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Koroner Arter Baypas Grefti Icin Farkli Yontemler Kullanilarak Alinan Safen
Veninin Apopitotik Indekslerinin Karsilagtirilmasi™
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Amag: Koroner arter grefti olarak kullanilan safen venin hazirlanmasinda farkli cerrahi toplama teknikleri
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci koroner arter baypas greftlemesi (KABG) i¢in kullanilan safen ven hazirlama
islemlerinden geleneksel yontem ile “no-touch” teknigi arasinda apoptotik indeks acisindan farklilig1 aragtirmaktir.
Gereg ve Yontemler: KABG uygulanan 40 hastada geleneksel ve “no-touch” cerrahi yontemleri kullanilarak toplanan
safen venlerde apopitoz bakilarak prospektif, randomize bir klinik ¢alisma yapildi. Toplanan safen ven pargalari
paraformaldenhitte bekletilerek tespit edildi. Kriyo cihaz ile 5 mikrometre kalinhiginda kesitler alind1. Ornekler modifiye
TUNEL yontemi ile isaretlenerek apopitotik hiicre 6liimleri gosterildi. Doku kesitlerindeki TUNEL (+) ve (-) hicreler
Stereo Investigator version 7.5 goriintii isleme yazilimi kullanilarak tarafsiz ve esit 100 ¢erceveye optik olarak
boliinmiis alanlarda sayildi. Apoptotik indeks; Hiicre / Toplam Hiicre orani kullanilarak hesaplandi. Sonuglar bagimsiz
gruplarda t testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Geleneksel yontem ile “no-touch” teknigi apoptotik indeksleri karsilastirildi. Geleneksel teknigin
uygulandigr grubunun apoptotik indeksi “no-touch” teknigi uygulanan diger gruba goére anlamli oranda yiiksek
bulundu. Mekanik ve yapisal koruma venin etrafin1 kusatan yastik¢iklar tarafindan saglanmaktadir. Bu yastik¢iklarda
apoptotik hiicre dlimiinun daha az goérilmesi safen vendeki doku hasarinin daha az oldugunu gosterir.

Sonug: Safen ven grefti hazirlamasinda geleneksel yontem yerine ‘no-touch’ cerrahi tekniginin tercih edilmesi ile doku
hasar1 ve vazospazm olugumunun azalabilecegi ve baypas sonrasi greftin agik kalma olasiliginin artabilecegi sonucuna
ulasildi.

Anahtar Kelimeler: Safen ven; koroner damar baypas; apopitoz.

Apoptotic Index of the Saphenous Vein Using Different Harvesting Methods for a Coronary
Artery Bypass Graft

ABSTRACT

Aim: Different surgical harvesting techniques are applied to prepare the saphenous vein which is used as a coronary
artery graft. The aim of this study is to investigate two different surgical techniques, the conventional and no-touch,
which are used in coronary artery bypass grafting (CABG), in the preparation for saphenous vein by comparing the
apoptotic index results.

Material and Methods: A prospective, randomized clinical study comparing 2 different saphenous vein harvesting
techniques, the conventional and no-touch methods, was performed with 40 patients who underwent CABG. Small
pieces of the SV tissues were fixed for paraformaldehyde. Up to 5 - um - thick cryosections were obtained with a
cryostat. Samples have labeled with modified TUNEL method and apoptotic cell deaths were shown. TUNEL (+) and
(-) cells were determined in tissue sections and counted in unbiased and equal 100 frames optically divided areas by
using the Stereo Investigator version 7.5 image analysis software. The apoptotic index was calculated as the ratio of
apoptotic cells/total cells. Findings were statistically analyzed by using the independent sample t test.

Results: The apoptotic index of the conventional method and the no-touch surgical technique were compared. The
conventional technique apoptotic index results were significantly higher than that no-touch technique group.
Mechanical and structural protection is provided by the cushions surrounding the vein. Less apoptotic cell death in

1 istanbul Medeniyet Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AD, Istanbul, Tiirkiye

2 Kocaeli Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AD, Kocaeli, Turkiye

3 Yeditepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AD, Istanbul, Tiirkiye

4 Mehmet Akif Ersoy Gogiis ve Kalp Damar Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi, Kalp ve Damar Cerrahisi Klinigi, Istanbul, Turkiye

* Bu galisma 25-30 Adustos 2013 tarihleri arasinda Regensburg’da dlizenlenen Microscopy Congress 2013'te poster bildiri olarak sunulmustur.

Sorumlu Yazar / Corresponding Author: Unal USLU, e-mail: unal.uslu@medeniyet.edu.tr
Gelis Tarihi / Received: 21.12.2019, Kabul Tarihi / Accepted: 06.01.2020

Diizce Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Dergisi 2020; 10(2): 145-149 145


https://orcid.org/0000-0003-3953-7131
https://orcid.org/0000-0002-6395-9978
https://orcid.org/0000-0002-9491-8220
https://orcid.org/0000-0001-6447-8327
https://orcid.org/0000-0003-3953-7131
https://orcid.org/0000-0002-6395-9978
https://orcid.org/0000-0002-9491-8220
https://orcid.org/0000-0001-6447-8327
https://orcid.org/0000-0003-3953-7131
https://orcid.org/0000-0002-6395-9978
https://orcid.org/0000-0002-9491-8220
https://orcid.org/0000-0001-6447-8327
https://orcid.org/0000-0003-3953-7131
https://orcid.org/0000-0002-6395-9978
https://orcid.org/0000-0002-9491-8220
https://orcid.org/0000-0001-6447-8327
https://orcid.org/0000-0003-3953-7131
https://orcid.org/0000-0002-6395-9978
https://orcid.org/0000-0002-9491-8220
https://orcid.org/0000-0001-6447-8327

USLU ve ark.

these cushions means less tissue damage in the saphenous
vein. The fact that the cushions which provide venous,
mechanical and structural support are more stable shows
that apoptotic cell death in the 'no-touch' technique group
is less than the other groups.

Conclusion: It was concluded that, in saphenous vein
graft preparation, preferring the *“no-touch” surgical
technique instead of conventional method could decrease
tissue injury and vasospasm and the possibility of the
graft to remain open after bypass could increase.
Keywords: Saphenous vein; coronary artery bypass;
apoptosis.

GIRIS

Aterosklerotik koroner arter hastaligi, gelismis iilkelerde
en dnemli morbidite ve mortalite nedenidir. Dinyada her
yil bir milyondan fazla insan koroner kalp hastaligina
bagli olarak oOlmektedir (1). Heparinin bulunmasi,
ekstrakorporal ~ dolasim  sistemlerinin  kullanimu,
farmakoloji ve anestezideki gelismelere ek olarak
teknolojik gelismelerin tiptaki etkileri sayesinde kalp
cerrahisinde 6nemli ilerleme kaydedilmistir. Favalora’nin
1967'de ilk kez koroner baypas yapmak i¢in safen ven
(SV) grefti kullanmasinin ardindan, bu ydntemle koroner
arter ameliyatlar1 genis ¢apta yapilmaya basladi. Koroner
baypas cerrahi prosediiriinde elde edilen basar1 greft
agikligr ile dogru orantilidir. Koroner arter baypas
ameliyatin1 takip eden besinci yilda greftlerin %25'inde,
onuncu yilda ise greftlerin  %35'inde tikanma
goriilmektedir (2). SV greftlerinde goriilen bu tikanma
pek cok farkli sebepten kaynaklanabilir. Ornegin SV
greftin hazirlik siirecinde uygulanan yiiksek basing veya
postoperatif donemde greftin iltihaplanmasi endotelin ve
diiz kas hiicrelerinin zarar gérmesi sonucunu dogurur (3).
Trombiis olusumu erken donemde gerceklestiginde veya
ge¢ donemde lipid birikimi  olustugunda endotel
tabakasinda hasar tespit edilmistir (4,5). Koroner baypas
ameliyatindan  sonraki erken donemde  goriilen
komplikasyonlarda  vazokonstriksiyon,  vazospazm,
hiperlipidemi, yanlis greft hazirlanmasi ve anastomoz
teknikleri gibi predispozan faktorlerle cerrahi tekniklerin
yakindan iliskili oldugu goriilmistiir (6).

Apopitoz, SV greftinin patofizyolojisinde tanimlanmig bir
mekanizmadir. Apopitoz hasarli damarin intima ve kas
tabakalarinda goriilen iskemi veya inflamasyona bagl
fibroz degisikliklerden kaynaklanir (7). Safendz greftinin
kullanimi sirasinda basinca bagli gerilmeler ve apopitozis
endotel fonksiyonlari tiizerinde klinik sonuglara yol
acabilir (8).

Yapilan bu calismada, intimal ve medial tabakalarda
mekanik bir travmadan kaynakli olusmus olabilecek
hiicresel seviyede gergeklesmis apopitozisi analiz etmeyi
amacladik. Inceleme esnasinda KABG igin geleneksel
cerrahi teknikle hazirlanmig olan SV greftler ile
dokunmadan yapilan “no-touch” teknigi ile hazirlanan
doku drnekleri karsilastirildi.

GEREC VE YONTEMLER

Calismanin etik yonii

Bu calisma icin Istanbul 4. Klinik Arastirmalar etik
kuruldan 70 protokol numarasiyla onay alinmigtir. Takip
edilmis olan tiim siirecler, insan deneyleri konusunda
sorumlu komitenin etik standartlarina (kurumsal ve

ulusal) ve 1964 tarihli Helsinki Deklarasyonu ve sonraki
uygulanan degisikliklerine uygun olacak sekilde
gerceklestirildi. Caligmaya dahil edilen tiim hastalardan
bilgilendirilmis yazili onam alinmistir.

Cerrabhi islemler

Calismaya Kalp ve Damar Cerrahi kliniginde Ocak 2010-
Mayis 2010 tarihleri arasinda aorto-koroner baypas
ameliyati uygulanacak ve greft olarak safen ven
kullanilmasi planlanan hastalar dahil edildi. Sol ventrikiil
ejeksiyon fraksiyonunun %40’dan fazla olmasi, periferik
damar hastaliginin, kronik bobrek yetmezliginin
olmamasi, yakin zamanda kortikosteroid ve venoprotektif
ilag kullanmamis olmasi arastirmaya dahil edilme
kriterleri olarak belirlendi. Bu kriterlere uygun 40-70 yas
araliginda toplam 40 hasta (grup basina n = 20) secildi.
Greft olarak hazirlanmak iizere safen venlerin proksimal
boliimlerinden aliman yaklagik 4 cm uzunlugundaki
ornekler toplandi.

Geleneksel yontemle 20 hastanin safen venleri, damar izi
boyunca ciltte bir kesi agilarak agiga ¢ikarihp kanile
edildi. SV ve alt dallar1 travmatize edilmeden dikkatlice
diseke edildi. Damar ¢evre dokulardan ayrildiktan sonra,
alt dallar klipslenerek, 100 mm Hg'lik bir maksimum
gerilme basincinda sisirildi. Yaklasik 4 cm uzunlugunda
bir parca proksimal bolgeden travmatize edilmeden
alind1.

Ayni cerrah tarafindan 20 hastada no-touch teknigi
kullanilarak safen venleri ¢ikarildi. Damar yolu boyunca
ciltte bir kesi yapilarak SV ortaya kondu. SV’nin
etrafindaki dokularla birlikte, damara gerilme basinci
uygulanmadan alt dallar klipslendi. Yaklastk 4 cm
uzunlugundaki greft parcast proksimal bdlgeden
travmatize edilmeden alind1.

Immiinohistokimyasal islem ve apopitozun miktarim
belirleme

SV pargalarimin kullanilmayan kiigiik kisimlar1 24 saat
streyle 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,4) icinde %4
paraformaldehit ile fikse edildi. Kriyostat araciligi ile
(THERMO Shandon Cryotome E Kriyostat, San
Francisco, CA, ABD) 5 um kalinliginda kesitler alindi.
TUNEL kiti (Roche Applied Science; Basel, Isvigre)
iireticinin talimatlarina uygun olarak (9,10) Kkesitlere
uygulandi. Kesitler %0,1°lik (v/v) Triton X- 100 (Acros
Organics; Geel, Belgika) ile %0,1 (w/v) sodyum sitrat
(Merck; Darmstadt, Almanya) karigimi  icinde
permiabilizasyon islemine tabi tutuldu. 2,45 GHz
frekansta ve maksimum 900 W'k bir giicle caligan
Bosch HMT 812 C marka mikrodalga fir ile 700 watt
giigte antijen kurtarma islemi yapildi. Ornekler 200 ml
0,01 M sitrat tamponu (pH 6) iceren plastik petri
kaplarina yerlestirilerek 45 saniye boyunca mikrodalga
radyasyonuna maruz birakildi. Oda sicakligindan 86°
C'ye yiikseltilen ornekleri hizla sogutmak amaciyla once
oda sicakliginda 80 ml distile su petri kabina eklendi daha
sonra lamlar oda sicakliginda PBS ile yikandi. Arka plan
boyanmasini en aza indirmek amaciyla 6rnekler double
distile su i¢inde hazirlanmig %2 BSA, %10 normal kegi
serumu (Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Almanya) ve
%0,03 Triton X-100 karisiminda oda sicakliginda 30
dakika boyunca bekletildi. TUNEL reaksiyon karigimi
(Roche Diagnostics; Mannheim, Almanya), hazirlanarak
37° C'de 60 dakika nemlendirilmis odada inkiibe edildi.
Renk reaksiyonu icin %0,05 3-3'- diaminobenzidin
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tetrahidrokloriir kromojen konsantresi ve
diaminobenzidin ~ substrat  tamponu  (Scy  Tek
Laboratories, Inc.; West Logan, UT, ABD) karisimi
kullanildi. Mayer hematoksilen ile g¢ekirdek boyamasi
yapildi.

Kesitler Leica DM4000B (Wetzlar, Almanya) arastirma
mikroskobunda degerlendirildi. Bu arastirma mikroskobu
ornekleme yapabilmek i¢in motorize drnek tablasi (Ludl
XYZ Bioprecision; Hawthorne, NY, ABD), ve CCD
dijital kamera (Optronics Microfire 1600 x 1200 P;
Goleta, CA, ABD) ile donatilmisti. Stereolnvestigator 7.5
goriintli analiz yazilimi (MicroBrightField; Williston,
VT) entegre edilmis bilgisayar yardimiyla sayim yapildi.
Her kesitte optik parcalama kullamlarak rastgele ve
tarafsiz 100 cergeve sayildi. TUNEL ile isaretlenmis
apoptotik hiicreler ile tiim hiicreler sayilarak oranlandi ve
apopitotik indeks elde edildi.

Istatistiksel Analiz

Verilere ait tanimlayic1 degerler, Ortalama + Standart
Sapma olarak hesaplandi. Apopitotik indeks l¢iimlerinin
normal dagilima uyumu Kolmogorov-Smirnov testi ile iki
grubun varyanslarinin homojenligi Levene testi ile
degerlendirildi. Ilgili test sonuclarinda apopitotik indeks
Olciimlerinin normal dagilim gosterdigi ve
karsilastirilacak gruplarin varyanslarinin homojen oldugu
belirlendi. Bu sonuca gore geleneksel cerrahi teknik
grubu ile no-touch grubunun apopitotik indeks dl¢timleri,
bagimsiz iki 6rneklem t-testi kullanilarak karsilagtirildi.
Istatistik anlamlilik diizeyi P<0,05 kabul edildi.
Istatistiksel degerlendirmeler, SPSS (ver. 16.0, SPSS,
Chicago, IL, ABD) programi kullanilarak yapildu.

BULGULAR

Safen venin intima ve media tabakalarinda TUNEL
pozitif boyanmis hiicreler gozlendi (Sekil 1). Geleneksel
cerrahi teknik grubundan alinan doku oOrneklerindeki
apopitotik indeks degerleri, ortalamasi (0,367 + 0,12), no-
touch grubuna gore (0,078 + 0,054) istatistiksel olarak
anlaml bir gekilde yiiksek bulundu (P <0,001) (Sekil 2).

vl e 4
TUNEL yontemi ile
hiicrelerin safen vende gdsterimi. A. Geleneksel Ydéntem; B.
“No-touch” Yontemi. Safen ven medya tabakasinda ok basi
ile apoptotik hiicreler gosterildi. Bar: 50 um

Sekil 1. isaretlenmis apoptoa(

TARTISMA

Safen ven diinyada koroner baypas ameliyati esnasinda
en sik kullanilan grefttir. Arastirmalarda ven greftlerinin
kasilma ve diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasi dahil olmak
iizere histopatolojik degisikliklere maruz kaldigt
bildirilmigtir (11). Ayrica, damar duvari iskemisi, vaza
vazorumun kaybindan kaynaklanabilmektedir. Ek olarak,
damar duvarinin gerginligi ve basincindaki degisiklikler
bu stiregte 6nemli rol oynar (12). SV beslenmesi vaza

vazorum araciligi ile saglanir ve bunlar ¢evre bag doku
ile yakin iligki halindedir. Bu nedenle SV etrafindaki bag
dokular1 tamamen temizlemek damarin perfiizyonuna
zarar verir. Sonu¢ olarak, SV greftini ¢evreleyen bag
dokunun miimkiin oldugunca korunmas: tercih edilir
(13).  Ustelik  vazospazmlar  genellikle  greftin
hazirlanmasi sirasinda veya nadiren postoperatif dénemde
meydana  gelmektedir (14). Calismalar, greftin
hazirlanmasi sirasinda dokunun farmakolojik ¢ézeltilerde
bekletilmesiyle ve bu ¢ozeltilerle damarin belirli bir
basingta sisirilmesiyle ¢esitli yapisal degisikliklerin ve
sonucunda  vasaspazmlarin  Oniine  gegilebilecegini
gostermistir (15). Spazmlarin ana nedenlerinden biri, SV
greft ¢evresinin manipiilasyonu oldugu igin gelistirilen
“no-touch” tekniginin asil amaci, hasat sirasinda SV
greftinin gevresine dokunmaktan kaginmaktir. Koroner
baypas cerrahisinde, SV greftinin hazirlanmasi sirasinda
spazmlart 6nlemek i¢in yapilan islemlerde asiri basing
uygulanabilmektedir. Bu da damar duvarinda dejeneratif
degisikliklere ve endotel hasarina neden olur.

Apopitotik indeks

0.6

0.5

0.4

no-touch geleneksel

Sekil 2. Safen ven apoptotik indeksi. Veriler Ortalama +
Standart Sapma (n = 20) olarak gosterildi. No-touch ydntem
(no-touch) safen vende apopitozu geleneksel ydnteme
(geleneksel) gore istatistiksel olarak anlamli derece Onledi
(*** P <0.001).

Apopitozis, hiicrelerin, dokularin ve organizmalarin dogal
gelisiminde Onemli bir mekanizmadir ve yasamda
homeostazin devam etmesi icin gereklidir. Ayrica,
apopitoz patolojik stirecleri sinirlamada rol oynamaktadir
(16). Gergekten de apopitoz birgok vaskiiler hastalikta
onemli bir rol oynar. Ayrica, apoptotik siireg, membran
peroksidasyonunu tetikleyen serbest oksijen radikallerini
tiretir (17). Hiicre dist ara madde Bcl-2 ailesinin
proteinlerini igeren bir anti-apoptotik yolagi diizenleyen
hayatta kalma sinyalleri de dretebilir. Antiapoptotik
protein Bcl-2 mitokondride bulunur ve apoptotik
sinyalleri bloke eder (18). Bcl-2 ailesinin proteinleri, hem
baskilayicilarin1  (Bcl-2, Bcl-xL) hem de apopitozun
indlkleyicilerini (Bcl-xS, Bax, Bid, Bad, Bak) icerir.
Apopitoza giden hicre de Bcl-2 aile (dyelerinin
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proapoptotik ve antiapoptotik yollar Gzerinden dengeyi
saglayici 6nemli rolleri vardir (19, 20).

Son zamanlarda yapilan birka¢ calisma, iskemi /
reperfiizyonun, in vivo olarak iskemik miyokardin
apopitozisine neden oldugunu ortaya koymustur (21).
Yine de apopitozisin iskemi sirasinda mi yoksa
reperfiizyon sirasinda mi tetiklendigi hala tartigmalidir
(22). Bir greftin hazirlanmasi sirasinda endotel hiicre
hasar1 ve apopitoz erken ve ge¢ greft yetmezliginin
onemli nedenlerindendir. Endotelyumun kayb1, akut fakat
geri doniiglii gegici bir iltihabi hiicre reaksiyonuyla
birlikte intima ve medyada ©6demlere neden olabilir.
Fibrin ve trombdis intimal ylzeyde birikir. KABG cerrahi
prosediiriinii takip eden dort ila alt1 hafta arasinda, diiz
kas hiicrelerinin, fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin
proliferasyonu intima kalinlagmasina neden olur. Endotel
hasar1, trombosit ve fibrin birikimi olan bir trombiisi
tetikler. Ayn1 zamanda, trombositlerden salinan biiylime
faktorleri, diiz kas hiicre proliferasyonuna ve liimen g¢ap1
darhigina neden olur. Bu devam eden sireg, greft ven
duvarinda lipit birikmesine ve uzun vadede ateroskleroza
sebebiyet verir (15,23). Bu patolojik degisiklikler,
arteriyel basicin artmasiyla ortaya cikabilir. Souza ve
ark. safen venin greft olarak kullanilmak {izere gelistirilen
klasik, ara (¢evre dokulardan kazima ve sisirme olmadan
kanule etme) ve *“no-touch yontemlerini (damarin
periferik destekleyici dokularla birlikte ¢ikarilmast)
karsilagtiran bir ¢alisma yapmustir. Bu c¢alismada, safen
venine dokunmadan, cevre destek dokulariyla birlikte
cikarilmasiyla gerceklestirilen “no-touch” tekniginin
endotel biitiinliiglinii saglayarak greft endotelinin en iyi
koruyan yontem oldugunu 6ne siirdiiler (24).

Sonu¢ olarak, diger hiicre tiplerinde de oldugu gibi,
vaskiiler hiicrelerin yerel ortamlar1 ile etkilesimleri, bu
hiicrelerin hayatta kalmasi icin gerekli olabilir. Bu
¢aligmanin amaci, geleneksel yontem ve no-touch yéntem
ile  yapilan SV hasat  tekniginin  etkilerini
degerlendirmekti. Vaskiiler endotel ve diiz kas
hiicrelerinin sagkalim / apopitozis oranimi karsilagtirdik;
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde
ettik. Endotel hiicrelerinin ve SV'nin damar tabakalarinin
bitiinliigii; geleneksel metodun kullanmasi yerine No-
touch tekniginin uygulanarak kendi dogal vaskiiler
yatagindan cikarildiginda SV’nin daha iyi korundugu
gozlemlenmistir.

Yazarlarin Katkilar: Fikir/Kavram: O.S., S.G., U.U.;
Tasarm: S.G., U.U., 0.S.; Veri Toplama ve/veya Isleme:
A.C., U.U, S.G.; Analiz ve/veya Yorum: U.U., S.G.,
0.S.; Literatiir Taramas:: S.G., A.C., U.U.; Makale
Yazimi: U.U,, S.G., A.C.; Elestirel Inceleme: U.U,, S.G.,
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