanarak
fagositozu uyarir (53-55).

Dokuda 4-9 saat taninabilir halde kalan apopitotik hiicreler daha sonra
fagozomlar i¢inde birkac saat goriilebilir, sonra da sindirilemeyen materyal olarak
kalirlar. Apopitotik cisimlerin sindiriminde fagositik hiicrenin lizozomal enzimleri
rol oynar. Kendisine ait lizozomlar diger organeller gibi bozulmamistir. Her ne kadar
apopitotik cisimler hizla fagosite edilse de bazilar1 Ozellikle de siispansiyon

kiltiirleri, tiimor asitleri gibi sivilarda dagilmis olanlar fagositozdan kacabilir.
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Bunlar kendiliginden sisme ve membran riiptiiriiyle dejenerasyona giderler. Buna
"Sekonder Nekroz." denir. Morfolojik olarak nekrozla aynidir (56).
Apopitotik cismin ayiric1 6zellikleri sdyledir; dejenere hiicre pargalar kiiciiktiir,

oval veya yuvarlaktir, tipik olarak goriilen niiklear parcalar bulunabilir.

3.5.2 APOPITOTIiK SUREC

Programli hiicre oliimiinde birbirini izleyen basamaklarin neler oldugu tam
olarak bilinmemektedir. Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu
veya cevreden gelen sinyallerle apoptozis baslamaktadir. Apopitozis onceden hazir
olan hiicrelerde primer baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir
(33).

3.5.2.1 Apopitozisde Sinyal iletim Sistemleri

Hiicre 6liimii veya yasaminin siirdiiriilmesindeki stimiilasyon ile ilgili olaylar,
protein kinaz C, biiyiime faktor reseptorleri ve G proteinler tarafindan gecirilen
sinyal yollarini igerirler (57). Bazi hiicre i¢i olaylarda oldugu gibi apopitozisde
gelisen olaylar, benzer sinyal yollarin1 kullanmaktadirlar. Bu olaylar serisi, hiicresel
proliferatif homeostazisde denge olusturulmasi icin gereklidir. Hatta kiiciikk bir
dengesizlik tek bir hiicre i¢in letal etkiye veya andiferansiye hiicrelerde atipik
proliferasyona neden olur. Plazma membraninin sitoplazmik yiizeyinde lokalize
olan G proteinleri transmembran sinyal sistemlerinde 6nemli rol oynarlar, adenilat
siklazin stimiilasyonu veya inhibisyonu ile hormonal sinyal iletimini saglarlar (40).

Apopitozisin homeostatik mekanizmalarda oynadig1 6nemli rollere verilen en iyi
ornek T-hiicreleridir. Bir c¢ok timosite ait T-hiicre reseptorii (TCR) konakei
organizmada bulunan antijenleri taniyabilir ve bu hiicrelerin zararli otoimmiin cevabi
baslatma potansiyelleri vardir. Bu risk, timusdaki negatif seleksiyon sirasinda
hiicrelerin apopitozise ugramalar1 saglanarak en aza indirgenir (58). Uyaran reseptore
baglandiginda G protein veya TCR aracilig ile fosfolipaz C aktive olur. Bu enzim ile
PIP2 (Fosfotidil Inozitol 4,5-bifosfat) den IP3 (Inozitol 1,4,5-trifosfat) ve DAG
(Diagil Gliserol) olusumu gerceklesir. IP3 endoplazmik retikulumundan Ca+?
kanallarinin ac¢ilmasina neden olur ve bdylece hiicre ici Ca+? konsantrasyonu
yaklagik 100 kat artar. DAG ile membranda yer alan Ca+? bagimh protein kinaz C
aktive edilir. Bu enzimin, fosforilledigi proteinin tipine gore hiicre ya apopitozise

veya proliferasyona sevk edilir (58-60).
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3.5.2.2 Apopitotik Hiicre Oliimiiniin Fazlar

HUCRE
— — = ~  bLOMU
indiikleyici Modiilatorler — Efektorler Substrat
Ajanlar

Indiikleyici Ajanlar : Apopitozis cok cesitli ic ve dis uyan ile
tetiklenebilmektedir. Toksinler, iyonize radyasyon, reaktif oksijen radikalleri,
cesitli kimyasallar, kemoterapik ajanlar, 1s1 soku, yaslanma veya iskemi sonucu
gelisen subletal hasarlar ve DNA hasarlanmalar1 hiicredeki apopitotik siireci aktive
edebilir. Oliim reseptdrlerinin uyarilmasi apopitozisi indiikleyen en nemli yollardan
birisidir. Biiylime faktorleri azliginda, hormon ve sitokinlerin sinyalleri olmadiginda
hiicreler apoptozise giderler. Sonu¢ olarak cekirdekte, hiicre membraninda,
mitokondriyumda veya hiicre i¢i herhangi bir bolgeden gelebilecek bir uyari
apopitozu baslatabilir (61).

DNA hasari, hiicre siklusu kontrolii ve apopitozis arasinda bir iliski oldugu
saptanmistir (62). Hiicrede bir sekilde irradyasyon ve kemoterapik ilaglar nedeniyle
DNA hasar olustugunda p53 proteini fonksiyonel duruma gecer (63,64). Eger hasar
onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu durdurur ve hiicreye DNA’ sin1 tamir
edebilmesi icin zaman kazandirir. Hasar tamir edilemeyecek diizeyde ise bu durumda
apopitozisi indiikler (61).

Apopitozisi baslatan ©6nemli yollardan birisi de ekstraseliiller oliim sinyal
proteinleri ve onlarin hiicre yiizey reseptorleridir (65-68). Bes oliim reseptoriiniin

DNA siralanislari bilinmektedir (Tablo 1) (69-74).

Tablo 1: Oliim Reseptorleri ve Ligandlar

Reseptor Ligand
“Fas (Apo-1CD95)  [FasL
TNFR-1 TNF-a
DR-3 (TRAMP,Apo-3,Wsl-1) | Apo-3L
DR-4 (TRAIL-R1) TRAIL
DR-5 (TRAIL-R2) TRAIL




Fas ve TNF-a reseptor-1 (TNFR-1) reseptorleri kendi ligandlart ile
baglandiklarinda olim uyaris1 almis olduklarindan bir seri protein-protein
interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagli bulunan &liim
bolgeleri "death domain (DD)" ile interaksiyona girerler (62). Bu oliim bolgeleri
proteazlan aktiflestirerek apoptozisi baslatirlar.

Indiileyici ajanlar intrinsik apopitotik yolu veya ekstrinsik apopitotik yolu
tetiklerler. Oliim reseptorleri ile tetiklenen siirec ekstrinsik apopitotik yol olup diger
indiikleyici ajanlarin neden oldugu yol ise intrinsik apopitotik yol (mitokondriyal

yol) olmaktadir.

3.5.2.3. Oliim Reseptor Yolu ( Ekstrinsik Yol )

Ekstrinsik apopitozis, sinyalleri hiicre membraninda bulunan hiicre olim
reseptorlerinin spesifik ligandlariyla baglanmalar1 vasitasiyla aktif hale gelir. Oliim
reseptorleri tiimor nekrotizan faktor reseptdr (TNFR) gen ailesine aittir ve TNRF-1,
Fas (Apo-1 CD95), "death receptor 3" (DR-3), ve de TRAIL resptorleri DR-4, DR-5"
i kapsar (Tablo 1) (75).

TNFR ailesinin tiim iiyeleri sisteinden zengin ekstraseliiler alt bolgeler icerir.
Bu bolgeler kendi 6lim reseptorlerinin trimerizasyonu ve aktivasyonu sonucunda
kendilerine ozgii ligandlarin tamnmasina izin verirler (76). Oliim reseptorleri,
yaklagik 80 aminoasit kalintisini ihtiva eden farkl sitoplazmik bolge icerir (77,78).
Bu bolgeler, reseptorlerin proapopitotik fonksiyonlari icin kritik 6neme sahiptirler ve
"death domain" (DD) 6liim bolgeleri olarak adlandirilirlar (62). Benzer ligandlarin
baglanmas1 sonrasinda oliim reseptorleri homotrimerik kompleks seklini alirlar ve
olum bolgelerinin aracilifn ile protein-protein etlilesmeleri neticesinde intraseliiler
adaptor proteinler hiicre membranina dahil olurlar Bu durumda TNFR-1 ve DR-3,
"TNFR-associated death domain protein" (TRADD) TNFR baglantili 6liim bolge
proteini ile etkilesime girerken Fas ve DR-4, "Fas-associated death domain protein"
(FADD) Fas baglantil1 6liim bolge proteini ile aktivasyona girer (71-73,79-81). DR-5
"in FADD ve TRADD ile etkilesime girdigi goriilmez, bilinmeyen ekstra proteinleri
icerdigi akla gelmektedir (74). FADD veya TRADD benzeri adaptdr molekiillerin
kendileri de kendi 6liim bolgelerine sahiptirler. Kendi 6liim bolgelerine sahip FADD
veya TRADD gibi uygulayici molekiiller sinyali aktive olmus &liim reseptoriiniin

0lim bolgesine aktarir ve 6liim indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) olusur. Buna
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ek olarak uygulayict FADD ayrica DED (death effector domain-oliim etkili bolge)
icerir ve homopitik DED- DED iliskisi prokaspaz 8' den DISC' in ayrilmasini saglar.

Yukarda tamimlandigi gibi DISC’te bir ¢ok prokaspaz 8 molekiiliiniin
toplanmas1 onlarin otokatalitik aktivasyonuna ve aktif kaspaz 8 salinimina neden
olur. Aktif kaspaz 8 daha sonra 6li hiicrede spesifik substratlarin ortaya cikmas ile
diger kaspazlar aktive eder. Direkt ve esas olarak kaspaz bagimli apopitozis
yollarinda indiiklenen hiicrelerin kapasitesi tip 1 hiicrelerine sahip olmalan ile

siiflandirilir (82).

3.5.2.4. Mitokondriyal Yol

Tip 2 hiicrelerde aktive edilmis reseptorden gelen sinyal, hiicrenin yok olmasi
icin yeterli giicte kaspaz sinyal kaskadini meydana getiremez. Bu durumda sinyal
mitokondri bagimli apopitotik yolla etkisinin arttirilmasina ihtiya¢ duyar. Kaspaz
sinyal kaskadi ve mitokondri arasindaki baglanti bcl-2 ailesi tliyesi olan bid ile
saglanir. Bid kaspaz 8’in bdliinmesiyle ortaya cikar ve mitokondride sitozolden
sitokrom c ve diger mitokondriyal proapopitotik faktorlerin salinmasini indiiklemek
icin proapopitotik bcl-2 aile iiyelerinden bax ve bak ile uyumlu rol oynar (83).
Sitozolik sitokrom c, dATP bagimh sekil degisikliginin oldugu monometrik Apaf-1
ile baglamiyor ve apopitozoma benzeyen oligomerlerine ayrilir. Bu da baslatic
prokaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz 9’un aktive olmasi kesin hiicre Oliimiiyle
sonuclanan kaspaz 3, 6 ve 7 gibi efektor kaspazlarin katilimiyla kaspaz kaskadinin
baslamasina neden olur (84).

Ekstrinsik apopitotik yol icin aracilik ve biiyiitme etkisinin yaninda mitokondri
ayrica kemotorepatik ilaglar tarafindan indiiklenen DNA hasari, oksidatif stres, aglik
gibi hiicre i¢inden orjin alan 6liim sinyallerinin ¢ogaltilmasi ve tamamlanmasinda rol
oynar (85,86). Cogu apopitotik indiiklenmis durumlar permaibilite gecisi adlandirilan
i¢ mitokondri transmembran potensiyelinin bozulmasi ile iliskilidir. Bu da ani i¢
mitokondri membran permeabilitesinde artis ortalama 1.5 kD altindaki eriyen
molekiillerin gecisine neden olur. Suyun matriks icine gecisi ile gelisen osmotik
mitokondriyal sisme ile es zamanli olarak dis mitokondriyal membranin
parcalanmasi  sonucunda mitokondriyal membran arasindan proapopitotik
proteinlerin sitoplamaya salinmasina neden olur (87,88). Sitokrom c yi iceren salinan

proteinler ve apopitozisi indiikleyen faktor (AIF) (92), endoniikleaz endo G (90),
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Smac/Diablo (91) ve Htr/Omi (92) gibi proteinler apopitozisi ve kaspaz kaskadini

aktive ederler.
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3.5.2.5. Kaspazlar

Kaspazlar C elegans ced-3 ile homolog olan sistein proteazlaridir. Apopitotik
hiicre egilimi olan vakalarin ¢cogunda aktive olan apopitotik sinyal ag1 i¢in esas 6nem
tagirlar  (93). Hiicre olimii kaspaz aktivitesine bagimli hiicre O6liimiiniin
gerceklesmesi ve klasik apopitotik yolun izlenmesi olarak siniflandirilabilir (48).

Kaspaz terimi sistein bagimli aspartat spesifik proteazlardan (cystein-depentent
aspartate-proteases) tiiretilmistir. Onlarin katalitik aktivitesi yiiksek derecede
korunmus aktif boliim pentapeptit QACRG igindeki sistein miktarina baghdir.
Simdiye degin Drosophilalarda 7, memelilerde 14 iiyeli kaspaz ailesi bulunurken
bunlardan kaspaz 11 ve 12 farelerde tanimlanmistir (94,95). Terminolojiye gore
kaspazlar yaymnlanma siralarina gore, kaspaz 1, ICE (interleukin 1B-converting
enzyme) ilk memeli kaspazi ced-3 iin homologu olarak adlandirilir. Kaspaz 1 oldugu
kadar kaspaz 4,5,11 ve 12, pro-IL-1 B ve pro-IL-18 gibi proinflamatuar sitokinlerin
proteolitik maturasyonunu etkilemektedirler (94). Kaspaz 1 veya 11 i¢in defektli
sicanlardan elde edilen hiicrelerin hala 6liim sinyaline duyarli olduklar1 saptanmis
(96,97). Ayrica kaspaz 3 ve 9 geninin ¢ikarildigi deneklerde beyin gelisiminde agir
defekt sonucu perinatal mortalite gelismistir (98,99).Yine kaspaz 8 yetmezlikli
emriyonun 12 giin sonra 6ldiigii bildirilmistir (100). Bu gen defektleri olan hiicre
dizileri, proapopitotik olan kaspazlarin 6nemi yaninda farkli apopitotik uyaranlarin
oldugunun altim1 ¢izmektedir. Ger¢ekten kaspaz 3, 9 ve 8’e ek olarak 2, 6, 7 ve
10’un apopitotik sinyal i¢in 6nemli rol oynadiklan bilinmektedir (100).

Hiicrede kaspazlar inaktif zimojenler gibi sentez edilir ve prokaspazlar olarak
adlandirilir. N terminalleri, bir prodomain bolgesi ve biiyiik-kiiciik subunitlerini
baglayan baglayic1 peptitten olsur. Olgunlagsma sirasinda prokaspazlar proteolitik
olarak biiyiik ve kii¢iik subunitlerine ayrilir. Aktivasyon sirasinda prodomain siklikla
ortamdan uzaklasirken her iki kiiciik-biiyiik subunitten olusan heterotetramer olusur
ve aktif kaspaz sekillenir (101).

Proapopitotik kaspazlar baslatici kaspazlar 2, 8, 9, ve 10 ile uygulayici
kaspazlar 3, 6, 7 olarak 2 gruba ayrilir. Uygulayici kaspazlar sadece kisa prodomaine
sahipken, baslatic1 kaspazlar prokaspaz 8 ve 10 i¢cin DED olan uzun prodomain
bolgesine veya prokaspaz-9 ve prokaspaz-2 i¢in giiclendirilmis domainlere sahiptir.
Baslatict kaspazlar ya hiicre ylizeyindeki oOliim reseptorlerinin baglanmasina

(ekstrinsik apopitotik yol) ya da hiicre icinden orjin alan sinyallere (intrinsik
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apotitotik yol) cevap olarak 6liim indiikleyen sinyal kompleksler tarafindan aktive
olur (101).

Ekstrinsik apopitotik yolda, 6rnegin prokaspaz 8 i¢in, TNF reseptor ailesinin bir
iyesinin kendi ligandina baglanmasini takiben olugan membran- reseptor kompleksi,
DISC' ten onun DED bolgelerine dogru sinyaller prokaspaz 8’in toplanmasina neden
olur. DISC’e baglandiginda bir ¢ok prokaspaz 8 molekiilleri kendi aralarinda yakin
yerlestiklerinden otoproteolizis ile bir digerini aktive ederler (94).

Intrinsik apopitozis yoluna katilan prokaspaz 9, mitokondriden sitokrom c nin
salinmmiyla sekillenen sitozolik oOliim sinyal proteini olan apopitozom adh
proteinlerin mitokondriyal proapopitotik olaylar ilerletmesiyle aktive olur (102). Bu
durumda kaspaz 9 aktivasyonundan sorumlu Apaf-1 kaskadinda prokaspaz 9
dimerlerine ayrilir (94). Baslatici kaspazlar aktive olduklarinda proteolitik olarak,
morfolojik ve biyokimyasal uyaranlarla hiicre oliimiiniin gerceklesmesi durumunda
0liim sinyallerini artirirlar ve sonunda protein substratlarin spesifik gruplarina ayrilan

efektor prokaspaz 3, 6, ve 7’1 aktive ederler. (100).

3.5.2.6. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2, folikiiller lenfomaya neden olan bir onkojendir. Siklikla
immiinglobulinin kromozom translokasyon [t(14:18)] bolgesiyle baglantihdir ve
hiicre proliferasyonundan ¢ok hiicre 6liimiinii inhibe eden onkojenlerin ilk 6rnegidir.
Bcl-2 ile infekte olmus B hiicreleri, IL-3 azalmasiyla indiiklenen apopitozise karsi
diren¢ gosterme egilimindedir. Tiimor olusumu yolunda sadece biiyiime kontrolunda
kacis kabiliyeti degil ayrica apopitozisten korunma yetenegi de 6nemli rol oynar
(103). Bcl-2’nin  homologlar1 identifiye edildiginde bcl-2 homolog bolgeleri
(BH1’den BH4’e kadar) denen korunmus sirali motiflerin varlig1 ile bcl-2 ailesinin
proteinleri ortaya ¢ikti. Memelilerde bir kismi antiapopitotik tiyelere diger kismi da

proapopitotik iiyelerine ait 30 kadar benzerleri tanimlanmistir (Tablo 2) (104).
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Tablo 2: Bcl-2 Ailesi

Antiapopitotik Proapopitotik
Bcl-2 Bax Bmf
Bcel-X1 Bak Hrk
Bcl-w Bok Noxa
Bcl-B Bid Puma
Boo Bim Spike
Al Bik BNIP3
Mcl-1 Bad Bcl-Xs

Blk

Bcl-2’ye ek olarak bcl-X; bcl-w, bel-B, boo, Al ve Mcl-1 gibi BH1, BH2, BH3
ve BH4 bolgelerine sahip diger antiapopitotik proteinleri mevcuttur. Proapopitotik
bel-2 grup iiyeleri 2 gruba ayrilir; Bax alt ailesi bax, bak ve bok olarak olusur ki
bunlar BH1, BH2, BH3 domainlerine sahiptir. Buna karsin bid alt ailesine ait Bid,
Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma, Blk , BNIP3 ve Spike gibi proteinler sadece
kisa BH3 motifine sahiptir. Bcl-Xs ise BH4 domainini igerir.. Oldiirme
aktivasyonunun basarist i¢in iki domainin birbirleri arasinda etkilesimleri gerekir
(105).

Bcl-2 ailesinin apopitozisi nasil kontrol ettigi hakkinda tartismalar vardir. Bir
model, bcl-2 iiyelerinin direkt olarak kaspaz aktivitesini kontrol edebilecegini, diger
model mitokondri biitiinliigiiniin korunmasi ile etkili olabileceklerini savunmaktadir
(86). Birinci modelde bcl-2, ortolog ced-9 adaptor protein gibi ced-4’e benzeyen
Apaf-1'e baglanir. BH3 spesifik protein Egl-I’in ced-4 ile yer degistirmesi
durumunda kaspaz ced 3 aktivasyonunu onler (106). Bunun aksine memeli ced-4
benzeri Apaf-1 kesinlikle bcl-2 benzeri proteinler ile baglanmaz. Bcl-2 tarafindan
kontrol edilebilen mitokondriden sitokrom ¢ nin salinimi ile aktive olur (107). Bu
yiizden memeli bcl-2 aile iiyelerinin esas fonksiyonu, mitokondri biitiinliigiinii
korumak ve sitoplazmaya mitokondriyal proteinlerin salimmini kontrol etmektir
(108). Proapopitotik bcl-2 iiyelerinin mitokondri biitiinliigiinii korumasi bax ve bak
genleriyle iliskilidir. Sadece bax geninin inaktivasyonu apopitozisi sadece biraz

etkilerken, yalniz bak geninin bozulmasi hi¢ bir etki géstermemistir. Buna karsin bax
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ve bak genlerinin birlikte salinmas1 hemopoetik sistem ve beyinde biriken superflous
hiicrelere sahip bir cok dokuda apopitozis gelisimi sirasinda dramatik bozulmaya
neden olur. Bax-/-, bak-/- sicanlardan elde edilen hiicreler etoposid veya irradyasyon
gibi maruziyetlere duyarli bulunmamistir (109). Bax apopitozis sirasinda
degisikliklere ugrayan canli hiicrelerdeki sitozolik monomerdir ve dis mitokondriyal
membrana integre olarak oligomerlerine ayrilir (110). Mekanizma tartismalarina
ragmen bax ve bak oligomerlerinin dis mitokondriyal membranda gecirgenligi
uyardign ve katkida bulunduklarina inamilir. Bu ya kendileri tarafindan kanallarin
olusturulmasi ya da voltaj bagimhi anyon kanali (VDAC) gibi dis mitokondriyal
membran porlarinin etkilenmesi ile olur (111). Antiapopitotik bcl-2 iiyeleri kendi
BH3 bolgelerine baglanarak Bax ve Bak aktivasyonu ve oligomerizasyonunu
onleyerek mitokondriyal proapopitotik olaylar1 inhibe eder. Bu olaylar bcl-2 ve bcl-
X1 fazla salmimi birgok sitotoksik etkilere cevap olarak apopitozisi inhibe eder
(112).

Ozet olarak mevcut model Bcl-2 aile iiyelerinin apopitozisi nasil regiile
ettiklerini tanimlamaktadir. Spesifik apopitotik stres sinyalleri, 6zellikli BH3
proteinlerinlerinin aktivasyonunu tetikleyerek dis mitokondrial memranda olan
antiapopitotik iiyeler ile etkilesim sonucu bax benzeri proapopitotik faktorlerin
salinimina yol acarlar. Bax benzeri faktorler uyarilmig gecirgenlik baglantis1 ve
apopitojenik faktorlerin salindigi yerde degisime ugrayarak dis mitokondrial
membran icine girerler (104).

3.5.2.7. Apopitozisin IAP ile Diizenlenmesi

Bcl-2 ve bcl-X), gibi antiapopitotik proteinlerin salimm seviyelerinin siklikla
antiapopitotik transkripsiyon faktorii olarak tamimlanan dogal ve kazanilmig immun
yanitin ana diizenleyicisi transkripsiyon faktor NF-kB (Niikleer faktor «B) tarafindan
regiile edildikleri bildirilmektedir.(113). NF-xB ayrica apopitozis indiiksiyonunu
pozitif olarak saglar (114). Prosurvival bcl-2 iiyelerinin indiiklenmesinin yaninda
NF-xB' e ek olarak IAP (Inhibitor Apopitotik Protein) gibi diger antiapopitotik
genlerin artisgin1 aktive eder. IAP antiapopitotik proteinlerin bir ailesidir ve orjinal
prototipi baculoviriislerde tanimlanmustir. Simdiye degin insan IAP homologlari
olarak NIAP (Natural), c-IAP1 (cellular), c-IAP2, XIAP (X-linked) saptanmustir.
Biitiin IAP ler ve baculoviriis IAP, yetmis aminoasitten olusan tekrar bolgeleri icerir

(89). Bu tekrar bolgeleri kaspazlar arasindaki etkilesimi saglar ve bu etkilesim [AP
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lerin antiapopitotik aktivitelerini en fazla etkileyendir. Ger¢ekten XIAP, c-IAPI1, c-
IAP2' nin kaspaz 3,7 ve 9' u direk olarak inhibe ettigi diisiiniilmektedir (115).

Tekrar bolgesine ek olarak XIAP, c-IAP1, c-IAP2, E3 ubiquitin ligaz
aktivitesine sahip C terminalinde sonlanan yiiksek korunmus RING bdlgesi igerir.
RING bolgesi ile IAP' ler kendilerini katalize etme yetenegine sahiptirler. Boylece
proteozomlar tarafindan yikim i¢in kendilerine hedef secerler ayrica yikim ve
ubiquinatsyon i¢in kaspaz 3 ve 7 gibi proteinleri hedefleyebilirler (116). Cellular-IAP
tarafindan kaspaz aktivasyonunun inhibisyonu regulasyonu ¢ok ¢nemli kismidir.
Kaspazlar gibi proteolitik enzimler tarafindan kaskadin aktive edilmesi geri
doniigiimsiizdiir bu yiizden gegici ve lokal hiicre oliimiinii onlemek i¢in tam olarak
diizenlemesi gerekir.

Onemli olarak, Smac/Diablo mitokondrial apopitotik olaylarda mitokondrial
intermembran boslugundan salindiginda IAP lerin kaspazlar iizerinde inhibe edici
etkilerini geriye donderebilir ve kaspazlarla yer degistirip onlarin etkilerini yapabilen
XIAP ile baglanabilir. Boylece Smac/Diablo IAP' lerin negatif diizenleyicileridir ve
bu yol apopitozis giiclerdiricilerini artirir (117). Mitokondrial proapopitotik faktor
olan HtrA2/Omi'de gosterilen korunmus tetra peptit motif kaspazlarin salinmasi

Smac/Diablo' nun XIAP' ye baglanmasi icin gereklidir (61).

3.5.3. DAMAR DUVARINDA APOPITOZIS

Damar duvarmin normal gelisimi ve fibroproliferatif hastaliklar1 esnasinda
meydana gelen kan damarlarinin yeniden yapilanmasinda, vaskiiler hiicrelerin
apopitozisi goze carpar. Yapilan calismalarda kan damar1 duvarimin hiicresel
kompozisyonunun ve morfolojisinin kontroliinde vaskiiler hiicre apopitozisinin
fonksiyonu ileri siiriilmiistir (118). Hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve matriks
turnoveri ile birlikte apopitotik hiicre 6liimii normal damar ve hastalik gelisimindeki
yapisal degisikliklere katkida bulunabilir. Bunun yaninda damar duvarindaki hiicre
olumii, spesifik sitokinler ve gen iiriinlerinin her ikisiyle de ayarlanmis olabilir (119).

Damarlarin yeniden yapilanmasi sirasinda fizyolojik ve patolojik durumlarin her
ikisinde de apopitozis ile hiicre proliferasyonu ayrilmaz ikilidirler. Bununla beraber
anevrizma formasyonundaki vaskiiler atrofi asir1 apopitozis ile birlikte bulunur.

Damar duvarindaki vaskiiler diiz kas hiicreleri yasamin basindan sonuna kadar
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boliinebilirler ve apopitozise maruz kalabilirler (120).Bu nedenle damar duvari

icindeki ¢ok az veya ¢ok fazla olan apopitozis zararli olabilir (121).

3.5.3.1. Damar Duvari Yeniden Yapilanmasinda Apopitozis

Doku kitlesi veya toplam hiicre sayisinda biiyiik degisiklige ihtiyac duymadan
damar boyutundaki degisim, bastan sona bu yontemle meydana gelebilmektedir. Bu
durum damar duvar yeniden yapilanmasi olarak tanimlanir. Ornegin proliferasyon /
apopitozis sonucu ile olan fizyolojik yeniden yapilanmada; dogum sonrasi umblikal
kordun arter ve veninin liimen boyutunda azalma ve duktus arteriozusda kapanma
meydana gelir (122). Neonatal vaskiiler yeniden yapilanma sirasinda vaskiiler hiicre
apopitozisi, plasentadan akcigerlere oksijen degis tokusu sonucunda dallanma
noktalarindaki akimin karigikliligi veya akimin azalmasi ile tetiklenerek ortaya cikar
(118).

Immatiir tavsanlarin karotis arterlerinin akimlarindaki degisiklikler nedeniyle
damar duvart yeniden yapilanmasi direkt olarak goOsterilmistir. Bu deneysel
calismada sol eksternal karotisin baglanmasi sonucunda common karotis arterdeki
kan akimindaki azalma ve bu azalmayla korele olan endoteliyal hiicre ve vaskiiler
diiz kas hiicre apopitozisinde artis dikkati ¢ekmigtir (123).

Ayrica yeniden yapilanma primer aterosklerozda, anjiyoplasti sonrasinda ve
restenozda da meydana gelir. Her ne kadar bu durumlarin tiimiinde siiphesiz
apopitozis meydana gelse de sonug olarak yeniden yapilanmada vaskiiler diiz kas

hiicre apopitozisin rolii zor anlagilir olmaktan ¢ikamamistir (121).

3.5.3.2. Vaskiiler Diiz Kas Hiicresindeki Apopitozisin Etkisi

Vaskiiler diiz kas hiicresindeki apopitozisinin etkisi ortamin sartlarina baglhdir.
Bu nedenle ilerlemis aterosklerotik plaktaki intimal vaskiiler diiz kas hiicre
apopitozisi plak riiptiiriiniin gelismesine ve mediyal apopitozis de anevrizma
formasyonunun gelismesine yardimci olabilir. Hasar sonrast neointima olusumu
intima ve medyanin her ikisindeki vaskiiler diiz kas hiicre apopitozisi ile
sinirlandirilabilir (124).

Insandaki anevrizmanin en yaygi sekli damar medyasindan vaskiiler diiz kas
hiicre kayb1 ile elastin parcalanmasi1 ve matriks bozulmasiyla karakterize, ilerleyici
dilatasyon gosteren ve bunun sonunda riiptiire olan anevrizmalardir. Vaskiiler diiz

kas hiicresindeki apopitozis aortik anevrizmalarda normal aortalara kiyasla artmistir.
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Bu artisla iligkili olarak proapopitotik molekiillerin sayisinda da artis mevcuttur

(125).

3.5.3.3. Vaskiiler Diiz Kas Hiicresindeki Apopitozisin Regiilasyonu

Hiicrenin yasama yetenegi molekiiler diizeyde proapopitotik ve antiapopitotik
sinyaller arasindaki denge ile yonetilir. Bu olay bir takim gen familyalar1 aracilig ile
olur ki bunlardan en 6nemlisi bcl-2 familyasidir. Bcl-2 familyasi iiyelerinden bcl-2,
Al ve bcl-x' in uzun formu olan bcl-Xy, hiicrelerin hayatta kalmalarini1 saglarken bax,
bad, ve bid fonksiyonu apopitozisi ilerletir. Yapilan bir ¢cok calismada vaskiiler hiicre
yasama yeteneginin kontrolii iizerinde bcl-2 familyast proteinlerinin rolii
incelenmistir (118). Insan aterosklerotik plaklarin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Bax
ekspresyonunun artisiyla aterosklerotik plaklarda apopitozisin yiiksek frekansda
oldugu gosterilmistir (126). Ayrica yenidogandaki vaskiiler yeniden yapilanma ve
vaskiiler regresyon da vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki bax expresyonunun artisiyla
iligkilidir (127). Koruyucu protein bcl-X;, normal vaskiiler diiz kas hiicreleri
medyasinda bolca bulunurken, balon hasar1 sonrasi apopitotik hiicre Oliimiiniin
baslarindaki dalgalanma ile korele olarak expresyonu azalir (128). Tavsanlarda
yapilan anjiyoplasti aracilikli apopitozisde, bcl-X ekspresyonu, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin intimasinda medyasindan daha fazla artmis olarak bulunur (124).

Vaskiiler diiz kas hiicresinin hayatta kalma miicadelesinde bcl-2 familyasi
proteinlerinin fonksiyonel farkliliklar1 yapilan deneylerde gosterilmistir. Stenotik
damarlarda karsit strateji kullanilarak bcl-X1' in ablasyonunun neointimal vaskiiler
diiz kas hiicre apoitozisine neden olabilecegi ve bunun da intimal kalinlikta azalmaya
yol acgacagi gosterilmistir (124). Bcl-X;, ekspresyonu neointimal vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde tercih edilen proteindir.

Tiim bu ¢alismalar, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hayatta kalma miicadelesinde
endojen bcl-2 ve bcl-Xy, seviyelerinin gerekli oldugunu gostermistir. Ayni zamanda
vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki apopitozisin regiilasyonunda basli basina kaspazlar
ve IAP proteinleri de rol oynar.

Bcl-2 familyas: proteinlerine ek olarak vaskiiler hiicre apopitozisinin
regiilasyonunda faktér p53  trankripsiyonu One siiriilmiistiir. Aterosklerotik
lezyonlarda p53 birikimi rapor edilmistir (129). Bu faktdr cok az bir boliimdeki
etkisiyle apopitozisi ilerletir. Faktdr p53, ilging olarak hiicre yiizeyindeki 6liim

reseptorii Fas’ 1in ekspresyonunu artirarak vaskiiler diiz kas hiicre apoitozisini ilerletir
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(130). Zorunlu p53 ekspresyonu in vitro olarak vaskiiler diiz kas hiicre apoitozisini
indiiklerken in vivo olarak neointima formasyonunu inhibe eder (131).

Sonug olarak (118);

-Vaskiiler diiz kas hiicreleri ve endoteliyal hiicrelerin apopitozisi insan
damarlarinin gelisimi sirasinda belgelendirilmistir.

-Vaskiiler diiz kas hiicreleri , endoteliyal hiicreleri ve inflamatuar hiicrelerinin
apopitozisi, insan ve hayvan modellerinin kronik vaskiiler lezyonlarinda
bulunmustur.

- Akut hasar sonrasi intimal lezyonlardaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
turnoverinden apopitozisin sorumlu olabilecegi ve medyada meydana gelen hiicresel
azalmaya apopitotik vaskiiler diiz kas hiicre o6liimiiniin katkida bulunabilecegi

gosterilmistir.
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4.GEREC VE YONTEM
Calismamiz, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayr alindiktan
sonra, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi A.D. ve Patoloji
A.D. tarafindan gercgeklestirildi.
Calismaya her iki cinsten, alt ekstremitede primer varis tanisi almis 15 hasta
ve koroner arter bypass greft operasyonu gecirecek saglikli VSM ’ya sahip 15 hasta
dahil edildi. Yapilacak calisma tiim hastalara anlatilarak onay belgesi alindi.

Calismaya dahil edilen hastalarda yas ve cinsiyet ayrimi yapilmadi.
4.1. GRUPLAR

Grup 1 (Kontrol Grubu): Venoz hastalik hikayesi ve sikayeti olmayan
vendz duplex ultrasonda reflii, vendz dilatasyon saptanmayan derin venleri agik
koroner arter bypass greft operasyonu gegirecek ve VSM’nin da kullanilacag 15

hasta kontrol grubuna alindi.

Grup 2 (Varikoz Ven Grubu): Alt ekstremitede VSM trasesi boyunca
primer varisleri olan ve klinik yakinmalar1 nedeniyle operasyon endikasyonu almig
hastalardan (CEAP siniflamasina gore C; (s) Ep As,.3 Pr kriterlerine uyan) 15 hasta
secildi. Se¢ilen hastalarin tiimiinde vendz duplex USG’de VSM’de reflii gosterildi.

4.2. DAMAR ORNEKLERININ ALINMASI VE HAZIRLANMASI

Kontrol grubunda koroner bypass i¢in VSM cikarilirken ve varikoz ven
grubunda pake eksizyonu yapilirken dizalt1 baldir bolgesi vena safena magnasindan
yaklagik 2 cm 6rnek alindi. Alinan doku 6rnekleri %10’luk formolde tespit edildikten

sonra parafin bloklara gomiildii.

4.3. HISTOMORFOLOJIK INCELEME:

Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom ile 4um kalinliginda kesitler alindi.
Alnan kesitler deparafinize edilerek cam slaytlara monte edilip hematoksilen-eozin,
Verhoeff’un Elastik boyas1 ve Masson Trichrome kollajen boyasi ile boyandi. Isik
mikroskobisinde ven duvar katmanlarmin yapisal diizeni ve hiicre dizilimleriyle

birlikte kollajen ve elastin igerikteki patolojik degisiklikler degerlendirildi.

46



4.4. IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME:

Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 4um kalinligindaki kesitlere avidin-
biotin-peroksidaz yontemi ile immunohistokimyasal olarak bax, bcl-2 ve kaspaz-9
uygulandi. Elde edilen 4 mikron kalinligindaki kesitler bax, bcl-2 icin deparafinize
ve rehidrate edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini 6lcmek icin 5 dk. %3
hidrojen peroksitte tutuldu. Daha sonra distile su ile yikanip pH 6’da 650 mw
(mikrodalga)’da Sitrat buffer’da 5 dakika bekletildi. Kesitlere 10 dk Ultra V blok
uygulandi. Kaspaz-9 i¢in deparafinize ve rehidrate edildikten sonra 10 dakika pepsin
enzimi uygulandi ve distile su ile yikanip 5 dk. %3 hidrojen peroksitte tutuldu.Daha
sonra benmaride 37°C nemli ortamda 30 dk siireyle mouse monoclonal antibody Bax
(Neomakers, Fremont,CA,USA), mouse monoclonal antibody Bcl-2 (Neomakers,
Fremont,CA,USA), rabbit polyclonal antibody Kaspaz-9 (Neomakers,
Fremont,CA,USA) antikorlar1 uygulandi. Ardindan 0.001 M, pH 7.4 olan PBS ile
yikanarak avidin- biotin peroksidaz ile inkiibe edildi. AEC kromojen ile boyandi.
Biitiin kesitlere Mayer Hematoksileni ile zit boyama yapildi ve 06zel kapatma
maddesi (Ultra Mount Medium) ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal inceleme Enrico Ascher ve arkadaslarimin (132)
yontemine gore yapildi. Isik mikroskobisinde (Olympus model U-MDOB, Japan) x
400 biiyiitmede her kesitten rastgele 10 saha incelendi. Her sahadaki 100 hiicreden
intima , medya ve adventisyada sitoplazmik olarak bax (+), bcl-2 (+) ve kaspaz-9 (+)

boyanan hiicreler sayildi. Toplam boyanan hiicrelerin ortalama yiizdeleri alindi.

4.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ:

Istatistiksel degerlendirmeler igin Statistical Programme Software System
(SPSS) 12.0 programi kullanildi. Elde edilen veriler ortalama + standart deviasyon
olarak gosterildi.

Gruplar aras1 farkin degerlendirilmesinde, iki ortalama arasindaki farkin
onemlilik testi parametrik Student’s t test kullanildi. Sonuglarin tiimiinde p<0.05

degerler anlamli olarak kabul edildi.
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S. BULGULAR

5.1. HISTOMORFOLOJIK VERILER:

Isik mikroskop incelemelerinde varik6z ven orneklerinde, kontrol grubundaki
saglikli venlere gore daha fazla yapisal diizensizlikler tespit edildi. Varikéz ven
grubunda intima ve medya tabakasi saglikli venlere gore daha kalin, adventisya
tabakasi ise daha inceydi. Varikoz ven grubundaki diiz kas hiicrelerinin kontrol
grubuna gore morfolojik olarak boylarinin uzadig goriildii.

Masson Trichrome boyasi ile varikéz venlerin medya tabakasinda kollajen
fibril seviyesinde artig ile birlikte diiz kas hiicre azalmas1 gozlendi. Artmis fibroz
doku ile birlikte ayrismis kollajen fibrilleri medya tabakasinda homojen olmayan
kalinlasma meydana getirmistir. Yine varikoz ven grubunda kontrol gruba gore
intimada daha fazla kollajen, adventisyada ise daha az kollajen fibril tespit edildi
(Sekil 7A, 7B).

Verhoeff’un elastik boyamasinda varikoz ven grubunda elastin ag orgiisiindeki
bozulma daha fazlaydi (Sekil 8A, 8B).

Sonug¢ olarak varik6z ven duvarinin tiim katmanlarinda diiz kas hiicre
sayisinda azalma, kollajen ve elastin liflerinin miktar ve yapisinda degisiklik

gozlendi.
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Sekil 7A.
Varikdz Ven Grubunda
Kollajen Fibriller (Masson Trichrome Boyasi X 200)

Sekil 7B.
Kontrol Ven Grubunda
Kollajen Fibriller (Masson Trichrome Boyas1 X 200)

49



Sekil 8A.
Varik6z Ven Grubunda
Elastin Fibriller (Verhoeff’un Elastik Boyas1 X 200)

Sekil 8B.
Kontrol Grubunda
Elastin Fibriller (Verhoeff’un Elastik Boyas1 X 200)
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5.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL VERILER:

Alman  kesitler bax, bcl-2 ve kaspaz-9 icerikleri  yOniinden
immunohistokimyasal olarak boyandilar ve degerlendirildiler.

5.2.1 Bax Boyanmasi :

Gruplardan elde edilen 6rneklerin intima, medya ve adventisyalarinda bax ile
boyanan hiicrelerin ortalamalar1 Tablo 3 ve Sekil 9' da gosterilmistir.

Intima ve adventisyada bax boyanan ortalama hiicre sayis1 kontrol grubunda
anlamli olarak (p<0.01) fazla bulunurken, medya tabakasinda varikdz gruba gore
daha az bulundu (Sekil 10A, 10B) ve bu istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).
Damarin tiim katlar1 birlikte degerlendirildiginde de kontrol grupta bax (+) hiicreler
daha fazlaydi (p<0.05).

Calismamizda sadece varikdz ven grubunun medyasinda, istatistiksel olarak
anlamli bulunan bax pozitif hiicre fazlaligi goriildii. Sonuc¢ olarak kontrol ven

grubunda varik6z venlere kiyasla daha fazla bax pozitif boyanan hiicre tespit ettik.

Tablo 3. Bax Pozitif Boyanan Hiicrelerin Ortalama Yiizdeleri

Kontroln=15) 10,53 + 1,45  7,53+1,92  4,06+0,70 22,13 +3,58
Varis (n=15) 6,60+159  10,06+£221  120+041 17,80 3,64
P p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.05




Bax (+) Hiicreler

( % Ortalama )

30

25

20

15 -

10

O Kontrol
Varis

”W

|

77

Intima Medya Adventisya  Tiim duvar

Sekil 9. Bax (+) Hiicrelerin Ortalama Yiizdeleri
* p<0.01 (Kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
# p<0.05 (Kontrol grubuyla karsilastirildiginda)

Sekil 10A.
Varikéz Ven Grubunun Medya Tabakas1

Sitoplazmik Bax (+) Immiim Boyanan Hiicreler (X 200)
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Sekil 10B.
Kontrol Grubunun Medya Tabakas1

Sitoplazmik Bax (+) Immiim Boyanan Hiicreler (X 200)

5.2.2. Bcl - 2 Boyanmasi :

Her iki gruptaki ven orneklerinde bcl-2 ile boyanan hiicrelerin ortamalari
intima ve adventisya ile damarin biitiiniinde varikdz grupta daha fazla olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 4, p>0.05). Her iki grubun
medyasinda bcl-2 (+) hiicre sayis1 hemen hemen birbirine esit (1,60 + 0,73 - 1,60 £
0,63) bulundu (Sekil 11A, 11B).

Sonug olarak bcl-2 ile yaptigimiz ¢alismada varikéz ven grubunda kontrol
grubuna gore sayisal deger olarak cok az bir fazlalik bulsak da iki grup arasinda bcl-2

immiinreaktivitesi agisindan dnemli farklilik gosterilemedi (Sekil 12).

Tablo 4. Bcl-2 Pozitif Boyanan Hiicrelerin Ortalama Yiizdeleri

Kontrol(n=15) 0,530,551 1,60 +0,63 1,80£0,77 3,93+ 1,62
Varis (n=15) 0,86+0,63  1,60+0,73 220+£086 4,66+ 1,75
P p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05




Sekil 11A.
Varik6z Ven Grubunun Medya Tabakasi
Sitoplazmik Bcl-2 (+) Immiin Boyanan Hiicreler (X 200)

Sekil 11B.
Kontrol Grubunun Medya Tabakas1

Sitoplazmik Bcl-2 (+) Immiin Boyanan Hiicreler (X 400)
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Sekil 12. Bcl-2 (+) Hiicrelerin Ortalama Yiizdeleri
a p > 0.05 (Kontrol grubuyla karsilastirildiginda)

5.2.3. Kaspaz - 9 Boyanmasi :

Her iki grubun ven Orneklerinin intima, medya, adventisya ve biitiiniine ait
kaspaz-9 (+) hiicre ortalamalar1 Tablo 5' de verilmistir. Kontrol grup medyasinda
varis grubun orneklerine gore daha az kaspaz-9 ile boyanan hiicrelere rastlanmistir
(p<0.01) (Sekil 13A, 13B). Kontrol grubunun intima ve adventisya tabakasinda ise
varis grubuna gore daha fazla sayida kaspaz-9 (+) hiicre bulundu ve ancak bu fark
sadece intima tabakasi i¢in anlamliyd: (p<0.01) (Sekil 14).

Tiim damar duvar katmani goz oniine alindiginda, total kaspaz-9 pozitif
boyanan hiicre degerleri kontrol grubunda 16,60 + 1,99, varik6éz ven grubunda 13,40
+ 1,84 olarak bulundu ve aralarindaki farkliliin istatistiksel degeri mevcuttu

(p<0.05).

Yaptigimiz calismada sadece varikdz ven grubunun medyasinda, istatistiksel
olarak anlaml kaspaz-9 pozitif hiicre fazlalig1 goriildii. Sonug olarak kontrol ven
grubunda varik6z ven grubuna kiyasla daha fazla kaspaz-9 pozitif boyanan hiicre
tespit ettik.

Tablo 5. Kaspaz-9 Pozitif Boyanan Hiicrelerin Ortalama Yiizdeleri

Adventisya

Kontrol(n=15) 9,33+ 1,17 5,53 +£0,99 1,73 £0,70 16,60 + 1,99
Varis (n=15) 3,66 £ 0,72 8,13+ 1,30 1,60 £ 0,73 13,40 + 1,84
p p<0.01 p<0.01 p>0.05 p<0.01




Sekil 13A.
Varikéz Ven Grubunun Medyasinda

Sitoplazmik Kaspaz-9 (+) Immiin Boyanan Hiicreler (X 400)

Sekil 13B.

Kontrol Grubunun Medyasinda

Sitoplazmik Kaspaz-9 (+) Immiin Boyanan Hiicreler (X 200)
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Kaspaz-9 (+) Hiicreler

( % Ortalama )
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O Kontrol
Varis

Sekil 14. Kaspaz-9 (+) Hiicrelerin Ortalama Yiizdeleri

*p < 0.01 (Kontrol grubuyla karsilastirildiginda)

a p > 0.05 (Kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
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6. TARTISMA

Varikéz ven fizyopatolojisi i¢in son zamanlarda ileri siiriilen teoriler intrinsik
vendz duvar anormallikleri temeline oturmaktadir. Bu yapisal anormallikler; incelmis
ve diizensizlesmis diiz kas tabakasi, fibr6z dejenerasyona ugramis medya tabakasi,
sismis ve helikal kirnlmis kollajen fibriller olarak tamimlanmistir (14). Duvar
dejenerasyonunun bu dagilimi homojen degildir, baz1 segmentler kalinlasmis ve
fibrotiklesmisken bazilart anevrizmalasmistir. Primer varikoz venli hastalardan elde
edilen yiizeyel bacak venlerinin morfolojik ve histokimyasal calismalarinda elastin,
kollajen ve diiz kas hiicre iceriginde degisiklikler saptanmistir (14).

Venin yapisal proteinlerindeki degisiklikler anormal kollajen ve elastin icerik,
intimal hiperplazi ve matriks kontrol enzimlerindeki degisiklikleri icermektedir (28-
32). Damarlarin tunika medyasindaki ekstraseliller matriks, elastik lameller ve
kollajen fibriller varikéz ven histopatolojisinde 6nemli role sahiptir (133). Bir ¢ok
aragtirmacit varikdz segmentlerde normal venlere kiyasla kollajen miktarinda artig
saptamislardir (30,31).

Gandhi ve arkadaslar1 (30) varik6z ven duvarinda proteolitik enzim
aktivitesinde degisiklik olmaksizin kollajen miktarinda artis ve elastin miktarinda
azalma tespit etmislerdir. Sansilvestri-Morel ve arkadaslar1 (31), varik6z venlerde
diiz kas hiicreleriyle kollajen subtipleri sentezinde bir dengesizlik bulmuslardir. Bu
dengesizligi kollajen tip-1’ in artarken kollajen tip-3’ iin azalmasi seklinde tespit
etmisler

Badier—Commander ve arkadaslar1 (32) son zamanlarda yaptiklarn caligmalarda
varikdz venlerde, ekstraseliller matriks diizenleyici enzim konsantrasyonlarina
bakmisglar. Aragtirma sonucunda, oldukga yiiksek konsantrasyonlarda doku inhibitor
metalloproteinaz—1 (TIMP-1) ve oldukga diisiik konsantrasyonlarda proteolitik enzim
metalloproteinaz—2 bulmuslar. Damar duvar zayifligi kollajen ve elastik igerik ile
ekstraseliller matriks duvarmin metalloproteinaz ve bunlarin inhibitorlerinin
arasindaki var olan dengenin bozulmasindan kaynaklanabilir (32). Matriks kontrol
enzimlerindeki bu denge degisimi varikéz venlerin duvarindaki matriks birikimini
desteklemektedir. MMP'lar aortik anevrizmalarin tunika medyasindaki makrofajlarca
tiretilmektedirler (134).

Arteriyel rekonstriiksiyonda kullanmilan venlerin bir c¢ok histopatolojik
degisikliklere maruz kaldigr tamimlanmistir (135). Bu histopatolojik degisiklikler

kontraktil fenotipte azalmayla beraber diiz kas hiicre proliferasyonunu kapsar (136).
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Bu degisiklikler vaso vasorum kaybindan dolayr gelisen mural iskemi,
sirkumferansiyal damar duvar gerilimi ve basincindaki degisikliklerle iligkilidir
(137). Varikdz venlerin yeniden yapilanmasinin da benzer mekanizmalarla gelistigi
diistiniilmiistiir. Varikdz venlerde damar duvarinin kalinlastigi ve dilate oldugu ve
yaygin fibrozis gelistigi gosterilmistir. Medya tabakasinin konnektif doku kisminin
progresif artis1 hiicresel kistmdan daha énemlidir (138).

Simdiye kadar varikoz ven hiicre kiiltiirlerinde ven6z duvarinin ana
kompanenti olarak, ozellikle medya tabakasina lokalize olan diiz kas hiicreleri
gosterildi. Varikoz venlerde hiicre siklus degisiklikleri aracilifiyla diiz kas hiicreleri
kontraktil tipten sekratuar tipe doniisiir (139). Bu diiz kas hiicreleri normal kontraktil
tipten sekratuar hiicre tipe doniistiigii i¢in varikéz ven duvarinda fibrotik
dejenerasyon gelisir (139).

Maurel ve arkadaglar1 (140) primer varikdz venli hastalardan elde edilen ven
orneklerinde elastin, kollajen ve diiz kas hiicre icerigindeki degisikliklerin 6nemini
belirtmislerdir.

Ducasse ve arkadaglar1 (141) varikdz venlerde elastin ve kollajen fibrillerin
dagilimimin ve yapilarmin diffiiz olarak bozuldugunu gormiiglerdir. Bu hiicresel
diizensizlik, medya ve adventisyal tabakada kollajen fibril seviyesinde artis ile
birlikte diiz kas hiicre sayisinda azalma ve elastin fibrillerinde pargalanmayi
kapsamaktadir. Ayrica medya tabakasinda homojen olmayan kalinlagsma tespit
etmislerdir.

Urbanek ve arkadaslarinin (142) yapmis olduklar genis calismada varikoz
venli hastalarin hem proksimal hem de distal segmentlerinde intimal alam daha fazla
Olctilmiisler ve intimal tabaka icinde diizensiz kollojen fibril birikimi ve bununla
birlikte internal elastik lamina ve miiskiiler bantlarda yarilmanin oldugunu tespit
etmislerdir. Medya tabakasinda artmis fibréz doku ile birlikte kollajen fibril birikimi
ve diizgiin kinlmis kas yigin1 gosterilmis ve medyadaki ekstraseliiler matriks birikimi
distal segmentlerde proksimal segmentlerden daha fazla bulunmustur. Sonu¢ olarak
varikdz venli hastalarin distal safenlerinin medyasinda diiz kas hiicre igeriginin
azaldig1 ve kollajen miktarinin arttif1 gosterilmistir. Adventisyal tabakada ise kontrol
venlere kiyasla proksimal segmentlerde miyozit ve elastin miktarlarinda farklilik
saptanmamis ve istatiksel olarak kollajen miktarinda anlamli azalma gosterilmis.
Ayrica distal segmentlerde diiz kas hiicre azalmasi ile birlikte. proksimal

segmentlerinde azalmis miiskiiler ve elastin icerik adventisyal tabakada gozlenmis.
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Ascher ve arkadaslan ise (132,143) yaptiklar1 iki ayr1 c¢alismada varikoz
venlerde saglikli venlere kiyasla kollajen miktarinda azalma tespit etmisler, elastin ag
orgiisiindeki bozulmanin da varikdz venlerde daha fazla oldugunu gérmiislerdir.

Bizim calismamizda da Ducasse ve arkadaslari(141) ile Urbanek ve
arkadaslan (142) tarafindan yapilan calismalarda oldugu gibi varikoz venlerde daha
fazla yapisal diizensizlikler tespit edildi. Varikdz ven grubunda intima ve medya
tabakasi daha kalin, adventisya tabakasi daha inceydi. Varikdz venlerin medya
tabakasinda kollajen fibril seviyesinde artis ile birlikte diiz kas hiicre azalmasi ve
homojen olmayan kalinlasma gozlendi. intimada kontrol ven grubunda daha fazla
kollajen icerik bulunurken adventisyal tabakada varikéz ven grubunda saglikli
venlere gore daha az kollajen fibril tespit edildi. Ayrica varikdz ven grubunda elastin
ag ortiisiindeki bozulma da daha fazlaydi.

Sonug¢ olarak varik6z ven duvarindaki histopatolojik degisiklikler bizim
bulgularimizla da desteklenmektedir. Bu patolojik ve histolojik 6zellikler tamamen
paryetal duvardaki fibrotik yikim ve varikdz venlerin mekanik 6zelliklerinin kaybiyla
uyumludur.

Onceki yapilan ¢alismalarda varikoz ven duvarinin yeniden yapilanmasinin diiz
kas hiicre hipertrofisiyle iligkili oldugunu ve bu hipertrofinin tiim tabakalardaki diiz
kas hiicre sayisindaki azalmanin sonucu oldugunu rapor edilmistir (144). Aym
zamanda safen vendeki hipertrofik alanlarin apopitozisin ilerlemesiyle iligkili oldugu
bulunmustur (145)

Venlerde apopitotik 6liim ger¢ek ven yapisinin ve tonusunun ayarlanmasinda
biiyiik 6nemi olan vaskiiler diiz kas hiicreleri ile iliskilidir. Apopitozis endotelyal
hiicreler ve inflamatuar yanit hiicreleri gibi diger hiicre popiilasyonunda gosterilmis
olmasina ragmen varikdoz ven duvar hasarinda bu proglamlanmis hiicre 6liimiine
iliskin hala ¢ok az veri bulunmaktadir (132,143,145).

Insanda hatali DNA tamir mekanizmalari ve hiicre siklus degisikliklerini iceren
cesitli  hastaliklarin temel mekanizmasi olarak apopitozis suglanmistir (146).Ven
duvari hiicrelerinin disfonksiyone olmasinin hiicre siklusunun ve apopitozisin
deregiilasyonundan dolayr olmasi muhtemeldir. Ciinkii apopitozis doku
hemostazinda ve hiicre sayisinin korunmasinda major bir rol oynar, bu da ven
duvarindaki hiicre turnoverine etki eder. Deregiile apopitozis anormal bir fenotipe

transforme olabilecek, ise yaramayan hiicrelerin sayisinda artmaya yol acar.
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Apopitozis multifaktoriyel bir fenomendir. Farkli uyaranlarla indiiklenebilen ve
biiyliyen bcl-2 aile iiyeleri tarafindan porzitif veya negatif regiilasyonu altinda
olabilir. Bununla birlikte bcl-2 hiicreleri programlanmis hiicre 6liimiine ugramaktan
kurtaran negatif modiilatordiir. Bax ise apopitozis indiikleyicisidirler. invivo ortamda
bax ve bcl-2 sirasiyla hiicre oliimii ve sagkalimi ile iligkili olan homodimerler
(bax/bax ) ve heterodimerler (bax/bcl-2) olusturabilirler (147).

Ducasse ve arkadaslarinin (141) sadece ven duvarmin medya tabakasindaki
yaptiklar1 calismada, immiin reaktiviteyle apopitozis tespitinde varikéz venlerde
saglikli venlerden daha az apopitotik hiicre bulunmustur. Immiinohistokimyasal
boyamada varikéz venlerde, saglikli venlere gore daha az intrinsik apopitotik yol
mediyatorleri olan bax ve kaspaz-9 (+) hiicre tespit etmisler. Ayni ¢alismada
varikdz venlerde azalmis bax ve kaspaz-9 birlikteliginin 6nemini vurgulamislardir.

Urbanek ve arkadaglarinin (142) varikoz venli hastalart geng-yash ve ven
segmentlerini de proksimal-distal olarak ayirdiklari ¢alismada TUNEL yontemiyle
varik6z venlerde apopitotik aktiviteyi arastirmiglardir. Varikoz venli genc hastalarin
distal boliimiindeki varisli damarlarin medyasinda istatistiksel olarak anlamli
apopitotik indeks artig1 bulmuslar. Yine aym ¢alismada varik6z venli hastalarin distal
safen ven segmentlerinde bcl-2 ve bax seviyeleri artmig bulunmus. Buna ek olarak 50
yasindan genc varisli hasta grubunda p53 seviyesi kontrol grubundan fazlaydi. Geng
hastalarin distal segmentlerinin ven medyasinda p53 ve apopitotik indeks arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmus. Bu bulgular yash hastalarin distal
segmentlerinden elde edilememis. Tim Orneklerde bax, bcl-2 den daha fazla
bulunurken bu oran geng varisli grubun distal segmentlerinde anlamh olarak yiiksek
bulunmus. Ayrica immiinohistokimyasal boyamalarda Bcl-2 (+) hiicreler kontrol ve
varikdz venlerin medyasinda ve adventisyasinda yogun olmakla beraber az miktarda
intimada da gosterilmistir. Giiglii bax immiinreaktivitesi kontrol ve varisli venlerin
tim tabakalarinda 6zellikle intima ve medyada (+++) olarak degerlendirilmistir.
Adventisyada kontrol grup (++) boyanirken varikdz venli hastalarin distal
boliimiindeki safenlerde sadece (+) boyanma tespit edilmis. Bu genc¢ varisli grupta,
kontrol grupla kiyaslandiginda medya tabakasinda diiz kas hiicre azalmasi da
gbzlenmis. Diger taraftan yasl grupta distal safen ven segmentlerinde diiz kas hiicre
yiizdesi anlaml olarak geng¢ hastalarinkinden yiiksek bulunmus.

Ascher ve arkadaslar1 (132) normal venlerle karsilastirildiginda varikoz

venlerde bax (+) boyanan hiicrelerin yiizde oranlarimi  daha fazla bulmuslar.
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Dokulardaki immiinreaktivite sitoplazmik ve niikleer olarak gosterilmis. Ozellikle
varikdz venlerin medya tabakasinda belirgin bax pozitifligi saptamislar. Bu
proapopitotik proteinini kontrol ven duvarinda transmural olarak gosterilmesine
ragmen varikdz ven adventisyasinda anlamli olarak bulamamislar. Her bir damar
duvar1 katmaninda "high-powerfield (hpf)" ( yiiksek etkilenmis saha) 6l¢iimiine gore
bax (+) boyanan hiicrelerin sayisi bax (+) boyanan hiicrelerin yilizde oranlariyla
korele olmadigini ve varikoz venlilerde daha az bulundugunu tespit etmisler. Ciinkii
kontrol ven dokusuna kiyasla varikéz ven dokusunda hpf’ ye gore saptanan total
hiicre sayisinda farkliliklar vardir. Bu, damar duvari yapisit ve hiicre boyutundaki
onceki degisikliklerin sonucu olabilir. Varikéz ven vaso vasorumundaki hicbir
hiicrede bax icin immiinpozitiflik bulunamamis. Bununla beraber kontrol venlerde
hpf' ye gore bax (+) hiicreler gosterilmis. Poly(ADP-riboz) polimeraz (PARP) ile
yapilan boyama varikdz venlerde PARP' 1n azalisimi isaret etmektedir. Ancak buna
zit olarak ozellikle varikdz venlerin medya tabakasinda PARP pozitifligi belirgin
olarak mevcutmus. Varikdz venlerin adventisyasinda bu 0liim substrati
bulunamamis. Buna ragmen saglikli venlerin adventisyasinda vaso vasorum dahil
olmak tizere pozitif sinyaller anlaml olarak yiiksek goriilmiis. Bu 6nemli bir bulgu
ciinkii PARP béliinmesi venlerdeki programlanmis hiicre 6liimiinden sorumlu kaspaz
aktivitesini isaret eder. Bax ve PARP' in varis dokularinda az olmasi varis
patogenezinde anlamli rol oynayabilir. Verileri sonucunda programlanmis hiicre
6lumii progesinin varikdz venlerde inhibe oldugunu isaret etmislerdir.

Ascher ve arkadaslarinin (143) yaptiklar baska bir calismada varikéz venlerde
apopitozisin inhibe oldugu gosterilmistir. Apopitozis azalmasi varikoz ven medya ve
intimasinda normal venin adventisyasindan daha fazla olmaktadir. Varis dokusunda
cyclin D1" in niikleer expresyonu artarken sitoplazmik ekspresyonunu azalmis olarak
gozlemlemislerdir. Bunun sonucu olarak diizensiz apopitozis Onderliginde hiicre
siklusunda olusan diizensizliklerin varikéz ven biitiinliigiiniin  kaybinda rol
oynayabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Bizim yaptigimiz immiinohistokimyasal ¢alismada da proapopitotik aktiviteye
sahip bax ve kaspaz-9 ile antiapopitotik aktiviteye sahip bcl-2 degerlendirildi.
Hiicreler sitoplazmik boyanmalarina gore degerlendirildi. Varikdéz ven grubunun
sadece medya tabakasinda bax pozitifligi kontrol grubundan fazlayd: ve istatistiksel
olarak anlamliydi. Bu veri Ascher ve arkadaslarinin (132) varikéz venli grupta

bulduklar bax pozitifligi ile uyusmaktadir. Ancak bu durum, muhtemelen varisli
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damarlarin medyasinda azalan diiz kas hiicre nedeniyle, medya tabakasindaki bax (+)
boyanan hiicrelerin daha az olan total hiicre sayisina oraninin, kontrol grubuna gore
yiikksek bulunmasindan kaynaklanabilir. Ayn1 sekilde Ascher ve arkadaslar1 (132).
bu yiiksek bax (+)’ ligini yiiksek etkilenmis saha formiiliiyle aciklamislardir.
Urbanek ve arkadaslar1 (142) gen¢ varikoz venli hastalarin distal safen segmentlerin
medyasinda istatistiksel olarak anlamli apopitotik indeks artis1 bulmuslardir. Bizim
caligmamizda da alinan varik6z ven Ornekleri distal safen bolgesindendi ve
sonuclarimiz paralellik gostermektedir.

Ascher ve arkadaglarn (132) varikdz venlerin adventisyasinda bax (+) boyanan
hiicre saptayamazken bir diger calismalarinda (143) apopitotik indeksi adventisyada
diger katmanlara gore yiiksek bulmuslar. Urbanek ve arkadaslar1 (142) varikoz
venlerin distal boliimiindeki adventisyalarda diisiik seviyede bax (+)' lik tespit
etmislerdir. Bizim incelememizde de varik6z venlerin adventisyasinda kontrol gruba
gore istatistiksel olarak anlamli daha az immiin pozitif bax hiicreleri tespit edildi.

Venin tim damar duvan katmanlar1 g6z Oniine alindiginda bax pozitifliginin
saglikli ven grubunda anlamli olarak daha fazla oldugunu gozlemledik. Onceki
yapilan calismalarda da (132,141,142) apopitozisin indiikleyicsi olan bax pozitifligi
saglikli venlerde daha fazla bulunmustur.

Yaptigimiz calismada bcl-2 immiinreaktivitesinde kontrol grubuyla varikoz
venli grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptayamadik. Urbanek ve
arkadaslan (141) immiinohistokimyasal olarak bcl-2 (+) hiicreleri kontrol ve varik6z
venlerin medyasinda ve adventisyasinda olmakla beraber az miktarda intimada
gostermigler. Gen ekspresyonuyla da varisli hastalarin proksimal ve distal safen
segmentlerinde bcl-2 seviyelerinin artisim istatiksel olarak anlamli bulmuslardir.
Bizim ¢alismamizla ayni sekilde Ascher ve arkadaslar1 (143) da ornekleri arasinda
bcl-2’ de 6nemli bir farklilik tespit edememisler ve bunun nedeni olarak kullandiklar
antikorlarin ven dokusundaki hiicrelere spesifikliginin az olmasi olabilecegini 6ne
sirmiislerdir. Isner ve arkadaglar1 (148) restenotik gibi primer aterosklerotik
lezyonlarda bcl-2 nin pozitifliginin yetersizligini rapor etmislerdir. Ascher ve
arkadaslan (132) yaptiklart baska bir ¢aligmada kan damarlarinda bcl-x ve bcl-2
ekspresyonunun tespitinin zor oldugu belirtmislerdir. Ducasse ve arkadaslar1 (141)
onceki arastirmalarda bcl-2 seviyesinde anlamli artma veya azalma tespit edilemedigi

icin ¢caligmalarina bel-2' yi dahil etmemislerdir.
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Bcl-2 baglica mitokondriyal dis membraninda lokalize bir proteindir. Bel-2 nin
regiilasyonu mitokondriyal intraseliiler kalsiyum seviyeleri ve bircok sistemlerde
proapopitotik stimiilasyonlar ile meydana gelen membran potansiyellerinin kaybina
gore diizenlenir (149). Bu nedenle bcl-2 apopitozis inhibisyonuyla alakalidir. Bcl-2
nin overekspresyonu bir ¢ok hiicre tipinde apopitozise karsi koruyucudur. Roman ve
Fisher bu koruyucu etkinin gen regiilasyonu araciligiyla olmadigini 6ne siirmiislerdir
(149).

Calismamizda kaspaz-9 immiin boyanmasini varik6z venli grubun sadece
medya tabakasinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulduk. Bu
bulgu varikdz ven grubunun medyasinda tespit ettigimiz yiiksek bax pozitifligi ile
paralellik gostermektedir. Ancak aym sekilde varikdz ven grubunun medyasinda diiz
kas hiicre azalmasi nedeniyle medya tabakasinda kaspaz-9 (+) boyanan hiicrelerin
daha az olan total hiicre sayisina oraninin kontrol grubuna gore rolatif olarak yiiksek
bulunmasi, aslinda varikoz venli grupta daha az kaspaz-9 (+) ligini gostermektedir.
Beraberinde tiim damar duvar1 katmanlarina bakdigimizda kaspaz-9 pozitifliginin
saglikli ven grubunda daha fazla olmasinin istatistiksel olarak anlamli bulunmasi bizi
dogrulamaktadir. Ducasse ve arkadaslar1 da (141) saglikli ven grubunda daha fazla
kaspaz-9 immiin boyonmasini tespit etmislerdir. Ascher ve arkadaslari (132)
hiicrelerin morfolojik olarak 6liimiiniin baglatildig1 son asamadaki kaspazlarin 6liim
substrati olan PARP seviyelerine de bakmislar. PARP ekspresyonu apopitozisin
onciisii olan kaspaz akyivasyonunu isaret etmektedir. Varikoz venlerin sadece
medyasinda sitoplazmik olarak PARP ekspresyonunu daha yiiksek bulmuslar. Biitiin
dokularda ise PARP ekspresyonunu saglikli venlerde daha fazla tespit etmisler. Bu
tespit de bizim bulgularimizla ortiismektedir.

Yaptigimiz c¢alismada varikoz venlerde apopitotik aktivitenin azalmis
oldugunu gordiik. Bununla beraber proapopitotik aktiviteye sahip bax ve kaspaz-9' u
varikdz ven medyasinda daha fazla bulduk. Ayni sekilde Ascher ve arkadaslan da
(132) varikdz ven medyasinda bax ve kaspaz substratt olan PARP' 1 fazla
Olcmiislerdir. Urbanek ve arkadaslar1 da (142) varikoz venli geng hastalarin distal
segmentlerin medya tabakasinda proapopitotik mediyatorleri kontrol grubundan daha
yiikksek bulmuglardi. Buna ek olarak tiim arastirmacilar 6zellikle medya tabakasinda
diiz kas hiicre azalmasmi belirtmislerdi. Bu diiz kas hiicre miktarina etki eden

molekiiler mekanizmalardan biri de programlanmis hiicre 6liimii olabilir.
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Daha oOnceki alt ekstremite varikbz ven patoloji incelemelerinde diiz kas
hiicrelerinin fenotip olarak kontraktil tipten sekretuar tipe doniistiigii goriilmektedir
(139). Pappas ve arkadaslar1 (138) varikoz venlerdeki artmis pRb (Retinoblastoma
proteini) fosforilizasyonunun diiz kas hiicrelerindeki farklilagmada rol
oynayabilecegini ileri siirmiiglerdir. Ven duvar hiicrelerinin disfonksiyone olmasinin
hiicre siklusunun ve apopitozisin deregiilasyonundan dolayr olmasi muhtemeldir
(132). Ven duvan icginde salgisal diiz kas hiicre birikiminin varligina ilaveten
kontraktil diiz kas eliminasyonunun izahi apopitotik aktivite ile iliskili olabilir (142).

Normal venlere kiyasla varikoz venlerde apopitozis ve hiicre siklus diizeni
bozulur. Hiicresel hemostazis, doku i¢indeki hiicre proliferasyonu ve apopitozis
arasindaki dengeye baghdir. Anevrizma formasyonu gibi ekstraseliiler degisiklikleri
de icine alan diger hastalik siireclerinde, apopitotik olaylar degisiklige ugramis
olarak bulunmustur (150). Aym sekilde apopitozis muhtemelen varikozitlerin
patofizyolojisine de katkida bulunabilir.

Insan vaskiiler diiz kas hiicrelerinin p53 aracilikli apopitozise olan artmis
duyarliligr atrosklerotik plak veya endovaskiiler tedavi sonrasi restenoz gibi diger
vaskiiler patolojilerde ayrica belgelendirilmistir (151).

P53 aracilikli apopitozis ven duvar hemostazinda diizenleyici mekanizmalardan
biridir. Varikoz ven gelisimi esnasinda aktive olmasi hastaligin erken evrelerinde
meydana gelir. Daha sonra hastalik olusumunda ven medyasindaki yapisal
degisikliklerin artis1 diiz kas hiicre apopitozisinin regiilasyonuyla ilgilidir (142).

Insan c¢ahsmalarinda karotis, koroner ve renal arter segmentlerindeki
aterosklerotik lezyonlardaki apopitotik aktiviteler son zamanlarda incelenmeye
alinmig ve baxin ve apopitozisin arttig1 gézlenmistir (152).

Goriililyor ki tim bu yapilan calismalarda ven duvarmin katmanlarinda
proapopitotik ve antiapopitotik mediyatorlerin seviyelerinde farkliliklar tespit
edilmistir. Bunun nedenini apopitotik siire¢ icerisinde rol alan tiim maddelerin kendi
aralarindaki  calisma  diizeninde  bilinmeyen bir etkinin  olabilecegini
disiindiirmektedir. Ayrica caligmalarda farkli  klinik evrelerdeki hastalarin
bulunmasi1 apopitozisin varik6z venlerdeki patolojik asamalarda etkisinin
degisebilecegini akla getirmektedir. Bununla ilgili somut bir bilgi bulunmamaktadir.
Bu nedenle homojen olusturulmus farkli klinik evrelere ait ileri klinik caligmalara

ihtiyag¢ vardir.
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Buna gore erken evrelerde apopitozisin daha fazla oldugu ve hastalik
ilerledikce fibrotik dejenerasyon ve azalmis diiz kas hiicresi nedeniyle daha az
apopitotik mekanizmanin meydana geldigi akla gelebilir. Yani sebep sonug
iliskisinde apopitozisin yeri belli degildir.

Sonu¢ olarak varik6z venlerin etyopatogenezinde programlanmig hiicre
Olimiiniin damar duvart yeniden yapilanmasiyla iliskisi ve doku matriks
metalloproteinazlarin rolii 6nemlidir. Tiim bunlarin yaninda hormonal ve genetik

faktorlerin ven duvan iizerindeki etkilerini gézardi etmemek gerekir.
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