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1. OZET

Intimal hiperplazi ateroskleroz fizyopatolojisinde ver alir ve invaziv vaskiiler
girigimler sonrasinda ise travmaya vanmit olarak gelisir. Vaskiler duvarda diiz kas
hiiere migrasyonu, proliferasvonu ile ekstraselliiler matriks birikimi sonucu olusan
klinik bir sorundur. Fizvolojik olarak endotelden salinan nitrik oksit. vaskiiler intimal
hiperplazinin engelienmesinde dnemii rol oynamaktadir. Bu ¢ahismada: vaskiiler nitrik
oksit salmimine arttiean ve dglinedi kusak f-bloker olan nebivololitn hasarfanmis
endotel dokusunda intimal hiperplazi gelisimine etkilerini aragtirdik.

Calismada toplam 21 adet Yeni Zellanda tiirhi erkek bevaz tavsan kullantldi.
Abdominal aortalarinda balon ile endotel hasart olusturulan tavsanlarla 77serli 3 grup
olusturuldu: Grap 17deki (kontrol grubu) tavsanlara sadece balon ile endotel hasan
uvgulandr. Grup 2'deki (solvent grubu) tavsaniarda balon igleminden 2 giin dnce
baslanip islem sonrasi 28, wiine kadar devam edecek sekilde solvent. Grup 3'de
(nebivolol grubu) ise islemden 2 giin @nce baslamip islem sonrasi 28. giine kadar
devam edecek sekilde giinde 2.5 mg/kg nebivolol intraperitoneal olarak verildi. Deney
stiresinin bitiminde ahnan abdominal aort  kesitlerinde intimal ve medial alan
dlgiilerek her bir kesitteki intima / media oram elde edildi. Kesitler endotelin-1. hFGF
ve PDGE-f agisindan immunohistokimyasal olarak incelendi. Ayriea doku NO
ditzeyieri bivokimyasal olarak dleitldii,

Kontrol ve solvent gruplar arasinda intimal alan. medial alan ile intima /
media oranlar, immunehistokimyasal bovanma ve doku NO dizevleri viiniinden
anlamit fark bulunmadi (p>0.03). Intimal alan artigt nebivolol grubunda kontrol ve
solvent gruplarma gére anlamli derecede az iken (p=0.001). medial alanda anfami bir
degisiklik saptanmadi (p=>0.03). Intima / media oran anlamb olarak azaldi (p=0.001),
Doku NO diizevlerinde ise nebivolol grubunda kontral ve solvent gruplarina gire
belirgin artis gozlendi (p<0.01). Endotelin-1 (p<0.05). bFGT (p<0.01) ve PDGF-f
(p<0.03) ile immun bovanmanmin nebivolol grubunda diger iki gruba gére anlamh
derecede az oldugu tespit edildi .

Sonug olarak nebivolol kullanimimin vaskiiler rekonstriktil girigimlerden sonra
erken restenoz gelisiminin engellenmesinde vararh bir ajan olabilecegi kamsina
varldi.

Anahtar kelimeler : fntimal hiperplazi. nitrik oksit. nebivolol



2ABSTRACT
THE EFFECTS OF NEBIVOLOL ON INTIMAL HYPERPLASIA AFTER
VASCULAR INJURY

Intimal hyperplasia plays role in the physiopathology of atherosclerosis and
OCCUs as a response to trauma alter invasive vascular procedures. It is a clinical
problem which forms in vascular wall as a rvesult of smooth muscle cell migration,
proliferation and extracellular matrix accumulation. Nitric oxide that is seereted
from  endothelium plays an important role for preventing vascular intimal
hyperplasia. At this study: we examined the efleets of nebivolol which is third
generation beta blocker and augments vascular nitric oxide. on intimal hyperplasia at

denadue endothelial tissue.

At the study 21 New Zelland male white rabbit were used. They were divided
into 3 groups which includes 7 rabbits at each one. The rabbits in group 1 (Control
group) only underwent balloon injury on abdominal aorta. The rabbits in group 2
(solvent group) were treated with solvent solution and the rabbits in croup 3
(nebivolal group) were treated with nebivolol (2.5 me/ke/day) intraperitoneally two
days belore injury and were continued for 28 days. At the end of the study. the rabbits
were Killed and abdominal aortas were harvested, Upon them: intimal, medial areas
were measured and intima/media ratios were caleulated. For endothelin-1, bBFGF and
PDGF-[I: sections were detected as immunohistologically. And tissue nitvic oxide
levels were measured by Griess reaction.

Statistically there were no differences hetween control and solvent groups at
intimal arcas. medial areas, intima/media ratios, immunstaining and tissue NO levels
(p=0.05). The neointimal thickening was significantly less in nebivolol group than in
control and solvent group (p<0.001). There were no differences at medial arcas
(p=0.05). Intima/media ratio was decreased in nebivolol group (p<0.001). Tissue
nitric oxide levels were greater in nebivolol group than in control and solvent group
(p=0.01). The immunstaining with endothelin-1. BFGE and PDGF-f in nehivalol
group is less than the other two groups.

In conelusion; nebivolol may be a useful agent at carly restenosis alter
vaseular reconstructive procedures.

Keyv words: Intimal hyperplasia, nitric oxide. nebivolol.



3. GIRIS

Tikayicr arteryel hastaliklarm tedavisinde revaskilarizasyon oldukea sik
kullantlan bir viintemdir. [k zamanlarda sadece aorta ve biiviik arter dallarinda
uygulanirken: bu alan giderck genislemis ve beyin. kalp, visseral ve ekstremitelerdeki
nispeten kitgitk arterlerde de uygulanir hale gelmistir. Giiniimiizde bu girigimlerin
hasarist spontan tromboz gelisimi veva stenoz olusumu nedeni ile beklenenden daha
azdir.

Vaskiiler hasar sonrast olusan restenoz: tromboz. inflamasyon. trombosit
kaynakit bitviime faktort, fibroblast bityiime faktdrd gibi biiviimeyi ditzenleyici
molekiillerin sl ve diiz kas hilcre birikimi sonucu olugur. Bu olay: damarin
intimal tabakalarina kemotaktik migrasvon ve extraselliiler matriks proteinlerin
sekresvonunu igerie. Hiperplazik kalinlagma. arterlerin hemodinamik strese kargi
normal adaptit bir dzelligi oldugu kadar  artervel hasarlann ivilesmesinin de
karakteristik bir dzelligidir.

Bircok cerrahi girisim normal damar yapisini bozar, Sisirilmis embolektomi
kataterinin damar  boyunea gekilmesi, damar duvarinda gerilmeye ve media
whakasinda bazi diiz kas hitcrelerinin hasarina yol agar. Endartercktomi, balon
anjioplasti ve vaskiiler by-pass greft anastomoz béilgelerinde  géviilen intimal
hiperplazi vaskiiler rekonstriiktif’ givigimlerin uzun siirede vetersiz hale velmesinde en
Gnemli etkenlerden biridir. Hiperplazik vamitin engellenmesi by-pass grefilerinde ve
balon anjioplasti uveulamalarnda damarin agik kalma siiresinin belirgin olarak
uzatilmasint ve organ kaviplanmm  azalulmasim saglayabiliv. vagam  stiresinin
arttirilmasinda dogrudan etkili olabilir.

Restenozun bilinen fizyopatelojik ézelliklerine davanarak bu stireci dnlemeye
yonelik platelet inhibitorleri, hirudin, sentetik bir prostosiklin - analogu olan
ciprostene. antiproliferatif etkilerinden dolayt  kalsivum  kanal  blokerleri - ve
anjiotensin konverting enzim inhibitirleri. mitozu metafaz safhasinda durduran bir
ajan olan Kolsisin gibi ¢esitli antineoplastik  ilaglar. korikosteroidler, ¢esitli
antioksidan ilaclar ve daha bircok farmakalojik ajan hayvan modellerinde ve
insanlarda denenmistir. Ancak giintimiizde intimal hiperplaziyi dnlemede kesin etkili

bir tedavi viintemi bulunamanusr,
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Anjioplastide uvgulanan halon  dilatasyonu: lokal platelet adezyonu ve
trombus olusumu ile sonuglanan vitksek trombojenik subendotelval yapilann agiga
cikmast ve internal elastik laminamn riptiied ile karakterize arteryel duvar hasarina
vol agmaktadir. Lokal platelet aktivasyonu ve bivoaktf maddeler, platelet
agregasyon ve vazokonstriksivonu arttirabilir. Normal endotel dokusundan salinan
nitrik oksit: antitrombojenik. antiproliferatil ve ldkosit adezyonunu inhibe edici
etkilere  sahiptir.  Ayrica platelet  adezvon. agregasvon ve diiz kas  hiiere
proliferasyonunu da inhibe etmesi nedenivle vaskiiler hasara karst koruvucu dzellik
tasimaktadir.

Nebivolol. d-nehivolol (S.R.R.R) ve l-nebivolol (R.S.5.S) enantivomerlerinin
rasemik karigimi olup. hemodinamik profili klasik f-blokerinkinden farkli olan genis
ve selektil bir adrenerjik reseptdr antagonistidir. Avm zamanda vaskiiler niteik oksit
salimimim aruirir,

Bu ¢ahsmada; vaskiiler nitrik oksit salimimun arttiran ve tiglined kusak [i-

bloker olan nebivololiin intimal hipetplazi dizerindeki etkinlikleri arastirilacaktir.



3.1.NORMAL ARTERYEL MORFOLOJi
Arterler karakteristik olarak intima. media ve adventisya olarak adlandirilan
{i¢ tabakadan olugur (1) (Sekil 1A). Bu iig tabaka patolojik degigiklige vol agan ¢esitli

faktorlere karsi farkh yanitlar verirler (2,3).

Sekil 1.A Normal muskuler arterin yapisi

3.1.1. INTIMA

Arter duvarinin en ig tabakasi olan intima, liimen yiizeyinden internal elastik
laminaya kadar uzamr. Luminal yiizey: devamli. tek kath, poligonal hiicrelerden
olusan endotel ile cevrelenmistir (1,2). Intima, media tabakasindan internal elastik
lamina ile ayrilmistir. Internal elastik lamina ise bosluklan olan bir tabakadir ve bu
bosluklardan hiicreler vada diger molekiiller gegebilmektedir (1.2). Bu alanda ¢ok az
miktarda dagimik vazivette lokositler, diiz kas hiicreleri ve konnektil’ doku fibrilleri
bulunmakiadir (3.4).

Endotel Tabakasi

Endotel, damar i¢ duvarim kaplayan ve kan ile direk etkilegim halinde
bulunan tek katli bir poligonal hiicre dizisidir (5). Damar uzun eksenine paralel tek
katman halinde bulunmakta, doku ile kan arasinda bir bariyer gérevi gdrmektedir.
Damar liimeni tarafinda birgok vezikiilleri vardir. Bu vezikiiller. reseptire bagh
endositozda ve biivitk molekiillerin hiicre igine almmasinda rol oynamaktadurlar (1).
Endotelyal hiicreler, laminin adi verilen, internal elastik lamina ve bazal
membranlarin hemen hemen her yerinde bulunan bir protein aracihigr ile tip 4
kollajene baglanir (2). Bazal lamina kesintisiz. katlanabilir bir yapmdir. Endotel,
altinda uzanan internal elastik laminaya birgok fokal vapisikliklar gistermektedir. Bu

nispeten siki baglantilar, endotelyal hiicrelerin shear stress (makaslanma gerilimi)



veva diger mekanik kuvvetler tarafindan deendotelizasyonu engelleverek stabiliteve
katkida bulunmaktadidar (3.4). Bazal lamina internal elastik laminadan baslica
proteoglikanlardan olusan ve diger konnektil doku elemanlarimi da iceren morlelojik
olarak qok kigik giriiniimde bir alanla avelabilir. Endotelval hitereler biitiin
damarlarda aym morfolojivi giistermekle birlikte fonksivonel aktivitelerinde arterler,
venler ve kapillerier arasinda belirgin farkliliklar olduguna dair bulgular tespit
edilmistir (1).

Normal gartlar altinda endotel hiiereleri kan akinumin devambiizig saglayan
antitrombaotik ve antikoagiilan bir viizey olusturmaktadir,

Endotel hilereleri antitrombaotik etkilerini 2 gekilde gergeklestirmektedir;

1} Endotel hitere membrant negatif’ viiklidir, bu sekilde vine negatif’ yiikli

membrana sahip olan eritrositleri damar duvarindan uzaklastirmaktadir.

2) Lokal olarak endotelden salgilanan prostosiklin (Pl2) ve nitrik oksit (NO")

gii¢lii birer trombosit agregasvon inhibitdriidiir ve etkileri sinerjistiktir. Nitrik

oksit aym zamanda trombositlerin kollajene adezyvonunu da inhibe etmekiedir

(6).

Antikoagiilan etkileri ise 3 sekilde meydana gelmektedie:

1) Endotel yiizevinde bulunan glikozaminoglikan tabaka heparan siillat

acisindan zengindir. Heparan siiffat. antivombin 117G baglayarak aktive

etmekte ve bu sekilde damar i¢ viizevinde tombin, faktor Xa ve [Xa
aktivitesi engellenmekiedir.

2) Endotel hiierelerinden salgilanan doku fakeérll plazminojen inhibitbril

(tFPD) ekstrinsik pihtlasma volunu inhibe etmektedir.

3) Endotel  hiierelerinin membraminda  trombomodulin - bulunmaktadir.
Trombomodulin spesifik bir trombin reseptériidiie, Trombin ile kompleks olugturarak
trombinin fibrinojene afinitesini azalup. protein C've afinitesini arttirmaktadir,
Trombinle baglanan protein C. aktil hale gegerck fukidr Va veViia mn proteolizine
neden olmaktadir (6).

Endotel hitereleri ayrica fibrinolizde de rol ovnamakiadirlar. Katekolaminler.
vazopresin ve tromhinin etkisivle endotelden dolagima doku plasminojen aktivatiei
(tPA) salgilanmaktadir. Doku plasminojen aktivattrii polimerize fibrinin viizeyine
etki ederek zimojen plasminejeni aktif’ plasminojene ¢evirmekte ve pihtinin

gizitimesinde rol oynamaktadir (7).



3.1.2. MEDIA

Media, internal elastik laminadan adventisyaya kadar uzanan duvar
boliimiidiir (1,2). Birgok damarda media ve adventisya arasinda belirgin bir
cksternal elastik lamina olusumu bulunmakla birlikte, dzellikle kalin ve fibroz
adventisyal tabakas: olan arterlerde belirgin olmayabilir (3). Media: elastin, kollajen
fibrilleri, proteoglikanlar ve diiz kas hiicre tabakalarndan olugmaktadir. Diiz kas
hiicre tabakalari, benzer sekilde siralanmis hilere gruplarindan olusur. Bu gruplarin
her biri ortak bir bazal membran ile gevrelenmistir. Bu konfigiirasyon, hiicre
gruplarinin bir arada tutulmasi saglar ve asin gerilmeyi engelleme egilimindedir
(3). Aynrica herbir hiicresel alt grup veya fasikiil, benzer sekilde dilzenlenmis elastik
fibril sistemi ile sanlmugtir. Bu sekilde etkili bir muskulo-elastik fasikiil yapisi
meydana gelir. Arter duvarimin sekli ile baglantili olarak her bir fasikiil. damar
duvarini etkileyen gerilim kuvvetleri ile aym yodnde diizenlenmistir (1).

Aorta ve birincil dallan elastik arterler olarak adlandinlir, Bu damarlarda
muskulo-elastik fasikiillerin (lamellar unit) elastik fibril sistemleri oldukga kalindir
ve birbirine bitisik sekilde bir araya gelmistir (Sekil 1.B). Elastik fibriller nispeten
uzayabilir. Bu ozellik kardiak sikliis esnasinda nabzin yayiimasinda arterin

kompliansina ve recoiline (elastik geri tepme) izin verir (3,10).

Sekil 1.B Normal bir elastik arterin yapisi

Daha kiigitk ¢aptaki muskuler arterler, elastik arterlere oranla daha az
kollajen, elastin ve daha fazla diiz kas hilcresi igerir (1). Bu yap artere ¢apimi
kasilma ve gevseme seklinde daha hizli bir sekilde degistirebilme Gzelligi

kazandirmaktadir (2). Muskulo-elastik fasikiiller muskiiler arterlerin de yapisal



birimleridir ve elastik arterlerde oldugu gibi genellikle gerici kuvvetlerin viniinde
dizilmiglerdir. Bununla birlikte diiz kas hiieresi miktarnimin, efastin ve kollajen
fibrillere goire daha fazla savida olmasi nedeni ile muskulo-elastik fasikiiler daha
az belirgindir (9). Medial kalinhik ve muskulo-clastik tabaka veya lamellar unitlerin
sayist. liimen varigaps ve viizeysel gerilim ile vakindan iliskilidir. Arter duvarindaki
viizevsel gerilim, genel olarak olusan basing ve yargap ile oranulidir (Laplace
kanunu). Bununla birlikte her bir kesit alamndaki gergek gerilim kuvveti duvar
kahnbigi ile ters orantthidir (8.10).

3.1.3. ADVENTISYA

Adventisya, fibroselitifer konnektil dokudan olusan degigik kalinbkta ve
organizasyvonda bir vapidir. Proksimal aortik. renal ve mezenterik arterlerde oldugu
gibi bazi arterlerde adventisyal tabaka kollajen ve elastik fibriller igerir ve media
tabakasindan daha kalin olabilic (1.3). Normal aortada adventisva tabakasinin
gikartilmasi basmg-voliim ve basing-hacim iligkisi Gzerine oldukga az etki yapar (3).
Aterosklerotik arterlerde ise intimal plak kalmligiun arti alttaki mediann
atrofisine neden olabiliv (3.11). Bu durumda kalinlagan adventisva tensil (zerilme)
destegine katkida bulunue. Hiak endarterektomiden sonia adventisyanin olusturdugu
geriel  kuvvetlerin veterli oldugu, intima ve oediamn tamanina vakinimin
¢ikarilmasma  mgmen  adventisvamin  sagladigi  destek  savesinde  anevrizmal
dejenerasyon gelisiminin oldukga nadir oldugu belirtilmektedir (12.13).

Vazo vazorumlar

Vazo vazorumlar. arter duvarimm besleviei damarlandir ve arter en azindan
29 diiz kas hitere lameli i¢erinceye kadar belirgin olarak gortiimemektedir (1), Bu
savinin altinda lamel igeren arterlerde muhtemelen liimen basiner savesinde arter
duvarinin beslenmesi saglanabilmekte iken, 29°dan fazla lamel igeren arterlerde
arter duvarimin  dis  tabakalanmin  oksijenizasyonu  ve  beslenmest  igin vazo
vazorumlara ihtivag duyulmaktadie (1), Vazo vazorumlar; afferent arterioller.

kapiller pleksus. efTerent veniiller ve venlerden olusur (1.2).



3.2, INTIMAL HIPERPLAZI

fntimal hiperplazi. ateroskleroz fizyopatolojisinde ver ahr ve vaskiiler

rekonstritktil’ girisimlerin - sonrasinda travmaya  yamt olarak  gelisit.  Damar
duvarinda media ve intima tabakalanindaki diiz kas hiicre proliferasvonu ile
ehstraselliler matriks sentezi fuminal daralmaya yol acar. Genel olarak orta ve geg
donem rekonstritksivon basansiziiklanmn vaklagik varsinda intimal hiperplazi
sorumlu tutulmakiadie (14). ki vl iginde intimal hiperplazi geligme insidansi otolog
safen ven ile vapilan revaskiilarizasyonda %30, sentetik greftlerde %43-50,
periferik arter transluminal anjioplasti sonrast ise %20-30"dir (15).

3.2.1. Fizyolojik intimal Kalinlasma

Yeni doganda arterlerin intimast, sadece dogrudan internal elastik laminanin
(IEL) tizerine oturan endotelval hiicrelerden olusur. Yasamin erken dinemlerinde
aorta ve hiivitk arterlerde. [EL ve endotelval hiicreler arasinda diiz kas hiicreleri
gortilmeye haglar. Fizyvolojik intimal Kalinlagmanin diffitz veya fokal olabildigi ve
duvar gerilimine karsi fizyolojik bir adaptasyon sagladig diisiiniidmekiedir. Ductus
arteriozusun dofum sonrasi kapanmasi. fizvolojik intimal kalinlagmanm tipik bir
drnedidir (16.17),

3.2.2. Patolojik intimal Kalinlagma

Birgok cerrahi girigim normal vaskiiler yvapiyr hozueu etki posterir, Ormegin
sisirilmis durumda bir embolektomi kateterinin damar bovunca gekilmesi: endotel
viizevde sovulmaya. damar duvarmda gerilmeye ve media tabakasindaki baz diz
kas hiicrelerinin  hasarina yol acar (18). Bu girisimin  uygulandign  hayvan
modellerinde sovulmus vitzevde trombositler birikmekte ve daha sonra bunlar sirasy
ile rejencre olmug endotel ve prolifere olmug intimal ditz kas hiiereleri ile ver
degistirmekte. sonucta diiz kas hiicre proliferasyonu ve ekstasellitler matriks
birikimine bagh olarak intima kalmlasmaktadie (16.19.20). Hayvvan modellerinde
vapilan ¢alismalar ve otopsi veva aterektomi ile elde edilen insan plak dokularinin
analizi bu vara ivilegmesinin asamalt bir stiveg oldugunu gdstermistic. Bu siiregte
baglangicinda  trombositler. endotelval  hilcreler,  monositler.  makrofajlar ol
oynamakta: ardindan diiz kas hilereleri predominant hiiereler olarak on plana

ctkmakiadie (16.20).



3.2.3. intimal Hiperplazi Teorileri

Hayvanlar ve insanlarda vara ivilesmesi tzerinde vapilan ¢alismalardan
elde edilen  wveriler luminal  daralmamn biivitk  oranda  “diiz kas  hiicre
proliferasyonuna ve intimada konnektil doku birikimine™ bagli olarak gelistigini
gostermektedir (16.19).

Birgok arastmact  intimal  hiperplazinin gelisiminde  “injiirive  vanit”
hipotezi tizerinde odaklanmistir (14.21.22). Bu hipotezde endotelyal hasarin rolii.
trombosit  aderensi  ve  aktivasyonu, mitojenik  faktérier, itz kas  hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunun dnemi aver ayver vurgulanmaktadie (21,23.24).
Balon kateter hasar deneyleri sayesinde arter duvart biyolojisi. ditz kas hilere
proliferasyonu ve migrasyonu hakkinda ¢ok dnemli bilgiler saglanmstie (25).
Deneysel  hayvan  modellerinde.  ¢ok  savida  degisik  mekanik.  sitotoksik,
immunalojik ve termal hasar yaper ajana karsi arteryel duvar vani incelenmistir
(16.19). Bu tip hasarlarda uyanlan intimal diiz kas proliferatit” vamti genellikle
kendini simirlar. oklizyon olusturmaz (14,18).

Arastirmalarin diZer bir kisnu ise. arterlerin bivomekanik ve metabolik
faktérlere kargi “reaktil’ adaptif’ remodelling™ vaniti {izerinde vogunlasnustir. Bu
tarzdaki arastirmalar (10,14,18). aterosklerotik plaklar, endarterektomi. anjioplasti
veya by-pass greftlerinin olusturdugu veni peometrik konfigiirasvonlarla tetiklenen
ve kan akimundaki bilgesel farkhliklar ile olusan wall shear stress (duvar kopma-
makaslama kuvveti ). wall tensile stress (duvar gerilme kuvveti). doku vibrasyonu
ve arter duvart kompliansindaki degisikliklerin. kan basineindaki ve kan akinindaki
lokal-sistemik degisimlerin arteryel duvar vapisi, kompozisvonu ve fonksiyonu
tzerindeki etkilering gz dnfine almaktadir. Bu kuvvetler intimal kalinlagmayi, diiz

kas hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu uyarabilir (18).



3.2.4. Deneysel intimal Hiperplazide Kullamilan Hayvan Modelleri,
Neointima, intimal Kalinlasma ve Restenoz

intimal kalinlasma mekanizmalarimin agiga kavugturulabilmesi agisidan,
uygun hayvan madellerine ihtivag vardir.

Restenoz modelleri ve neointima olusumu iki kategoride toplanir:
I-) Normal bir arterde hasar olusturan modeller de 2 grupta incelenehilir:

a) Intravaskiiler teknik uvgoulananiar: Bu tip modellerde halon

embolektomi kateteri veva halon anjioplasti kateteri ile endotelyal hitere

soyulmasi ve gerilme olusturulmast, stent yerlestirilmesi, tel déndiiriilmesi

{rotating wire), elekiriksel stimiilasyvon. arter igine basincli hava verilmesi

gibi vontemlerle arter duvarmda hasar olusturalur (16.19).

b) Perivaskiiler teknik uygulananlar: Bu tip modellerde ise kompresyon

veva perivaskiiler collar uygulamast ile hasar meydana getirilir (16).

Intravaskiiler teknik  uyeulanan  modellerde  orjinal  intima  hasara
ugradigindan veya ortadan kaldimldigindan: hasara vamt olarak olusan veni intima
“neointima” olarak  adlandinhie. Yumugak  silikon collar kullamilarak  yapilan
caligmalarda oldugu ¢ibi orjinal intimada dirck hasar olugmadidn icin bu tip injitrive
vamt olarak gelisen intimal proliferasyon “intimal kalinlasma™ olarak adlandinlie
(16).
2-) Primer stenotik lezyon bilgesinde ikincil hasar olusturulan vintemlerde hasar
genellikle balon anjioplasti katateri ile meydana getirilir. Bu islemden sonra gelisen
lezvon “restenotik lezyvon™ olavak adlandialie (16).

3.2.5. Dencysel intimal Hiperplazide Mekanizmalar

Normal bir arter mediasinda elastin. kollajen lifleri ve diiz kas hiicre
tabakalar bulunur. Bunun tizerinde tek. devamli bir tabaka halinde luminal viizey
bulunur. Vaskiiler diiz kas hiiereleri ve endotelval hiiereler inaktil durumdadir ve
bunlarin birbirine déniisiimit oldukea zor tespit edilebilir (21, Endotel bir kez hasar
gardiigtinde stereotipik ardisik olayvlar baslar ve intimal kahinlasma ile sonlanr,

Deneysel neointima modellerinde kisaca Gi¢ faz tammlanabiliv (15):
1-)  Medial diiz kas hiiere replikasvonu (endotel hasarinim 0-3. giinii)
2-) Diiz kas hiicrelerinin media tabakasindan liimen viizevine migrasyonu ve
neointimaya doniistimil (3-14. giinler arast)
3-)  Neointimal hiierelerin replikasvonu ve ekstrasellitler matriks sentezi (15,

giinden sonra)



Endoteli soyulmus olan bélgeler hemen trombosit kitmesi ile kaplanir,
Trombositler daha sonraki giinler i¢inde damar limenine dogru ilerleyen rejenere
endotel ile ver degigtirir. Trombosit birikimi ile avm zamanda. media tabakast
icinde yver alan diiz kas hiicreleri de prolifere olmava baslar. Daha sonrn bu hiiereler
intimaya dogru gé¢ eder, Bir yandan proliferasvona devam ederken. diger taraftan
da gok miktarda ekstraselliiler matriks sentezlevip salgilarlar (16,19,26).

Endotelyal hitereler dokiiliip uzakiagti@inda trombositler subendotelyal
tabakaya  vapismava ve vavilmaya baslar.  Trombositlerin bu yapisma ve
vayilmasinda, trombosit membranindaki glikoproteinler ve von Willebrand Faktor
(VW) librin. kollajen ve trombospondin gibi eksojen substratlar aracilik eder (27).
Normal arterlerin sovulan viizeyinde wombosit toplanmasi sinurly bir siireg olup. 8
saatlik prostosiklin (PGL2) inflizvonu ile inhibe edilebilir (28).

Adezyonu  takiben trombositlerden  graniiller  salgilanie.  Bu  graniiller
seratonin, librinojen. vWF gibi vazoaktif ve trombojenik faktorleri diginda platelet
derived growth fakeir (PDGE). wansforming growth faktér beta (TGE-f}). epidermal
growth faktdr (EGF) gibi bityviime faktérlerini de igerirler, Bu biyvime faktorleri in
vitro ortamda diiz kas hiierelerinin potent aktivatoril oldugu igin diiz kas hiicre
proliferasyvonunda ilk mitojenik uvars olabilirler (29).

Hasarlt damara komgu, travimatize olmamug bilgedeki endotelval hticreler
rejencre olarak travmatize bolgeye ilerler. Bir ¢ok drnekte. bu hasar bilgesi
tamamen endotel ile kaplanabilmektedir, Ancak hasara ugranug bolge ile saglam
damar duvar arasindaki mesale bitvitkse. stizevin endotel ile amamen kaplanmas:
oldukea giiclesmektedir (14.18.30).

Balonla hasar olusturulmus rai karetis arterlerinin media tabakasindaki diiz
kas hiicrelerinde. hasardan vaklagik 27 saat sonra DNA sentezlenmeyve baslar, Bu
hiiereler 7 ile 14 giin boyunca prolifere olur. Bir kez proliferasvon periyoduna
giren hitereler g, dort kez biliintir ve sonugta bliinme kendiliginden durur (18).
Luminal viizeyde lokalize olmus olan diiz kas hitereleri  hasardan 1 yil sonrasma
kadar proliferasyona  devam etmektedir. Yiizey diiz kas hiicrelerinin bu
proliferasyonu yaklagik olarak dlen hiicrelerin miktarina denktir (14.18).

Hasara ugranug rat karotis arterlerinde 12 haltadan sonra vaskitler diiz kas
hiiere miktan degismemekte ancak 2. ve 12, haltalar arasinda intimal kalinlagmanim
miktart 2 katina ¢ikmaktader, Intimadaki bu artisim nedeni elastin, kollajen ve

proteoglikandan olusan ckstraselliiter matriksteki artistie (14.18).
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Tiim bu veriler. hasar ile inditklenen intima kalinlagmasinda erken donemde
tromboz. bunu takiben diiz kas hiicre proliferasyonu ve en sonunda ekstraseliiiler
matriks birtkiminin rol oynadigin desteklemektedir,

Hasara ugratidnus tavsan aortasinda. antitrombosit antikorlarmin verilmesi
ile olusturulan deneysel wrombositopeni varhginda intimal kahinlasmamin daha az
oranda oldugu gozlemlenmigtiv. Trombositopeninin intimal kalinlasma Gizerindeki
olumlu etkileri diiz kas hiicre migrasvonunun inhibisyonuna bagh olarak ortayva
gikmaktadir (18). Trombosit aderensinin intimal hiperplazinin erken déneminde rol
oynacdigr fakat intimal lezyonun ilerlemesinde gerekli olmadign ditstiniilmektedir
(18).

Vaskitler greftlerin iyilegme perivodunda diiz kas hiiere proliferasyonu.
valmzea endotelin meveut oldugu yerlerde olmaktadir, Greftierde endotel. hasara
maruz kalmus arterlerdeki endotelden Tarkl bir sekilde rejenere olmakta ve prolifere
olmaya devam etmektedir (31). Deendotelizasyon yapimadan  kronik endotelval
proliferasyvon modellerinde (16,19). ditz kas hiicre biiviimesini uvaran (aktorler
vaskiiler duvar hicrelerinden  kaynaklanmaktadie.  Cinkdt  bu  modellerde
trombositler, endotelval tabakaya vapismamaktadir. Bu nedenlerle diiz kas hiicre
proliferasvonu igin daha baska faktdrierin de gerekli oldugu diistintilmektedir. Daha
Gnce ileri stiriildiigii gibi. vaskiiler duvar hiterelerinin kendisi veva damar duvarinda
bulunan makrofajlar bu olasda etkili olabilecek diger elemanlardir (18).

3.2.6. intimal Hiperplazide Roi Oynayan Mitojenik Faktbrier

Giintimiizde endotelyal hiterelerin, diiz kas hiicreleri ve makrofajlaria
vapilmug hitere kil ¢aligmalarinda ¢esitli mitojenik faktérlerin sentezlenip
salgilandiklar gdsterilmistir (32.15). Bu mitojenik faktérler i¢inde en dnde gelenleri
basic fibroblast growth fuktér (bFGF) wve platelet derived  growth  fakior
(PDGT)Y diir. Media tabakasmdaki  diiz kas hitere proliferasyonu ve intima
tabakasina olan migrasyon bu iki faktor tarafindan tetiklenir (Sekil 2).

Basic FGF endotelval ve diiz kas hiicreleri icinde depolanmigtie. Endotel
hasarina cevap olarak salimir ve media tabakasinda diiz kas hitere proliferasvonunu
uvarir. Medial diiz kas hilere proliferasyonu, bFGF antikorlar ile belirgin bir
sekilde inhibe edilmektedir (33), Avrica bFGE nin ditz kas hiicre migrasvonunda da
etkili oldugu in vivo bir calismada saptannustic (34). Ral  karotis  arter

deendotelizasyonu sonueu olusan diiz kas hiicre migrasyonu sistemik bFGFEF ile



stimiile edilmis. bFGI antikorlan ile de bu migrasvonun dnemli Slctide azaldig
tespit edilmistir.

Platelet derived growth faktér (PDGF). trombositlerin hasarli vaskiiler
yiizeye adezyon ve agregasyonu sonrast aktivasvonlarin takiben salimr, Trombosit
kokenli olarak adlandinilnis olmasina karsin hasarh endotel ve  diiz kas
hiicrelerinden de saliir. PDGF-A ve PDGF-B almak tizere iki alt zinciri vardir,
PDGF-A sadece diiz kas hiiere proliferasyonu tizerine etkili iken; PDGF-B hem
proliferasyon hem de migrasyonda etkilidir (35.36.37.38). Avrica PDGF kiiltiir
ortaminda diiz kas hiicrelerinde  programlannus  hiicre  6liimit olarak  bilinen
apopitozu engellemektedir (39). PDGF ve PDGF blokeri kullantlarak yapilan
deneysel calismalarda (36.57) trombosit kitkenli PDGF nin intimal hiperplazi
baglangicinda muhtemelen mediadaki ditz kas hiierelerinin uvanimalannda rol
oynadiklari, uyariimis dilz kas hiterelerinin de baska farkli mediatérier salgilavarak
diger diiz kas hicrelerini uyardiklan  savunulmaktadie.  Endotelizasvonun
tamamlanmasimdan sonra da diiz kas hiiere proliferasyonunun devam etmesi bu

giritsii desteklemektedir (40).

injiiri
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Sekil 2: injiiri sonrast intimal hiperplazi gelisiminin uyariimas:



intimada proliferasvonu regiile eden faktirler veni yeni tamimlanmaktadir,
Transforming growth fakide a (TGF-a) ve epidermal growth faktsr (EGE) vapsal
olarak %30 oraminda benzerlik gdsteren, aym reseptdre vapisan profiferatif
faktdrlerdir. TGF-a trombosit ve aktive makrofajlar tarafindan salinan, kendi
etkinligini artirma dzelligine sahip anjiogenik potent bir mediatirdir (41).

Transforming growth faktse 8 (TGP-f): vapisi, bivolojik aktivitesi ve
reseptiirleri bakimundan TGF-o’dan tamamen farkh olup ekstraseliiler matriks
sentezini dizenleyven en dnemli mediatdrdiie.  Proteoglikanlarin, kollajenin ve
fibronektinin sentezini uyarir. bag dokusunun proteolitik  enzimler tarafindan
parcalanmasun dnler. TGF-. trombositler basta olmak Gizere endotel ve ditz kas
hiicreleri taratindan salinire (42).

Insiilin like growth faktdr-1 (IGF-1) ve trombostin, diiz kas hiicre
proliferasyonunun uyariimasinda PDGF ile sinerjistik etkive sahiptir. 1GF-1, PDGF
igin bir progresyon faktériidiic ve PDGF'nin mitojenik dzelliklerinin ortava
gikmasinda varhgr zorunludur. Trombostin ve 1GF-1 monoklonal antikorlamnim
eklendigi diiz kas hitere kitltiielerinde hiicre proliferasyonu baskilanir (43).

3.2.7. intimal Hiperplazinin Klinikteki Yeri ve Onemi

Perkiitaniz  transluminal  anjioplasti  (PTA), arterlerde  stenotik
segmentlerin dilatasyonuny amaglayan bir yintemdir. Bu iglemde plak iginde bir
virtik olugturularak media kalier bir gekilde agilir. bu arada damarnn vapsal
hiitiinliigt devam ettirilic (44.45), Plagin hasar verilmis kesiminde nonokluzif
trombus olugur ve birkag halta sonra by trombus fibrotik bir lezyona doniisiir (45).
fliak arterler gibi hiyik  damarlarda restenoz  olusumu biiviik  bir sorun
olugturmazken. koroner ve femoropopliteal arterfer gibi nispeten daha kiigtk gaph
arterlerde kan akimimin énemli derecede azaimasia ve iskemive vol acabilmektedir
(44.435.46). Dilate edilmis koroner arterierin vaklagik %30 unda 6 ay iginde belirgin
restenoz gelismektedir. Restenoza neden olan lezyon ¢ogunlukla fibrdz vapidadir ve
bityitk oranda diiz kas hilereleri igermektedir (43).

Bagarith bir PTA uygulamasindan sonra limen daralmasim etkileven
hirbirinden badimsz 3 fakisr vardir ¢ 16,4723 )

- Elastik recoil (esnek geri tepme)

- Arteriyel remodelling

- Intimal kalinlagma



Akut elastik recoile bagh olarak, baslangicta olusan liimen geniglemesi
girigimden hemen sonra kaybolur, Bunu izleven intimal hiperplazi ve arteriyel
remodelling gibi daha vavas gelisen stirecler arasindaki denge PTA dan sona
liimen capiun son belirlevicisi olmaktadi (23), Arterivel remodelling. eksternal
elastik lamina tarafindan cevrilen alan olarak tanimlanan toplam damar alanindaki
degigikliklerle kendini gosteriv. Artervel remodelling. arterin veniden vapilanmasi
veva kompansatuar geniglemesi seklinde olabilir (47).

Intravaskiiler stentler, elastik recoile bagli limen daralmasin biiviik oranda
engellevebilir. Bununla birlikie stent yerlestirilen bolgelerde ge¢ dénemde intimal
hiperplazive bagh restenoz gériime insidans: oldukea viiksektir (48.49). Anjioplasti
esnasinda damar hasarimin boyutuna bagh olarak olusan intimal Kalinlagma. limen
capini etkileven en dnemli faktdrlerden biridir (47.24).

Endartercktomi. travmatik bir vaskiiler rekonstritksivon  formudur ve
hiperplastik intimal lezvon gelisimi ile birliktedir. Bu olay  baz  veterli
rekonstritksivonlardan  sonra damarda daralma olusmasma ve kan akimunim
azalmasing neden olmaktadie (12.13.18). Endarterektomiden sonra olusan stenotik
lezyonlar en az iki farkl tipte morfolojive sahiptir. Eger lezyonlar cerrahiden
sonraki ilk 2 vil icinde degerlendirilirse, lezvonlann diiz. bevaz renkli. sert, fibroz
vapuda oldugu ve biiyiik oranda diiz kas hitereleri ile ekstrasellitler matriks igerdigi
giriliir. Tki yildan sonra bu lezyonlarda siklikla luminal viizeyde lastige benzer bir
trombus tabakasi ile bunun altinda uzanan bazi bileclerde diiz kas odaklan ile
birlikte lipid. kalsivum birikimi ve hemoraji gértlmektediv (18).

Vaskiiler greftierin  ivilegmesi  stirecinde  cerrahi girigim  ile  intimal
hiperplazi arasinda o kadar belirgin bir iliski yoktur. Bununia birlikte bu greftlerde
aviar sonra intimal kalinlasma gelisebilmektedir (30.31). Ven grefii kullantlan
periferik rekonstritksivonlarda, dnemli derecede restenoz gelisimi yaklagik ofarak
vakalarin %10 unda gdzlemlenir ve genelikle 6 ile 24, avlar arasinda ortava gikar.
Bu lezyonlar diffiiz veva fokal ofabilir. (30.52).

Zamanla bazi ven greltlerinde ateroskleroz gelismektedir. Bu tip lezyonlar
dzellikle koroner arter by-pass grefilerinde yavem olarak gbzlemlenir (33), Sentetik
greftlerde intimal kalmlasma en fazla anastomoz verlerinde veya anastomozun
hemen ilerisinde distal damar iginde gelismektediv. Bu lezyonlar, ven greftlerinde.
erken dinemde girillen lezyvonlara benzemekie ve genellikie cerrahiden sonraki ilk

iki yil iginde govitlmektediv (50), Insanlarda sentetik greftlerin ig viizeyinin, endotel
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ve subendotelyal konnekiil doku ile kaplanmasi. her iki ucta valmzea ilk birkag
santimetre ile sinh olarak kalmaktadie. Bu hiierelerin tek kavnagi, bitisik arter
dokusudur ve bunlarin migrasyon vetenegi vim grefii kaplamaya veterli diizevde
degildir (50.51).

3.2.8. INTIMAL HIPERPLAZININ KLINIK KONTROLU

Aginintimal kalimlasmanmn engellenmesinde veva tedavisinde genellikle iki
vaklagimdan biri kullantimakadir;

I-) Trombositlerin akiimdiasyonu ve pthtilasma fakidrlerinin erken veya geg¢
tromboz olusumunda ve avrica muhtemelen intimal kalinlasmada rol ovnadii
ditgiineesine dayanarak aspirin, dipiridamol gibi antiagregan veva heparin, kumadin

gibi antikoagiilan ilaglarin verilmesi

2-) Yeniden olusan veya devam eden intimal kalinlasmanin engellenemez
oldugu disiincesi ile ileri cerrahi rekonstritksivon uveulanmas: (18).

Aspirin ve diger non-steroid anti-inflamatwar ilaglar  arasidonik  asit
kaskadim baskilarlar. Aspirin trombositlerde hiiere oksijenazin geri déiniistimsiiz
olarak asetiller. Dipiridamol ise trombositlerds ¢-AMP diizevini arturir, agregasyvon
prekirsirlerinden  tromboksan At ve Brnin miktarlanm  dolavisi ile  de
trombositlerin adezyon ve agregasyonlari azaltir (34).

Heparin vaskiiler rekonstriiktil’ girisimlerden sonra olduk¢a vavem olarak
kullantlan  bir ilagti.  Antikoagiilan  etkileri, antitombin 111 (ATIH) o
ctkinlegtirilmesi ile ortayva gikmaktadir. Deneysel intimal hasardan sonra heparinin

diiz kas hiicre proliferasyonu ve migrasvonunu engelledigi posterilmistir. Ancak

heparinin antiproliferatil” etkinligi vaskiiler ravmadan sonraki ilk 24 saat iginde
verildiginde gecerli olup daha geg verilmesi halinde intimal hiperplaziyi énlemede
etkisi azalmaktadr (55).

fleri cerrahi girigimler, yetmezlize viranus grefilerin ve diger vaskiler
rekonstritksivonlarm kurtariimasmda temel tedavi sekli olmaya devam etmektedir.
Bircok galigmada femoropopliteal hastahi@in rekonstritksivonunda, ven greftinin
kullantldigr hastalarm uzun siireli takiplerinde gergek greft trombozu gelisiminde.
intimal hiperplazinin @nemli rolii oldugu tespit edilmistir. Eger bu lezvonlar
tromboza vol agmadan onee tedavi edilirse wzun dénemli sonuclar oldukga ivi
olmaktachr. Diger taraftan efer grefite tromboz olusmus  ve arteriografik olarak
stenotik lezvon tammlanmissa yapilacak rekonstriiksivonlar basaristz olmaktadir
(18.51.5




Daha énce bahsedildigi  gibi endotel normal arter fonksivoniannin
stirdiirilmesinde ve artervel rekonstritksivon siirecinde merkezi, komplike bie rol
oynamaktadir. Hasarlanmis bir arterde rejenere olan endotel, diiz kas hiicre
proliferasyonunu baskilar ve arter duvarina trombosit akiimitlasvonunu inkibe eder
(56). Bu goizlemler nedeni ile bir ¢ok aragtirmact endotelval seeding uygulanmis
greftierin - davramislart ile ilgilenmiglerdir. Bu  greftler en azindan  hayvan
modellerinde tromboza karst direngli ve daha az miktarda intimal kalinlasma
gelisme egilimindedir (57.58.59).

Diger bir alternatit’ yaklagim. diiz kas hicre proliferasyonunun  ve
ekstrasellitler matriks depozisyonunun intimal hiperplazi veligiminde rol ovnavan
temel  faktdr olmasindan dolayt  spesifik  diiz  kas hiicre  proliferasyonu
inhibitdrlerinin kullanilmasidir. Bu amagla hayvan modellerinde artervel hasar
tizerinde ve koroner arterlerde transtuminal anjioplasti uygulanan hastalar tizerinde
hirgok ilag denenmistic (16.18.19). Birgok ilacin hayvan modellerinde inhibitsr
etkisi oldugunun gosterilmesine ragmen bunlardan highirinin insanlarda koroner
restenozu engellemede  basarili olduu  tespit  edilememistiv (16).  Cesitli
farmakolajik ajanlarin hayvan modellerinde intimal kalinlagma ve restenoz fizerine

olan etkileri tablo 1 de dzetlenmistic (19).
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Tablo 1: Cesitli farmakolojik ajanlarin hayvan modellerinde intimal

kalinlagma ve restenoz tizerine olan etkileri

ILAC ETKI DI EL CALISMA |
Hayvan Arter Tasar Lngeal Mea
Kalilasmg Festenir
Aspirin Antingregan Har Rt Dueendinelizusyon 1 =
Dhprisealininal Antringiezan Tiwvgan houlab Kanpresyon 1 =
anen i)
Tnoxsgiaria Ik molekul Tavsin Ttk et wmeopliase l -
ekl hepara
Hepare Antitrombotik it Karatis Egatlomy bty l =
Inlatasyon
Tinedin Trounbin Tivim Fremmral Hliwa erins nniaasg l hosa
nbrtbrdind Phoneee ot Stireh
= Yarar
Warkisim Antitrombotih Tar koartis Halom snpopliste l =
Tetiptill PG peseptuore fin Nt Preenditelzasson L l |
Antonisn
Tatvgan itk 1 l
Napiprost Frivmbshspn A2 Tar At Preendomelizasyom 1 =
Hitionisk
Philikasei vz Bt R Colla Il =
Nitedipne (LT Aawitie Lhevemduned s i 1 = |
aningonist —
WMerapannl Ralsivun Tingun Al Dheensditehziyon gl =
Akt |
ilazipnl ACE bt it Ky Phecenhteds st vini | =
Lenestasin [TENTETRTEN Tivaim Rivritrs Stlieon cetlin l
redibtaz
st
Predisuls btk ] Favgan Koalak, Rempresvon 1 -
artert ez

[ (1) Azalma. (=) Etki yok]



3.3 NITRIK OKSIT

3.3.1. Nitrik Oksit Tanin ve Sentezi

Nitrik oksit (NO"). nitrik oksit sentaz (NOS) araciligi ile van esansivel bir
aminoasit olan L-argininden terminal guanidin grubunun NO'e cevrilmesi ile
sentezlenen aktif bir bilegiktir (Sekil 3A). Bir hiicre ici habercisidir ve vaskiiler
tonusun fizvolojik dizenlenmesi. sinir iletimi. bagisikhik ve hiicreler arasi baglarimin

ditzenlenmesi gibi bircok bivolojik aktiviteve sahiptir (60),

L-arginin Sitetillin
NOS
NADPH » NADP’

e W

0O: FMN NO
FAD

Sekil 3A. Nitrik oksit bivosentezi
FMN: Flavin mononiikleotid. FAD: Flavin adenin dintikleotid

NOS: Nitrik oksit sentaz

Saglam damar endotelinden. bazal bir hiz ile NO™ tiretilmektedis. Hitere ici
kalsiyum artise agonist etkivle NOS™u aktive eder ve L-argininden sitriillin ile
birlikie sentezlenen NO* endotel hiteresinden diiz kas hiieresine diffiize olur. Nitrik
oksit diiz kas hiieresinde solubl guanilat siklaz aktive cderck siklik guanozin
monofosfat (¢GMP) arttinar (61). Damar diiz kas hiicrelerinde artan cGMP, eGMP a
bagh protein kinazlar aktive etmekic ve membranda bulunan Ca Mg ATPaz
pompast ile hiicre i¢i kalsiyumun hiicre disina atlmasimi saglamaktadir. Bu sekiide
cGMP hitere i¢i Kalsiyum sevivelerini azaltarak vazodilatasvona neden olmaktadir
(62)

Nitrik oksit. L-argininden fi¢ izoformu bulunan olan nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimiyic sentezlenmektedie,  Niwik  oksit sentaz-l  (NOS-) endotel
hiicrelerinde  bulunmakta ve bazal NO® sentezinde rol almaktadie. NOS-II ise

immunolojik yamitta rol alan makrofaj ve lokositlerde. avrrea damar diiz kas
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hiicrelerinde  bulunmakta ve sitokinler tarafindan uyvanimakiadie (63). NOS Ti
tarafindan sentezlenen NO', Iokositlerin sitotoksisitesinde gorev almakta (64) ve
septik sokta giriilen hipotansivondan bu volla sentezlenen NO”in sorumlu oldugu
diistintilmektedir (63).

Ayrica her iki NOS izoformunun degisik dzellikierine sahip fciineii bir
izotorm (NOS Il). ndral hiierelerde sentezini gercekiestirmekte ve buradaki NO*
uzun stireli hafiza etkinliginde rol almaktadir (65).

3.3.2. Nitrik Oksitin Biyolojik Etkileri

Nitrik  oksitin  sitoprotektif. regiilatér ve sitotoksik pekgok  etkileri
bulunmaktadir (66) (Sekil 313).

NITRIK OKSIT

Sitoprotektir Regiifatir Sitotoksik
* Antioksidan * Vaskiiler tonus * Enzim fonksivoalarinm
inhibisyonu
* Lokosit adezyonunun * Hiicresel adezyon * DNA hasan
inhibisyonu

*INT toksisitesine kargt ~ * Vaskiiler permeabilite * Lipid peroksidasyvonu

koruyuecu
* Nirotransmisyon * Antioksidanlarin
inhibisyonu
* Bronkodilatasvon * Radvasvon. alkilleviei
* Trombosit adezyvonun ajanlar ve toksik
inhibisyonu metallere duvarhiligin
* Renal fonksiyonlarda. arttirllmast

*Immun sistemde diizenlevici

Sekil 3B: Niwik Oksitin Etkileri
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Nitrik oksitin damar duvaninda trombosit agregasvonu ve adezvonunun
inhibisvonu, diiz kas hiicre proliferasyonunun dnlenmesi ve vaskiiler biiviimenin
modiilasyonu gibi dnemli fonksivonlar vardir, NO°. ¢iziinebilir guanilat siklazi ve
¢GMP7yi stimiile ederek vazodilatasyon olusturur (67).

Nitrik olksit. endotel yiizeyinde antitrombotik etkinlige sahiptir. Vaskiiler diiz
kas relaksasyonu ile vazodilatasyvon. trombosit adezvon wve agregasvonunda
inhibisyon. doku plasminojen aktivatorii (tPA) artisi. fibrinoliz, lokosit adezyonunda
inhibisyon, sitotoksik, sitostatik. endotel ve vaskiiler ditz kas hiicrelerinde
antiproliferatif etkileri vardir. NOS inhibisvonu mikrovaskiiler gegirgenligi arttirarak
liokdsitlerin gégiini ve adezvonunu artirmaktadir (61 1

Nitrik oksit santral sinir sisteminde ve periferde nonadrenetjik, nonkolinerjik
sinirlerde nérotransmitter olarak etki sisterir. Ogrenme. bellek olusumu, gérme.
koklama. agri alglanmasmda rolii vardir. NO* sempatolitik ajan gibi etki etmektedir.
Sempatoeksitatdr beyin sapt nitkleuslarinda aktiviteyi azalur, sempatik disa aku
ditgitriir, sempatik uyartya kardivak cevaplar azalur (68.67). Avetea gastrointestinal
sistem. mesane sfinkter fonksiyonlart ve penil ereksivonda da rol oyvnamaktacir (69),

Stirtiinme stresi. pulsatil stres, vitkselmis intraluminal kan basiner gibi farkl
mekanik faktdrler damarlarda NO* iiretimi icin fizvalojik bir uvarier olmaktadirlar.,
Biiylece kan damarlarinda ve kalpte endotelval NOS ve NO® diretimi artmaktadi
(70.70.72).

Bibrekte olusturulan NO®  glomeriiler filtrasvon hizin. total renal kan
akinuni. basing natritirezini. epitelval sodvum transportunu ve renin gibi vazoaktif
ajanlarin sentezini komrol etmektedir (70).

Nitrik oksit, oksijenden derive olan radikallerle etkilegerck peroksinitrit gibi
toksik maddeler olusturmaktadir. Peroksinitrit gok gliclii bir antioksidandir: buna
kargin bunun uzaklagtirlmasi ve etkisiz hale getirilmesi icin cok ¢esitli mekanizmalar
bulunmaktadir (73).

Nitrik oksit, immunolojik konak savunmasinda da rol oynamaktadir, Septik
sok ve inflamasyon gibi durumlarin patogenezinde de NOin dnemli veri

bulunmaktadir (73).
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3.3.3. Nitrik Oksitin Fizyopatolojik Roli

Nitrik oksit insan viieudunda hem dost hem ditsman olarak davranabilir. NO®
ile agit uyarima sinir hiierelerinin tahribine yol acar. Kan basiner NO™deki
fizyolojik artis ve azalislarla sabit bir bigimde dengede twtulmakiadir. Bununia
hirlikte endotoksik sokta earilldiizi gibi asin miktarda NO® salgist dliime gittiren
dolagim vetmezligi olusturabilmektedir (61).

Nitrik  oksitin - giiglit hir vazodilatér etkive sahip olmasmmn  vamsiea,
ateroskleroz  olusumunda koruyucu  etkilerinin de oldugu  bilinmektedir,. NO
antiaterosklerotik etkilerini:

1-) Endotel hasan sirasinda geligen hiiere aktivasvonunu inhibe edip indirekt

olarak monosit ve lkositlerin endotele vapismasimi engelleyerek (74)

2-) Trombosit aktivasyonunu baskilayarak (75)

3-) Damar diiz kas hiterelerinin proliferasyon ve migrasyonunu

engelleyerck (76.77)

4-) Ateroskleroz patopenezinde olumsuz etkileri olan endotelin=1 iirctimini

ve endotelin-17in mitojenik etkilerini baskilayarak gerceklestirmektedir (78).

Nitrik oksit tiretiminin azalmast ve biyoaktivitesinin kaybi, ateroskleroz i¢in
risk faktrleri olarak kabul edilen hiperkolesterolemi. hipertansivon. divabet ve
sigara igimi gibi farkli durumlann fizvopatolejisinde Gnemli rol oynamaktadir,

Insan koroner arter aterosklerozunda ve aterosklerotik hayvan modellerinde
endotelin NO” sentezleme kapasitesinin azaldign ghsteriimistir, Hiperkolesterolemik
hayvanlara ve insanlara L-arginin verilmesi bozulmus olan endotelden kaynaklanan
NO dretimini diizeltmekte ve bu hastalikla iliskili vaskiler lezvonlar azalimaktadir
(79,

Koroner arter hastaligi ivin hipertansivon da bir risk faktériidiir. Halil koroner
aterosklerozlu hastalarda hipertansivon ve bozulmus asetil kolin gevsemesi ile
azalnug koroner NO™ salwmimi arasmda kuvvetli bir birliktelik bulunmaktadir. Fk
olarak. esansivel hipertansivonlu hastalarin damarlarinda ve trombositlerinde NO
olugumunda azalma oldugu gosterilmektedir (79). Béviece bu hastaham vaskiiler ve
trombotik komplikasyonfarina bozulmus NO' firetiminin katkida bulunabilecegi ileri
stiriilmektedir,

insiilin bagimhi diyabeti olan hastalarda da NO* salimimunin yetersiz olduguna
dair gesitli deliller bulunmaktadie ve NO™ diizevlerindeki azalma  trombotik

mikroanjiopative  katkida  bulunabilmektedir  (79.80). Azaltms NO™  olusumu

(2%
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dogrudan tromboza yol agar. NO salinimini inhibe eden in vivo laser uygulamasinin
olugturdugu endotelyal hasar trombositlerde agregasvonla sonuclanmakzadir (79),

Serebral iskemi veva epilepside ise NOS I ile NO“in asin Gretimi
ntirotoksisiteve yol agmaktadir. Yine septik sok veva kronik inflamatuar hastaliklarda
NOS [I'nin aktivitesi artmaktadir. Bu gibi hastalik durumiannda NO® inhibisyonu
favdali olabilir (73).

3.3.4. Nitrik Oksit ve intimal Hiperplazi

Daha dnee de genig bir gekilde bahsedildigi tizere bircok cerrahi girisim
normal vaskiiler yapiyi bozucu etki gésterir. Oegin sisirilmis durumda bir
embolektomi kateterinin damar bovunea ¢ekilmesi endotel viizeyde sovulmaya.
damar duvarinda gerilmeye ve media tabakasindaki baz diz kas hiicrelerinin
hasarina vol agar (18). Bu girvisimin uygulandig hayvan modellerinde. sovulmus
ylizevde trombositler birikmekte ve daha sonra bunlar swast ile rejenere olmus
endotel ve prolifere olmus intimal diiz kas hiicreleri ile ver degistirmekiedir. Sonugta
diiz kas hilere proliferasvonu ve ckstrasellitler matriks hirikimine bazh olarak intima
kalinlagmaktadir (16.19). Havvan modellerinde vapilan ¢aligmalar ve otopsi veva
aterektomi ile elde edilen insan plak dokularinm analizi ile bu vara ivilesmesinin
asamalt bir stireg oldugunu gosiermektediv. Bu siirecte baslangigta wombositler,
endotelyal hiicreler, monositier. makrofajlar rol oynamakta: ardindan diiz kas
hitcreleri predominant hitereler olarak dne ¢ikmaktadir (16.20),

Nitrik oksitin intimal hiperplazi gelisim basamaklavinda rol ovnavan biitin
hiicre ve siiregler iizerinde baskilayier vonde ciki gosterdigin belirten pek gok
havvan denevleri meveuttur, Bu ¢ahsmalarda L-arginin veya NO' dondirlerinin
verilmesi yada NO™ inhalasyonu ile arteryel hasar sonrasi gelisen intimal hiperplazi
azalulabilmistiv (77). In vitro calismalarda trombaosit agregasyont, Iékosit adezvonu
ve diiz kas hiicre proliferasyonu gibi artervel hasar sonrast pelisen intimal kalinlagma
agamalart NO” taralindan engellenehildigi gosterilmistiv (74.81.82.83), Radomsky ve
arkadaglart (81), NO”in ¢GMP bagimli mekanizma ile trombosit agregasyonunu
inhibe ettigini bulmuslar. Ayrica notrofil adezyonu, fonksivon ve kemotaksisi de
NO™ tarafindan engellendigi gosterilmistir (74.82).Garg ve Hassid (83) ise ilk olarak
NO7in  kiiltiire  vaskiiler dilz  kas hilere  proliferasyonunu haskiladigm

gistermiglerdir,



Sonug olarak  diiz kas hiicre proliferasyon ve migrasyonunu engellemesi,
ekstraselliler matriks sentezini baskilamasi, trombosit ve I6kosit fonksivonlarnim
modiilasyonunu saglamast nedeniyle nitrik oksiti potansiyel antirestenotik molekiil

olarak tanimlamak oldukea dogru bir ifade olacaktir (77).
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34.ENDOTELIN SISTEM

Endotel kaynakli gevsetici faktiriin (EDRF) tamimlanmasindan sonra domuz
aort ve pulmoner endotelinden kasier bir faktdr izole edilmigtir, Gen vapisi ilk kez
1987"de Yanagisawa ve arkadaglar tarafindan tariflenmis olan bu faktir endotelin
(ET) olarak isimlendirilmistiv (84).

Endotelin: ET-1. ET-2. ET-3 ve ET-4 (vazoaktif barsak kasier) den olusan 21
aminoasitli endojen peptid ailesidir (85).

ET-1, endotel hiicreleri taralindan sentezlenip salgilanmakia ve vaskiiler diiz
kaslar fizerine etki etmektedir, Aym zamanda lskosit, makrolaj ve kardivomivosit
gibi vaskiiler hastaliklarda rol alan diger hiiereler tarafindan da sentezlenmektedir
(86).

Biyolojik  olarak  aktivite gdsteren  birgok  peptid  gibi  ET-1  de
prepropeptidierden tiretilmektedir. Prepro ET-1. 203 aminoasitten olusur ve bir
endopeptidaz aktivitesi ile 38 aminoasithi bitviik (big) ET-1"¢ donistiriliic. Daha
sonra endotelin dintigtiiriicti enzim (1ECE). mast ve diiz kas hiicre kinazlan ve ECE
olmayan metalloproteaziar ile 21 aminoasitli ET-1 haline gelmektedir (84).

Endotelin sentezi: pulsatil gerilme. duvar kopma stresi (shear stress) ve pH
gibi fizikokimyasal faktirier tarafindan diizenlenmekredir. Fgzersiz - myokardival
ET-1 ekspresyonunu artirmakiadir, Iskemi swasinda olusan hipoksi de ET-1
sentezinin glighi bir uyaricisidir. Ayrica artmis okside LDL kolesterol, elukoz,
Gstrojen eksikligi, obezite, kokain kullanmi. yaghiik gibi kardivovaskitler risk
fakidrleri ve trombin gibi prokoagiilan medivatirler ile FT-1 sentezi artmakiadir.
Bununla birlikte vazokonstrikidr maddeler (adrenalin. anjiotensin 1. vazopressin
gibi), bitytime faktorleri. sitokinler ve adezvon molekiilleri de ET-1 sentezini uvarr.
NO™. prostosiklin, atrival nawitiretik peptidier ise FT-1 sentez inhibitirleridic (86),

ET-1: okside LDL. anjiotensin 1l gibi fuktirlere cevap olarak endotel ve
vaskiiler diiz kas htierelerinde olugur. Uvart sonras salglanan ET-1 diiz kas hiicre
viizeyindeki reseptirlere  baglanarak  fosfolipaz  C'vi aktive etmekte, bunun
sonucunda fosfotidilinozitoldifosfattan inositol wifosfat ve diacigliserol olusumuna
neden olmaktadir. Inositoltrifosfat hiicre igi depolardan kalsivum salimmunda rol
oynarken, diacilgliserol proteinkinaz C*vi ve membrandaki kalsivum kanatlarin
aktive ederck hilere digindan hiicre igine kalsivum akimin saglamaktadir. Bu olay

vazokonstritksivonu baslatmakiadue (86.87).
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ET-1"in ETa ve ETn olmak tizere iki reseptérii bulunmakiadie. BT reseptori
vaskiiler diiz kas hiterelerinde, ETn reseptérleri ise endotelyval hticrelerin yanisira diiz
kas hiiereleri ve makrofajlarda lokalize olmuslardir. ETa reseptiirlerinin aktivasyonu
uzun siireli vazokonstritksivona neden olmakta, avrica farkh dokularda hiicre
proliferasvonunu tetiklemektedir. Bunun aksine ETa reseptiirleri NO™ ve prostasiklin
salimmim uyarmakta. apopitozu korumakta ve endotel hiierelerinde FCE-1%n
ckspresyonunu inhibe etmektedir (86).

Hiperkolesterolemi endotel disfonksivonuna vol agmaktadie, Bu durum artnug
plazma ve doku endotelin seviyeledi ile iliskilidir, Artmis ET-1 miktartarn
aterosklerotik damarlarda vazokonstriksivonu artirmakta, avrica vaskiiler diiz kas
hiiereleri fizevinde proliferatit etki gistemektedir (88.89). Endotel disfonksivonu
sonucu NO® miktardarmin azalmasi ile NO7in ET-1  {izerindeki inhibisyonu
azalmakta ve ET-1 aterosklerotik plak olugumunda dnemli rol ovnamakiadir (83),
Ayrica ET-1 kan hiicrelerini de etkilemekte ve nétrofil adezvonunu. trombosit
agregasyonunu artirmaktadir. Aym zamanda da makrofajlar icin kemotaktik bir
faktordiir (86).

intimal hiperplazi: halon anjioplasti, endarterektomi. trombektomi  ve
vaskiiler bypass gibi vaskiiler rekonstriiktif girisimlerin basarsme dnemli derecede

azaltan ciddi biv problemdir. Deneysel olarak FT sisteminin vaskiiler hasar sonras:

aktive oldugu gésterilmistie. In vitro calismalarda ET-1: hiicre hipertrofisini,
hiperplazisini. matriks sentezini. g¢egitli kemotaktik ve biiviime  faktSrierinin
ckspresvonunu, sahmmn acttrmaktadie (90).

Rat  kavotis  arter  halon  anjioplasti  ile  vapilan  ¢calismalarda
immunohistokimyasal olarak  Lhaftadan 4. haftaya kadar olan siirede FT-1
seviyelerinin yiikseldigi (91) ve bunun sonucunda da neointimal olusumun artlig
gaisterilmistiv (90). Endotelin reseptér antagonistierinin verilmesi ile bu intimal

kalinlagmanin énlendigi belirtilmistiv (86).



3.5 NEBIVOLOL

Spesifik adrenerjik reseptérlerinin uvarilmasinin kardivovaskiiler sistemde
olugturdugu fizyolojik vanular oldukea ivi bilinmektedir (92);

Alfa 1 adrenerjik reseptdrler: Artervel vazokonstriiksiyvon

Alfa 2 adrenerjik reseptirier : Sempatik sinirlerden norepinefvin salgisim

inhibe eder.

Beta 1 adrenetjik reseptirier: Tagikardi. myokardival kontraktilitede artma

Beta 2 adrencjik reseptiirler: Artervel vazodilatasyon

Beta () reseptorler (i ve 2 olmak Gizere ikiyve ayrililar, (it reseptirler kalpte,
Pz reseptorler ise bronglarda ve vaskiiler diiz kastarda bulunurlar (92). Beta reseptér
blokerleri klinikte vavgin olarak kullamimaktadir. Kalp iz, ortalama arter
basinci azaltarak kalbin kullandi@s oksijen ihtivacim azaltmaktadirlar.  Avrica sol
ventrikiil divastol sonu basineint azaltarak sol ventrikiil fonksivonunu diizenler
dolayist ile de subendokardival iskemivi dnler (92), Fakat beta reseptir blokajinn
bronkokonstritksivon, bradiaritmi. diistik atmh sol ventrikiil vetmezligi. epzersiz
toleranstnin azalmast. soguk ekstremite gibi van etkileri vardir (93 ).

Acebutalol.  atenolol,  metaprolol  gibi  ikinei  jenerasson [ resepior
blokerlerinin kardiyoselektivitesinin vitksek olmasi nedenivle daha az oranda
vazokonstriiksivon ve bronkokonstritksivon vapar (93).

Son yillarda [} reseptir blokaj ile vazodilatasyon yapan fictincii jenerasyon [
blokerler geligtirilmistiv. Bu grupta celiprolol. pindolol ve dilevaloliin olusturdugiu
vizodilatasyonun etki mekanizmas: intrinsik sempatomimetik aktivite (ISA) vani pa
reseptiriindin uyariimast ile izah ediimekiedir (93.94). Bir beta reseptisr biokeri, bloke
euigi reseptdriin aym zamanda aktivasyonuna neden olabilir, Bu durum terminolojide
parsivel agonizma veva ISA (+) olarak tammlanie (92), 2 reseptiriing uyvariimas:
ATP den siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) olusumu, mivozin hafif zincir kinazin
aktivasyonunun azalmasina bagh kas gevsemesi ile sonuglanir.

Karvedilol. labetolol. bevantolol, busindolol de figlineli jencrasvon  [3
blokerler arasinda yer almakta ve ayrica wi reseptér blokaji dzellikleri ile de
vazodilatasyon olusturmaktadirlar (93),

Nebivolol: d-nehivolol (S.R.R.R} ve I-nehivolol (R.S.8.S) enantivomerlerinin
rasemik kariginn olup, hemodinamik profili klasik p-blokerinkinden farkli olan genis
ve selektil fradrenerjik reseptdr antagonistidir (93). Aymi zamanda da vaskiiler nitrik

oksit salimmum artirie (96).



3.5.1.Kimyasal Ozellikieri

Nebivolol molekiiliiniin bir nitrojen atomu etrafinda bir C2 simetri eksenivie 4
asimetrik karbon atomu vardir: bu nedenle 10 farkli stereoizomer olasiligi meveuttur
(97).

Esasen  nebivolol,  denebivolol  (SRRR)  ile  l-nebivolol  (RSSS)
enantiyomerlerinin esit oranli rasemik bir kangimdir. Bu nedenle bu karsima dl
nebivolol denir (91.93). Bazi caligmalar d- ve l-nebivololiin farkli azellikleri
oldugunu ortaya koymustur. Her ikisi de NO° salimm ile vazodilatasvon
gergeklestiriv. d-nebivolol enantivomeri yitksek (11 adrenoreseptér segiciligi ile
karakterize iken lnebivololde vitksek dozlarda bile blokaj dzellizgi voktur: 1-
nebivolol vazodilatasyon  yapar ve d-izomerin negatit’ inotropik etkilerini azalur
(95.96.97),

3.5.2. Farmakokinetik Ozellikieri

Nebivololiin farmakokinetih ozellikleri radioimmunassay teknikleri ile. bu
bilegenin enantivometlerine karsi selektil antikorlar kullamilarak incelenmistir. Oral
uygulamadan sonra emilimi hiziudir ve yemekten etkilenmez. Oral uvgulama
sonrasinda pik plazma konsantrasyonlarina 0.5 ile 2 saat iginde ulasir. Bu plasma
konsantrasyonlars 1 veya 2 saatlik vardanma dmrii ve onu takiben 10-44 saatlik
terminal yarlanma Smrii ile azalir, AKGF hidroksi-metabolitin vart dmrit 20 saatiir,
Plazma konsantrasyonlari. terapitik doz arahginda doza baghdir (97).

Nehivolol  kismen aktil’ hidroksi  metabolitiere  metabolize olur. Bu
metabolizma genetik polimorfizme baghdir (zayif yada giicli metabolizmalilar),
Diger  metabolik  adimlar:  N-dealkilosvon.  asiklik  mono-oksidasvon  ve
glukuronidasyondur. Aromatik hidroksi ve asiklik okside metabolitlerin farmakolojik
ve baglanma karakteristikleri nebivololnkilerlerle avm iken, N-dealkile metabolitler
ile glukoronidierde az aktivite piriitmiis veva hig aktivite girdlmemistir (97),

Nebivololiin plazma proteinine baglanma orant %98 dir: dncelikle albumine
baglanir. Uygulamadan bir hafta sonra dozun %3877 idrarla, %4871 fegesle aulir (97),

3.5.3. Temel Ozellikicri

Nebivolol kempetetil ve vitksek diizevde segici bir [ adrenoreseptér
antagonistidir. Yapilan deneyvlerde nebivololtin (it segiciliginin diger meveur [
ajanlardan daha yiiksek oldugu kandlannustie (98). Saghikl denekler ve ventrikitl
disfonksivonlu hastalar Gizerinde vapilan galismalarda. nebivololiin sol ventrikiil

fonksivonunu korudugu goriilmiisiie, Bu nedenle kardivak fonksivon dzerindeki
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olumsuz etkileri bilinen mevcut bazi fj adrenoreseptir antagonistierine giire dnemii
farklilklar wsir (99),

Nebivololiin f§ bloker dozlarnda alfa reseptiir bioke etme 8zellikleri hem
deney hayvanlaninda hem de insanlardaki calismalarda dislanmustir (97). Her ne
kadar alfa reseptor blokaji periferik vaskiiler direnci azaltsa da uzun dénemli
tedavilerde  siklikla  ortostatik  hipotansivon  ve tagiflaksi  gibi  van etkiler
gortilmektedir,

Nebivololiin i adrenerjik  reseptérlerden baska reseptirlerle  etkilesimi
radvoakiil’ isarctlenmis maddelerle vapan denevlerde degerlendirilmistir. Sican
hipokampal membranlarinda SHT1a reseptirlerine biraz baglanma disinda. -
adrenerjik. P2 —adrenerjik. Di-dopamin. Da-dopamin. Hi-histamin, Ho-histamin.
kolinerjik. muskarinik. benzodiazepin ve kalsivum kanallari ile anfamli hir baglanma
goriitmemistir (96).

Terapiitik doziarda nebivololiin intrinsik sempatomimetik aktivitesi vokiur
(100}).

Deneysel madellerden  elde edilen  sonuglara gire nebivolol  insanda
antianginal dzellige sahiptir. Angina pektorisi olan hastalarda anginal agrinin olusum
stirecini geciktirdigi ve egzersiz toleransing ivilestivdigi edsterilmigti (101.102).

Nebivololiin ayrica antiaritmik etkisi de bulunmakradie (103).

3.5.4. Nebivolol ve Nitrik Olsit salimmmmin modiilasyonu

Nitrik oksit vaskiiler homeostaziste dtstiniildigiinden ¢ok  daha genis
velpazeye vavilan biyolojik bir rol oynamaktadir. Gercekiende vaskiiler endotel
hilerelerinden serbestlenen NO™ kanda trombosit agregasvonunu azaltmakta (75) ve
altta: yatan vaskiiler diiz kas hiicreleri (VDKH) icine diffiize olarak vaskiiler
gevsemeyi uyarabilmektedir (76.95). NO* bu voldan kan akimu ve basmemnmn
maoditlasyonuna ve dolayist ile aterosklerozun dnleamesine etkin bir sekilde katkida
bulunmaktadir, Bununla birlikte. daha énee genis bigimde anlauldid fizere bu
hastaligan kilit olaylarimdan biri VDKH lerin arterlerin media tabakasindan intima
tabukasma  dogru  migrasyonu  ve proliferasvonudur,  Bu  nedenle  VDKH
proliferasyonunun kontrolii vaskitler tedavinin bashea amaglarndan biri olmaktadir,

Hayvan modelleri {izerindeki deneysel ve klinik calismalarda nebivololiin
damar tonusunu regitfe etmede kilit rol ovnavan endotel tirevi nitrik oksitin
aktivasyonu  yoluyla  dogrudan  vazodilatatér  etki pisterdigi saptannustir

(104.105.106). Nebivololiin koroner arterlerin endotele bagh olarak gevsemesini
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arttirma dzelliginin olup olmadifing in vitro saptamaya vonelik bir galisma dzellikie
dnem tagimaktadir (106). Bu amaca yinelik endotelyumiu veya endotelyumsuz izole
kiipek Koroner arterlerinde PGF: ile daraltier uyan sirasinda izometrik gerilim
Glgtilmiiy. Rasemik karisim di-nebivololiin, endotel korundugunda koroner arterlerde
daha viiksek diizevde konsantrasvona bagimh govsemesi harekete gegirdigi ve bu
gevgemenin NO' sentaz inhibitirii olan nite-L-arginin (NLA) tarafindan inhibe
edildigi gosterilmistir (106),

Nitrik oksite bagl vazodilatasyon nebivoiol ile harekete gegirilmekte, ancak
alpronelol, nadolol. propranolol, karvedilol. seliprolol gibi diger beta-adrenoreseptar
antagonistleriyle bu olay gerceklesmemektedir. (106).

Dawes (107) ve Cockroft (104) birbirinin benzeri olan. nebivololitn brakial
arter igine uygulandign iki ayr kiinik ¢alisma vapular, Her uygulamada doz bir
dneekinin iki kanma qikarlicken, yapidan her infiizvondan sonra belirli bir siire ara
verildi. On koldaki kan ki pletismograli ife deferlendivildi. Kan akiminin her doz
uvztlamasin takiben bir tneeki degerin iki katna qikug saptands,

insanlaeda nebivolol taralindan endotele bagl nitrik oksit (NO') sisteminin
aktivasvonu yoluyla harckete gegirilen direkt vazodilatasvon, ilacm on kol arterferi
(1041 ve dorsal el venleri (105) tizerindeki etkileri dikkate alinarak degerfendirilmis
ve nebivololiin insanlarda kan akimim arttedizn ve damar divencini azalgi
gosterilmistir. Ayriea nebivolol ile vaskiiler diiz kas gevsemesinin NOS inhibitirii
olan  L-nitro-mono-metil-arginin (L-NMMA) ile birlikte infiizyonu  siasinda
bozuldugu gézlemi. nebivololiin vazodilatasvonu endotelval metabolik sistem -
arginin /[ Nitrik  oksitin aktivasyonu  voluyla  harekete gegirdigh  varsayvimi
desteklemekiedir,

Son olarak insanlarda. nebivololiin fenilefrinle dnceden daralulmis dorsal el
venlerine lokal uygulanmasindan sonea doza bagh vazodilatsvona vol achig
kamtlannustic (105). Vendz kan akwmndaki bu artisin L-NMMA ile birlikie
infiizyonu surasinda anlamli diizeyde azalmasi nebivololiin NO™ volu via etki ettiZini
dogrulamakeadir (105).

Nebivololiin hipertansiyon ve dolavist ile ateroskleroz iizerinde kanitlannus
etkinligi. yalmzea bu bilesigin iyi bilinen vazodilatatér Gzellikleri ile iligkili olmadian
gériilmektedir. Gergekten daha vakm tarihli cahsmalarda, nebivololiin VDRH

cogalmasimnt inhibe etme vetenegi de oldugunu gdstermistir (108,109.110).



Nebivololiin yeni ortaya ¢ikan bu niteligi. ilacin dogal tzelligi dolayisiyla
poliamin metabolizmasi ile etkilegime girebilmesi ile vakindan iliskilidir. Karbon
zincirinde en az iki amin grubu bulunan bir bilesik sinifi olan poliaminler, hiicre
siklisiintin ileri evrelere gegebilmesi igin gerekli bilesenlerdir ve béylelikle hitere
proliferasyonunda  dnemli bir ol ovnarlar  (109). Bivolsjik  nem  tagivan
poliaminlerin prekiirsorii NOS i da substrati olan L-arginindir. Gergekten poliamin
biyosentezinin ilk asamasi arginazin katalizledigi bir reaksivon ile argininin iire ve
ornitine hidrolizidir. Daha sonra ornitinin ornitin dekarhoksilaz (ODC) aracthi ile
piitresin - olugmaktadir.  Sonrasinda  pittresinin spermidin - sentetaz voluyla
dekarboksilasyonu spermidine ve onun sonrasinda spermin sentetazin katalizledigi
dekarboksilasyon sonucu spermine déniismesine vol agmaktadir. Bu yolun temel
enzimleri arginaz ve ODC dir (111).

Pitresin, spermidin ve spermin hiiere bityiimesi ile proliferasyonunda rol
almaktadir. Nehivololiin antiproliferatil etkisi bu dingiide NO' saliniminy arttrarak
fakat ¢cGMP'den bagimsiz olarak ornitin dekarboksilazi inhibe etmek suretiyle
vaskiller diiz kas hilerelerinde  poliamin  yapimuun  inhibisvonu ile meydana
gelmektedir (109),

Biitiin bu bulgular nebivololiin trombosit agregasvonu (112) ve vaskiiler diiz
kas hiicre proliferasyonunu inhibe ederek, avm zamanda da  endotelin-1
sekresyonunu azaltarak (110) valmizen kalbi degil vaskiiler sistemi de NO* aracilif

ile tromboz ve ateroskleroza karst koruyueu etkilere sahip oldugunu elstermektedir,
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4.GEREC VE YONTEM

Bu calismada Hamon ve arkadaglart (113) ile Ohkawa ve arkadaglart (114)
tuafindan tarif edilen balon katater hasarr modeli modifive edilerek kullandd:,
Caliyma: fakitltemiz etik kural onayt alindikian sonra T.C. Tanim Bakanhgi Flazig
Veteriner Kontrol ve Aragtma Enstitiist Midiirligt nden temin edilen saglikls,
erigkin. ortalama agieh@ 2400-2850 gr ve ortalama vas: 10 ay olan 21 adet Yeni
Zellanda cinsi erkek beyvaz tavsan fizerinde vapildi. Deney siiresince tiim tavsanlara,
orfalama 20 = 2°C sicaklikta . havalandirma tertibau olan ve giines 1151 alabilen bir
odada bakildi.

GRUPLAR: Denckler rastgele segilerek. her grupta 7 denck olacak sekilde 3
gruba ayrildi.

Grap I (Kontrol): Bu grup nebivolol verilmeyen 7 tavsandan olusturuidu
ve sadece vaskiiler balon katater hasart isiemi uy guland:,

Grup 2 (Selvent) : Bu grup 7 tavsandan olugturuldu ve islemden 2 giin dnee
ctken maddeyvi ¢ozmekte kullamian solvent nebivolol grubundaki ile csdeger
hacimde intraperitoneal (i.p) olarak verildi. [slemden sonra 28 etin devam edildi.

Grup 3 (Nebivolol): Bu grup ip volla 2.5mg/kg/eiin nehivolol verilen 7
tavgandan olugturuldu. Nebivolol (Vasoxen. LE. Ulagay, Tirkive) verilmesine
islemden 2 giin dnee baglanip islemden sonraki 28, giine kadar devam edildi.

4.1. ANESTEZI TEKNIGI:

Tiim deneklerde anestezi, Ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi. Tiirkive)
50 mg/kg intramuskuler (i.m.) ve Xvlazine hvdroklorid (Rompun, Bayer. Tiickive) 5
mg/kg im. ile saglandi. Bu dozun 1/37( gerektiginde i.m. olarak tekrarlandi.

4.2. BALON KATATER HASARI:

fslem foroskopik teknik altunda viriildi, Anestezi verildikien sonea
deneklerin dorsal kulak veni kullamilarak damar yolu agildi ve bu volla cerrahi
girisimden 5 dk. dnce amoksisilin (Ampisina. Mustafa Nevzat, Ttrkive) 50 my/kg
intravendz (i.v.) ve heparin siilfat (Liquemine &, Roche, Tirkive) 300 1U/kg i.v.
verildi. Daha sonra steril gartlarda, sag kasik hélgesine longitudinal bir kesi
uvgulanarak sag superficial femoral arter mobilize edildi (Sekil 4). Vertikal femoral
arteriotomi vapilacak 2.5 mm ¢apinda 20 mm uzunlugunda balon anjioplasti katateri
(Cordis-Europa, Hollanda). femoral arter iginden retrograt olarak abdominal aortaya
ilerletildi. Infrarenal ahdominal aortada anjioplasti kataterinin balonu, i¢i serum

fizyolojik ile doldurulmug balon inflation device (Sedat SA. Fransa) kullamimak
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suretivle 8 atmosfer basingta sigirilerek femoral artere  dogru ¢ekildi. Bu islem
katater 120°"lik agilarla dondiirtilerek 3 kez tekrarlandi. Bu sayede damar duvarinda
intimal  hasar olusumu saflandi. Katater cekildikten sonra femoral arter,
arteriotominin distal ve proksimalinden baglandi. Cilt kesisi eriyebilen siitur

materyali ile kapatildi.

Sekil 4: Sag superficial femoral arter mobilizasyonu

Soliisyonun Hazirlanmasi: Lipofilik bir ajan olan nebivolol (Vasoxen®, 5
mg tb. Berlin-Chemie Menarini Group, L.E. Ulagay) tablet formunda temin edildi.
Hacim olarak %80 distile su, %20 polietilen glikol (Merck-Schuchardt) olacak
sekilde solvent (¢dziicli karigim) hazirlandi. Tablet formundaki nebivolol steril
sartlarda toz formu haline getirildi. Ardindan hazirlanan sollisyona eklenerek
santrifij yardimu ile ¢ozillmesi saglandi. Mililitresinde 2.5 mg nebivolol olan
kangim elde edildi (115). 28 giin siire ile tavsanlar beslendi ve bu siire boyunca
solvent grubundaki tavsanlara esdefer hacimde g¢oziici kangsim, nebivoiol

grubundaki tavsanlara ise 2,5 mg/kg/giin nebivolol intraperitoneal olarak uygulandi.



4.3. HEMODINAMIK CALISMALAR

Tiim deneklerde sistolik. diastolik ve ortalama arterivel basinglar ile kalp
hizlart deney baslangicinda ve deney siiresinin bitiminde Gigtildii. Bu degerlerin
dlgiimil igin deney baslangicinda ve deney siiresinin bitiminde deneklierin sag orta
kulak arteri 24 G braniil ( Mediflon™ , Hindistan) ile kaniile edildi. Daha sonra bu
arteriyel yol bir transduserle ( Abbot Critical Care System, Irlanda) konnekte edildi
ve Siemens SC-600 (Siemens Medical Systems Industry-USA) invazif basing
monitérii kullanilarak kaydedildi (Sekil 5). Tedavi grubundaki deneklerde deney
sonundaki dlciimler ilag verildikten 24 saat sonra yapildi. Deneklerin gevresel
faktdrlerden etkilenmemeleri igin hemodinamik degerlendirmeler aym anestezik
yintem ve doziari kullamlarak anestezik maddenin  veriliginden 20 dakika sonra

yapild.

Sekil 5: Tavsanlarin invazil moniterizasyonu



4.4. DAMAR ORNEKLERININ ALINMASI VE HAZIRLANMASI

Deney stiresinin - sonunda tiim dencklerde aym anestezi teknigi ile  ksifoid
altndan  abdominal aort serbestlestivilerck 22 G braniil (Mediflon TM) ile kantile
edildi. Ayni seviyeden vena kava inferior kesilerek vendsz kan drene edildi.
Arterlerin histolajik inceleme amnda. in vivo boyutlarinin korunmast igin aortadaki
kaniil yolu ile 80 mmig basincta serum fizyolojik verildi ve vena kava inferiordan
berrak mayii gelinceye kadar bu isleme devam edildi. Daha sonra yine aym
yoldan 80 mmHg hasingta 20 dakika siire ile %10 formaldehid soliisvonu infiize
edilerek damarlarin fikse edilmesi saglands,

Abdominal aort, ilivak bifurkasyona kadar zedelenmeden gikarildi. Renal arter
hizasindan 3 cm’lik distal aort segmenti %010 uk formaldehid soltisyonu iginde
histokimyasal ve immunohistokimyasal incelemeler i¢in pateloji laboratuvarina,
ilivak bifurkasyona kadar olan aort segmenti ise setum fizyolojik ile vikandiktan
sonra aliiminyum folyolara sanlarak bivokimya laboratuvariia ulastirilds,

4.5. HISTOMORFOLOJIK INCELEME:

Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom ile 4pm kalinhiginda kesitler alindi.
Aliman kesitler deparafinize edilerck cam slavtlara monte edilip hematoksilen —
cosin, VerhoeMun elastik hovasi ve Masson Trichrome boyasi ile bovand:.
Preparatlar BH-2 Olvmpus fotomikroskop ile incelenerek fotograflandnldr. Bu
fotograflar Gizerinde bigisavar ortaminda (Alan Hesaplama Programu Versivon 1) her
bir kesitteki intimal alan ve medial alan hesaplanacak intima / media oranlan
saptandi.

4.6. IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME:

Hazirlanan paralin bloklardan elde edilen dum kalmligindaki kesitlere
avidin-hiotin-peroksidaz yontemi ile immunohistokimyasal olarak PDGE-f. bFGE
ve endotelin-1 uygulandi, Bu uygulamalar ile elde edilen 4 mikron kalinhgindaki
kesitler deparafinize ve rehidrate edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini
dlemek icin 5 dk. %3 hidrojen peroksitte tutuldu, Daha sonra distile su ile vikanip
pH 6°da 630 mw (mikrodalga)'da Sitrat buffer’da  PDGF-B, bFGF ve endotelin-1
igin 1'er defa 5 dk. bekletildi. Kesitlere 10 dk Ultra V biok uvguland. Benmaride
37°C nemli ortamda 30 dk siirevle PDGP-f (Neomakers. Fremont. CA). hEGE
(Chemicon International). endotelin-1 (Chemicon Australia) antikorlar wyveulandi.

Ardindan 0.001 M, pH 74 alan PBS ile vikanarak avidin- hiotin peroksidaz ile
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inkiibe edildi, AEC kromojen ile boyandi. Bitin kesitlere Mayer Hematoksileni ile
zit bovama yapildi ve ézel kapatma maddesi (Ultra Mount Medium) ile kapatild.

Immunohistokimyasal bovanma uygulanan preparatlar gtk mikroskobunda
degerlendirildi. Intimal alandaki bovanma yogunlugu véniinden:

0 (0): Bovanma vok

+  (1)y  Zawl boyanma

++ (2): Onaderecede boyanma

=+ (3): Yodun boyanma olarak 0°dan 3¢ kadar skorland,

4.7. BIYOKIMYASAL INCELEME :

Aort dokulart homajenizasvon tiipiine aktarilds ve tizerine 9 ml Tris HCI
tamponu (0.2 mM ve pll: 7.5) eklenerek 1/10 oraminda diliisyon vapildi. Diltie
edilen doku drmekleri 16000 devir/dakika mzda homojenize edildi (116). Hazirlanan
homajenatlarda nitrik oksit diizevleri tavin edildi.

Viicutta endojen olarak firetilen nitrik oksitin doku ve viiewt snvilanindaki
konsantrasyonu. pekgok ¢alismada nitrit ve nitrat olarak tayin edilmistir (117).
Gtnkd nitrik oksit, Gretildigi balgede dnee nitrite daha sonrada nitrata diiniistir.
Bununla beraber proteinden zengin homojenat, serum ve plazma gibi soliisyonlarda
spesifik - olmayan  reaksiyonlar  meydana  gelebileceginden,  bu nonspesilik
reaksiyonlarin 8niine gegebilmek igin homojenatlan éince deproteinize edip daha
sonra nitrit ve niteat konsantrasyonlann dlgtitk. Dokuda nitrit ve nitrat mikar
deproteinizasyondan sonra Griess reaksivonu ile helivlendi (118). Total nitrit (nitrit +
nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmivum rediiksivon metodu ile tavin edildi. pH
9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri deproteinize numune
supernatanti ile 90 dakikahk inkiibasyona birakilarak nitratin rediiksivonu saglandi.
Uretilen nitrit.  stilfanilamid  ve buna baglt N-naftiletilen diamin  (NNDA)
diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe bir rengin 545 nm dalga bovunda

spekirofotometrede okunmasi ile belirlendi.



4.8. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME:

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 11.0 paket program ile vapildi, Veriler
ortalama  +  standart sapma olarak  verildi. Gruplar arasindaki  farklarin
kargilastiriimasinda Kruskal Vallis varvans analiz testi. ikili karstlastirmalarda ise
Mann Whitney U testi kullamldi. Gruplarda uygulama éncesi ve sonrast verilerin
degerlendirilmesinde Wilcoxon testi kullamidi. Aynea gruplarda elde edilen
patolojik verilerde: bovanma yogunluklarmin karsilastmlmasinda Ki-Kare (X7) testi,
gruplarda bovanma skorlanimin karstlastirlmasmda ise Mann Whitney U testi

kullamldi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



5. BULGULAR

S0 HEMODINAMIK VERILER:

Her 3 grubun galisma dncesi ortalama arterivel basimg degerleri (MADM
arasinda fark bulunmadi. Nebivolol verilen grupta MAP degerlerinin:; kontrol ve
solvent gruplarma gire ¢aligma sonunda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig
ghritlddt (p<0.01). Nebivolol verilen deneklerde tedavi @ncesi MAP degeri
82.5744.35 mmilg iken tedavi siivesinin sonunda 62.57-3.86 mmHg va diistii
(p=0.01). Kontrol ve solvent gruplarinda ise calisma Gneesi ve sontasi MAD
degerlerinde anfamit bir degigiklik saptanmadi (p>0,05), Ay zamanda her iki orup

arasmda da galigma sonrasinda anlamb bir fark voktu (p=0.05) (Tablo 2) (Sekil 6).

Tablo 2 Gruplardaki Ortalama Arterivel Basing Degerieri

Ortalama Arterivel Basing (mmHg)

GRUPLAR CALISMA CALISMA r
BASLANGICI SONU (Baglangic-Sonug )
RONTROL  (n=7) 82.71+3.48 81,5243,15 AD
SOLVENT  (n=7) 83.14+3.97 $2.701%2.93 AbD
NEBIVOLOL (n=7) 82.57:4.35 62.57+53.86% ¢ Tp=0.01
_ P AD 0.0
(Gruplar aras:) (Nebivalol- Komtrol)

(Nebivolol- Solvent)

AD: Anlamli Degil
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Sekil 6: Ortalama Arteriyel Basing Degerleri
* p<0.01 (Nebivolol - Kontrol) (Nebivolol - Solvent).
a p<0.01 (Nebivolol — Baslangi¢) (Nebivolol - Son)

Ortalama kalp hizi deferleri ytniinden ¢alisma baglangicinda kontrol, solvent
ve nebivolol gruplart arasinda anlaml fark bulunmazken (p>0.05); ¢alisma sonunda
ortalama kalp hizi degerleri nebivolol grubunda diger gruplara gire anlamh olarak
azaldi (p<0.01). Ayrica nebivolol verilen gruptaki deneklerin ortalama kalp hizi
degerleri galisma baglangieinda 211.01 + 14,12 atim/dakika iken galigma sonunda
182,85 + 14.25 atim/dakika olarak saptandi. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli idi
{p=0.05). Kontrol ve solvent gruplart arasinda caligma Oncesi ve sonrasinda kalp hiz
degerleri anlamli degisiklik saptanmadi (p>0.05) (Tablo 3) (Sekil 7).

Tabio 3: Gruplardaki Ortalama Kalp Hizi Degerieri

Ortatama Kalp Huzi (Atm/Dakika)

GRUPLAR CALISMA CALISMA p
BASLANGICI  SONU (Baslangic-Sonug)
KONTROL (n=7) 209,57+ 15,37 214,71 £ 13,87 AD
SOLVENT (n=7) 211,57+ 13,57 21542+ 11,87 AD
NEBIVOLOL (n=7) 21101+ 14,12 182,85+ 1425%" " p=0.05
P AD * p<0.01
(Gruplar arast) (Nebivolol- Kontrol)

(Nebivolol- Solvent)
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Sekil 7: Ortalama Kalp Hiz Degerleri
* p<0.01 {Nebivolol- Kontrol) (Nehivolol- Solvent).
* p<0.05 (Nebivolol Baglangig - Nebivolol Son)

5.2. HISTOMORFOLOJIK VERILER:

Kontrol grubunda ortalama intimal alan 0.754 + 0.27 mm? olarak tespit
edilirken solvent grubundaki ortalama intimal alan 0.586 + 0.18 mm? olarak l¢iildi.
Medial alanlar ise kontrol grubunda 1.34 + 0.37 mm?, solvent grubunda 1.54 + 0.36
mm?® idi. Her iki grupta intima / media oranlani sirasiyla 0.557 + 0.17 ve 0.378 + 0.06
idi. Kontrol ve solvent gruplari arasinda intimal alan, medial alan ile intima / media
oranlari yoniinden istatistiksel olarak anlaml fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4)
(Sekil 8.9.10). Kontrol ve solvent gruplarindan birer tavsana ait aort histolojik
kesitleri sekil 11,114, 12,12A da gériilmektedir,

Nebivolol verilen grupta ortalama intimal alan 0.204 + 0.11 mm?, medial alan
1.24 + 0.19 mm?* 6lgiiliirken intima /media orani 0.158 + 0.05 olarak hesapland:.
intimal alandaki artig nebivolol grubunda kontrol ve solvent gruplarina gére anlamh
derecede az iken (p<0.001), medial alanda anlamh bir degisiklik saptanmadi
(p>0.05), Intima / media oram anlamh olarak azaldi (p<0.001) (Tablo 4) (Sekil
8.9.10). Nebivolol grubundan bir aort histolojik kesiti sekil 13 ve 13A’da
giriilmektedir.
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Tablo 4: Arteriyel Kesitlerin Histomorfolojik Degerlendirme Sonuclart

GRUPLAR intimal Alan Medial Alan  intima/Media orant
(m m:) (mm:]
KONTROL (n=7) 0.734=0.27 134+ 0.37 0557 =017
SOLVENT (n=7) 0.586+0.18 1.54 +0.30 0.378 + 0.06
NEBIVOLOL (n=7) 0.204 +0.11% 1.24+0.19 0.158 + 0.05%
r *p=0.00 AD #p=0.001
(Gruplar aras) .
(Nebivolol- Kontrol) (Nehivolol- Kontrol)
{Nehivolol- Solvent) {Nebivolol- Solvent)

AD: Anlamli Degil

1.2
0 Kentrol
— 1 = Solvent
g 0,754 O Nebivoiol
g_ 0.8
=
g 06
©
£ 04 0.204
=
.E Olz é“
0

Sekil 8- Ortalama intimal Alan Oranlan

*p=0.001 (Nebivolol- Kontrol)  (Nebivolol- Solvent)



Medial Alan (mm®)
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5 @ Solvent
il O Nebivolol
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14 1,24
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1
08
08
0.4
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(0]
Sekil 9: Ortalama Medial Alan Oranlar
r 08
= 0O Kontrol
§ 0.7 Konitrol
o a7 @ Solvent
E 0.6 0 Nebivolol
> Jes
L]
2 04
s
“g 03
s 0,158
E 02 *
0.1
0 S

Sekil 10: intimal / Mediai Alan Oranlan
*p<0.001 (Nebivolol- Kontrol)  (Nebivolol- Solvent)
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Sekil 11.A : Kontrol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
(Isik mikroskobu ~ H&E X40)
L: liimen i: intima m:media a: adventisya

Sekil 11.B : Kontrol grubundan bir tavganin aort histolojik kesiti
(Istk mikroskobu H&L X 200)
i: intima m:media a: adventisya

iel: internal elastik lamina, eel: eksternal elastik lamina
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Sekil 12.A : Solvent grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
(Istk mikroskobu H&I X40)

L: limen i: intima m:media a: adventisya

Sekil 12.B: Solvent grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
(Isik mikroskobu H&E X 200)

L: liimen i: intima m:media a: adventisya

iel: internal elastik lamina, cel: eksternal elastik lamina
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Sekil 13.A :Nebivolol grubundan bir tavsana ait aort histolojik kesiti
(Isik mikroskobu H&E X40)

L: lilmen i: intima m:media a: adventisya

Sekil 13.B:Nebivolol grubundan bir tavsana ait aort histolojik kesiti
(isik mikroskobu H&E X 200)

L: liimen i: intima m:media a: adventisya
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5.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL VERILER:

Alinan  kesitler  PDGF-fi,  BFGF  ve  endotelin-1 viniinden
immunohistokimyasal olarak boyvandilar. intimal alandaki bovanma yoguniuguna
gire degerlendirildiler ve skotlandilar.

PDGT-B igin nebivolol verilen grupta kontrol ve solvent gruplanna pore
intimal alandaki boyanma vogunlugu daha az olarak gizlenmistir. (Tablo 5) (Sekil
ISA, I5B,16A16B,17TA17B). Kentrol grubunda skor 1.5620.21. solvent grubunda
2+0.33 olarak saptandi ve bunlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(P>0.05). Nebivolol verilen grupta ise skor 0.7140.19 bulundu ve her iki gruba gére
boyanma yoguniugunda anlamli azalma oldugu tespit editdi. (P<0.05)(Tablo 5) (Sekil
14},

Tablo 5. immunohistokimyasal Veriler

Grup | Grup 2 Grup 3 P
(Kontrol) | (Solvent) | (Nebivolol)
n 7 7 i
PDGF
0 _(Bayanma yoky | - - 2
I oHafif Bovammey | 4(4) | 4(4) 5(5) ~ Peiiz
|2 (Orta Bovanmy 214 1(2) - "‘:"”‘""'"'I":‘_"_':"_J‘I""J”:’
3 (Yogun Bovannia) 1 _.‘\} 2h) = G ”‘r‘;if:_'k:".':; i
1/ L14/7) (5/7)
P05
SKOR 1.56+0.21 2:0.33 0.71£0.19 (Romtral-Nebivolol
Serfven-Nebivolol)
| (M Whitney-U |
| bFGF
|0 (Bovenmi veok) - - 2 P=i.01
2 r.’f(.rﬁ,‘_'f)’_({p_q;_:_n_:f_.-_) 1{l) T2y 44 .-‘.f\“mn‘nrf-.‘\.}.-!‘.r:\'(J!zJ!_J
2 (Orta Bovanmey 4(8) 4 (8) i{2) (Sulvent-Nebivola)
3 (Yagun Bovanna) 2(6) I (3) = (Ki-Kare)
(15/7) (13/7) (6/7)
=L
SKOR 2.14:0.45 1.85+0.37 0.85+0.14 | (Rantrof-Nebivolal)
tSalvenr-Nebivalolt
Mann Whitner-L)
Endotelin-1
0 (Bayveanma yok) - - 2(0) P05
! (Hafif Bovarnag) 2(2) ) 4 () (Kaniral-Nebivalol,
2 (Orta !.fqr'wm.-u.i 4(8) 30 1) """“h""’_’.‘r "T""‘”"‘”‘r“f
3 (Yodun Bovenma 1¢3) 13 5 (Ki-Kare)
(13/7) (12/7) (67
SKOR 1.85+0.29 L71x0.16 0.85+0.17 P=0.05
(Kontrol-Nebivolol,
(Sulvent-Nebivalo)
(Meann Whitner-U)




2
S 240,33
5 2
o
5 1,5640,21
% 1,5 1 OKoentroi
@ @ Solvent
Lk ooy D Nebivolol
0,5 -
0 r T 1
Kontroi Solvent Nebivolol

Sekil 14: PDGF-p Boyanma Skoru

*p<0.05 (Nebivolol-Kontrol) (Nebivolol-Solvent)

Sekil 15A: Kontrol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
(PDGF- ile intimal immunboyanma X 40)

i: intima nm:media a: adventisya
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Sekil 15B: Kontrol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
(PDGF-P ile (++) intimal immunboyanma X 200}
iel: internal elastik lamina, eel: eksternal elastik lamina

i: intima nu:media a: adventisya

Sekil 16A: Solvent grubundan bir tavsana ait aort histolojik kesiti
(PDGF-f} ile intimal immunboyanma X 40)

i: intima m:media a: adventisya
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Sekil 16B: Solvent grubundan bir tavsana ait aort histolojik kesiti
(PDGF-f ile (++) intimal immunboyanma X200 )
i: intima m:media a: adventisya

iel: internal elastik lamina, eel: eksternal elastik lamina

Sekil 17A: Nebivolol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti

(PDGF-p ile intimal immunboyanma X 40)

i: intima m:media a: adventisya



A sl ol e ey . .
Sekil 17B: Nebivolol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti

(PDGF-f ile ( + ) intimal immunboyanma X 200)

i: intima m:media a: adventisya

iel: internal elastik lamina. eel: eksternal elastik lamina

Basic FGF ile intimal alandaki boyanma yogunlugu kontrol ve solvent

gruplarinda artimis olarak tespit edilirken nebivolol grubu ile karsilagtinldiginda: bu
grupta yogunlugun anlamh derecede az oldugu goriilmiistiir (P<0.01) (Tablo 5) (Sekil
19A. 198, 20A, 20B. 21A. 21B). Skorlama sistemine gore kontrol grubu 2.14+0.45,
solvent grubu 1.85+0.37 olarak hesaplamirken, nebivolol verilen grupta boyanma
skoru 0.85+0.14 bulundu (Tablo 5) (Sekil 18). Kontrol ve solvent gruplan arasinda
anlamh fark tespit edilmedi (P>0.05) (Sekil 18. 19A, 198, 20A.20B).

2,5 -
E 2,1410,45
CO 1,8540,37
:
3. 1‘5 p O Kontrol
= i Solvent
1 - 0,85%0,14" [ Nebivoloi
0,5 -
o T 1 L}
Kontrol Solvent Mebivoioi

Sekil 18: bFGF Boyanma Skoru
*p<0.01 (Nebivolol-Kontrol) (Nebivolol —Solvent)
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Sekil 19A: Kontrol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
(bFGF ile intimal immunboyanma X 40)

i: intima m:media a: adventisya

Sekil 19B: Kontrol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
(bFGF (+++) intimal immunbovanma X 200)

ir intima m:media a: adventisya

iel: internal elastik lamina. eel: eksternal elastik lamina
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Sekil 20A: Solvent grubundan bir tavgana ait aort histolojik kesiti
(bFGF ile intimal immunboyanma X 40)

i: intima m:media a: adventisya

Sekil 20B: Solvent grubundan bir tavsana ait aort histolojik kesiti
(bFGF (+++) intimal immunboyanma X 200)

irintima m:media a: adventisya

iel: internal elastik lamina, eel: eksternal elastik lamina
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Sekil 21A: Nebivolol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
(bFGF ile intimal immunboyanma X 40)

i: intima m:media a: adventisya

Sekil 21B: Nebivolol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
(bFGF (+) intimal immunboyanma X 200)

i intima m:media a: adventisya

iel: internal elastik lamina, eel: eksternal elastik lamina
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Endotelin-1 ile boyanmada diger iki parametrede oldugu gibi kontrol ve solvent
gruplart arasinda bovanma yogunlugu acisindan anlamh bir fark tespit edilmezken
(p=0.05) (Sekil 23A, 23B. 24A, 24B). nebivolol grubunda hem intimal kalinlasmanin
hem de intimal immun boyanmanin daha a7 yogunlukta oldugu gériildii (p<0.05) (Sekil
25A.25B). Kontol grubunda 1.85:0.29 olan hovanma skoru. solvent grubunda

1.71+0.16, nebivolol grubunda ise 0.85=0.17 idi (Tablo 3) Sekil 22).

29 4854020
1,8 - 1,710,16
1,6 4
1,4 4
1,2

U Kontrol
0.85£0,17" Solvent
O Nebivolol

Boyanma Skoru

0,8
0,6 -
0,4 -
0,2 |

Kontrol Solvent Nebivolol

Sekil 22: Endotelin-1 Bovanma Skoru
*p<0.05 (Nebivolol-Kontroly (Nebivolol-Selvent)

h
b



Sekil 23A: Kontrol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti
{endotelin-1 ile intimal immunboyanma X 40)

|: intima M:media A: adventisya

Sekil 23B: Kontrol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti

(endotelin-1 ile (+++) intimal immunboyanma X 200)
[: intima M:media A: adventisya

iel: internal elastik lamina, eel: eksternal elastik lamina
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Sekil 24A: Solvent grubundan bir tavsana ait aort histolojik kesiti
(endotelin-1 ile intimal immunboyanma X 40)

I: intima M:media A: adventisya

Sekil 24B: Solvent grubundan bir tavsana ait aort histolojik kesiti

(endotelin-1 ile (+++) intimal immunboyanma X 200)
i:intima M:media A: adventisya

iel: internal elastik lamina. eel: eksternal elastik lamina
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Sekil 25A: Nebivolol grubundan bir tavganin aort histolojik kesiti
(endotelin-1 ile intimal immunboyanma X 40)

i: intima m:media a: adventisya

Sekil 25B: Nebivolol grubundan bir tavsanin aort histolojik kesiti

{endotelin-1 ile (+) intimal immunboyanma X 200)

it intima m:media a: adventisya
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5.4. BIYOKIMYASAL VERILER:

Kontrol grubunda 17.81 + 2.55 umol/gr yas doku olan doku nitrik oksit diizeyleri.
solvent grubunda 16.26 + 1.63 pmol/gr yas doku, nebivolol verilen grupta ise 23.44 +
3.18 pmol/gr yag doku bulunmustur. Kontrol ve solvent gruplan arasida anlaml fark
bulunmazken (p>0.03). nebivolol grubunda diger iki gruba gire doku nitrik oksit

diizeyleri anlamly olarak artmistie (p<0.01) (Sekil 27).

O Kontrol
w = Solvent
1 Nebivolol

25 { ?3.44
20 17.81

NO (umol/g vas doku)

Sekil 26: Doku Nitrik Oksit Diizevieri
#*p=0.01 (Nebivalol- Kontrol ) (Nebivolol- Solvent)



6. TARTISMA

Tikayier arter hastaliklannin tedavisinde gesitli rekonstriktif’ girigimler sik
kullamilan véntemlerdir. Arteryel rekonstritksivonlarda basan sansini engelleven en
Gnemli sorun erken ve geg dénemde ortaya gikan tromboz, imtimal kalinlasma ve
luminal daralmadir (30). Arteryel rekonstriiksivonfarn nastl vetersiz hale geldigi tam
bilinmemekle birlikte mubtemel sebep normal yara ivilesmesi zemininde olusan bir
ateroskleroz  formunun varh@idir (12.13.14). Yara ivilesmesi {izerine yapilan
calismalardan elde edilen verilere gire intimal hiperplazi gelisiminde endoteiyal
htiereler dnemli bir rol oynamaktadir. Intimal kalinlasma hiiviik oranda diiz kas hiicre
proliferasyonuna ve intimada konnektf doku birikimine bagh olarak olugmaktadir
(16.18.20). Intimada kalinlagma olusumu arter veva greftin hasara karst verdigi
normal onarict yamtin bir pargasidie (14.18).

Vaskiller girisimlerin biitiin formlan damar duvarinda hasara neden olur, Yara
ivilesmesindeki asin yamit veya intimal hiperplazi sonugta luminal daralmaya ve
vaskiiler girisimin vetersiz hale pelmesine neden olmaktadi. Bu olay  balon
anjioplasti sonrasi 6 ay i¢inde koroner arterlerin %030 unda (181, ven grelt kullamian
periferal arteryel by-passlarda 6-24 ay iginde vakalarin %10 unda (50.52), koroner
by-pass grefilerinin 10 vl iginde %32 ile %75 inde ( 18). endarterektomiden sonra ise
%10 ile %620 oranmda gizlenmektedir (12.13).

Arteryel rekonstritksiyon girisimlerinin basansizhiginda bu kadar nemli veri
olan intimal hiperplazinin Snlenmesinde bu siirecin basamaklarina etkili olabilecek
cesitli farmakolojik ajanlar  denemis fakat kesin  etkili bir tedavi  yontemi
bulunamamistir.

Nitrik oksit damar endotelinden sentezlenen. sitoprotektil, regilatér ve
sitotoksik etkileri olan aktif bir bilesiktir (61.66). Eikileri arasinda; endotel hasari
sirasinda geligen hiicre aktivasyonunu inhibe ederek ve dolavist ile monosit ve
[Bkositlerin endotele yapismasin dnlemek. damar diiz kas hiicrelerinin proliferasvon
ve migrasyonunu engellemek yer almakiadi (75.76,77), Bittin bu olaylar intimal
hiperplazi geligsim siirecinde karsimiza ¢ikmaktadir. Dolayisi ile vaskiiler nitrik oksit
salmmum arttiean frmakolojik bir ajanin intimal kalinlagmayi azaltacagt ditsiineesi
ile tigtincii kusak fi-bloker olan ve vaskiiler nitrik oksit salinimint arttiran nebivololii
Hamon ve arkadaglart (113) ile Ohkawa ve arkadasianmn (114) vaptig deneysel

intimal hiperplazi modelini modifive ederek kullandik.
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Nebivololiin intimal hiperplazi tizerine etkisi ile ilgili in vivo yapilmus bir
calisma  bulunmamasi nedeniyle doz belirlemek  amacr ile zenis bir literatiic
taramastyapildi. Antiaritmik etkinin arastirildids ¢aligmalarda siganlarda 1.25 mg/kg
dozunda. Gine domuzlarinda 2.5 mg/kg dozunda i.v, bolus olarak kullamilmus (103).
Antihipertansil” etkinliginin saptanmast igin hipertansif siganlara intraperitoneal 1.25
mg/kg dozunda verilmis (97). D" Agostino ve arkadaslarinin (119) tavsanlar tizerinde
vapmig olduklan bir ¢alismada; nebivololiin hava yolu yvamtna etkileri diger beta
blokerler (atenolol. pindolol ve propranolol) ile karstlagurarak degerlendirilmis. Beta
blokerler ile akut ve kronik tedavi uygulamuglar. Kronik tedavide 30 giin siirevle 2.5
my/kg/gtin nebivolol uygulamasinin tavsanlarda hava yolu direncini arttrmadigim
saptamiglardir. Nebivololiin diger f-blokerler ile karsilagtinldiginda hava volu
direncini arttrmamasiin sadece sempatik sinir sisteminin blokaji ile tam olarak
agiklanamayacagr ve baska diizenlevici mekanizmalar da igerdigi  goriistine
varmuglardir. Daha dnee yapilan vazodilatatér etkisi ile iliskili ¢alismalara istinaden
(97.104,105) nebivololiin NO® aracilikh olarak kolinerjik sinir uclarindan asetil kolin
salimmumin inhibisyonu ile asetil kolin bagimh bronkokonstritksivonu Gnledigi
sonucuna varnuglardir, Yapilan bu calismadaki nebivolol dozunun NO® artisi
tizerinde etkili oldugu digiincesivie biz de ¢alismamizda nebivololid 2.5my/kg/giin
dozunda kullandik. Giinliik intraventz uygulamamn zor olmasi. lipofilik olmasi ve
daha dnee hipertansif ratlarda intraperitoneal (97) kullamilmasi nedenivie biz de bu
volu tercih ettik.

Damar duvarimn yapisal ve fonksivonel dzelliklerinin stirditriilmesinde diiz
kas hiicreleri ve endotel hiierelerinin biitlinliigit kritik rol oynamaktadir (56). Balon
kataterizasyonu ile olusturulan hasar arterlerin intimasinda trombosit adezyonunu ve
progresil ditz kas hilere proliferasyonunu uyarmaktadie (16,18.20). Vaskiiler viizey
deendotelize edildiginde bir dizi olay birbirini takip eder ve sonugta intimal
kalinlasma olusur, Deendotelize edilmis hilgeler derhal wombosit kiimeleri ile
kaplamir. Trombositler daha sonraki giinler i¢inde damar limenine dogru ilerleyen
rejenere endotel ile yer degistirir. Avm zamanda mediada prolifere olmaya baslavan
diiz Kas hiicreleri intimaya dogru giiq eder. Bu hiiereler bir tarafian proliferasyona
devam ederken diger taraflan ok miktarda ekstraselliiler matriks sentezlevip sekrete

ederler (14.16.18).
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Bu yamitin zamana gore gelisimi ratlarda ve tavsanlarda ivi bir sekilde
karakterize edilmistir (14,18, 120), More ve arkadaglan (120) yaptiklar bir ¢alismada
tavganlarda balon hasarindan 3 giin sonra reendotelizasyonun basladigint ve bunun
14, giinde tamamlandiding, bu kalinlasmanmn daha zivade ekzantrik tarzda oldugunu
rapor etmigler. vine avin ¢aligmada ekstraselliiler matriks birikimine bagh olarak 1.
avda intimal kalinlasmanin maksimum seviyeye ulastigim tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda  da  deney  siiresi  balon  hasarn islemi sonrast 28 gin  olarak
belirlenmistir.

Cahsmamizda Hamon ve arkadaslan (113) ile Ohkawa ve arkadaslarinin
(114) kullandigr balon katater hasar modelini modifiye ederck kullandik. Aviiea
damar duvarinda hasar olusturulmasinda Fogarty katateri yerine daha énce Strauss ve
arkadaglart (121) ile Li ve arkadaslarinn (122) uyguladiklan gekilde balon anjioplasti
katateri kullanildi. Balon sisirme basinglariun elle avarlanmast verine ise inflation
device kullamildi. Bu modelin cesitli calismalarda intimada deendotelizasvon ve
media tabakasinda gerilime olusturdugu ve wdindan intimal hiperplaziye scbep
oldudu gosterilmistir (120.122). Hasar siddetinin sabit tutulmasi agisidan ayni tip ve
ebatta balon kullamldi. Ayrica balon sisivilme basinelar tiim hayvanlarda 8 atmosfer
basinct  sevivesinde wtuldu (123), Yas fakided ve hayvanlar arasmdaki damar cap
farklarimin minimal ditzevde tutulmast agismdan vaklagik olarak avin vag ve kiloda
tavganlarn kullanimasina dzen gisterildi,

Rat karotis arterinde balon hasarmndan sonr  noointimal formasyoenun
cinsivete gtire farkliliklar giistermesi (16) ve dstrojenin balon hasarma karsi olusan
neointimal yamit azaltimasi nedenivie (124) galismamizda erkek tavsanlar kullanild:.

Calismanuzda kontrol grubu tavsanlarda balon katater hasarmdan 4 hafa
sonraintimal kahnlasmanm 0,754 + 027 mm® oldugunu. solvent grubunda ise
ortalama intimal alanin 0586 + 0.18 mm? oldugunu tespit ettik. Her iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamby fark bulunmads (p=0.05). Bu sonug kullantlan solventin
intima {izerinde etkisinin olmadigin gistermektedir. Bu oran More ve arkadasian
(120) wrafindan yapilan ¢alismada 0.293 + 0,13 mm? Ohkawa ve arkadaslar
trafindan vapilan aytr bir galismada ise 0.4 + 0,14 mm?® (114) olarak belirtilmistir.
Bizim kontrol grubumuzdaki intimal kalinlagmanm hu calismalara gore daha fazla
bulunmasi, bu gahgmalarda balon anjioplasti katateri verine Fogarty kataterinin
kullamlmasi ve balon sisirme  basmelarimin elle avarlanmas: nedenivle damar

duvarmdaki hasarin daha az sevivede olmasivia agiklanabilir. Bu bulgu bazi klinik ve
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hayvan galigmalarinda vaskiiler vitksek balon sigirme  basinglarimin restenozu
arttirdi@i goriigiini desteklemektedir (123.126). Ayriea bu calismalarda siire 14 giin
ile siirlt iken bizim ¢alismanuzda intimal hiperplazinin maksimum aldugu 28, giine
kadar beklenilmistir. Bu da bizim calismamizdaki intimal kalinlasmamn daha fazla
olmasini izah etmektedir.

Deneysel ve klinik ¢aligmalarda nebivololiin damar tonusunu regille etmekte
kilit rol oynayan endotel tivevi nitrik oksitin aktivasyonu yoluyla dogrudan
vazodilatatér etki gésterdigi saptanmustir (104.105.106), Nebivolol ile vaskiiler diiz
kas gevsemesinin, bir nitrik oksit sentaz inhibitérii olan L-nitromonometilarginin (L-
NNMA) ile birlikte infiizyonu swasinda bozuldugunun  gozlemienmesi (104)
nebivololiin vazodilatasyonu endotelyal metabolik sistem L-arginin/nitrik oksitin
aktivasyonu yoluyla harekete  gegirdigi sarsavimint  desteklemektedir. Bununia
birlikie nebivololiin fenilefrin ile dneeden daraltlmirs dorsal el venlerine lokal
uygulanmasindan sonra vazodilatasyona vol agmasi ve vendiz kan akimmdaki artisin
L-NMMA ile anlamh diizeyde azalmig olmasi yine nebivololin NO' voluyla etki
ettigini dogrulamaktadir (106).

Broeders ve arkadaslarinm (96) fare wrasik aorta hiiere kiiltfirleri ditzeyinde
vapnug olduklart in vivo bir ¢aligmada nebivololiin endotelyal kalsivimu 2
adrenerjik reseptiir aracilikl olarak arttirdizs ve bunun da NO™ tiretiminde artisa vol
actifn gisterilmistir,

Brehm ve arkaslarmn (110) vapnus olduklar hiicre kiilir diizevindeki hir
bagka caligmada ise nebivololiin insan endotel hiicrelerinde nitrik oksiti arttediar ve
bunun L-NMMA ile inhibe edildigi eosterilmistiv. Yine Kakoki ve arkadaglan
nebivololiin potent bir nitrik oksit sentaz stumiilatéri oldugunu ileri stirmiislerdir
(94).

Caligmamizda  abdominal aortlarma balon  hasan uygulanan  kontrol
grubundaki dencklerde doku nitrik oksit déizevlerini 17.81 = 2.55 umoligr vas doku
olarak tespit ettik. Solvent geubunda ise bu deger 16,26 + 1.63 umol/gr yas doku idi.
Her iki grup arasinda anlamb bir fark vokiu (p>0.05). Fakat 2.5 mg/ke/giin i.p.
nebivolal uygulanan grupta tedavi siiresi sonunda doku nitrik oksit diizeyleri 23,44 +
3.18 pmoligr yag doku olarak bulundu Nebivolol grubunda kontrol ve solvent
gruplanma gore doku nitrik oksit miktarlarnmnda anlaml bir artis oldugu gozlemlendi

(p=0.01).



Endojen nitrik oksit saglam damar endotelinden bazal bir hizda NO sentaz ile
L-argininden tiretilmektedir (61). Uretilen bu nitrik oksitin sitoprotektif, regtilatér ve
sitotoksik etkileri meveuttur  (66). Damar duvarinda  tombosit adezyon ve
agregasyonunun inhibisyonu, diiz kas hiicre proliferasyonunun énlenmesi. vaskiiler
biiylimenin - moditlasyonu.  ekstraselliiler  matriks  sentezinin inhibisyonunun
gergeklegtirilmesi. (67.77) nitik oksiti arteryel hasar sonrast gelisen  intimal
hiperplazinin dnlenmesinde tedavi secenei olarak 6n plana gikarmistir, Bu amagla
yapilan gesitli calismalar bulunmaktadir. Provost ve arkadaglart (75) nitrik oksit
donérii olan J-moarpholino-sydnonimine  (SIN-1)in domuz  balon anjioplasti
madelinde antiadesil ve amtitrombotik etkilerini arastirmuslar ve SIN-17in hasarlt olan
intimal ~ biigeye mural trombosit ve ndtrofil  adezvonunu  inhibe ettigini
gostermislerdir.

Tourneau ve arkadaslar (77) tavsan ilivak arterlerinde denevsel halon hasart
olugturmuslar, bir gruba nitrik oksit vericisi olan i_-arginin, diger bir gruba ise nitrik
oksit sentaz inhibitéril olan N-nitro-L-arginin-metil-ester (L-NAMEY'i oral olark
vermiglerdir. Deney siiresinin sonunda L-arginin verilen grupta intimal alandaki
artisin kontrol grubuna gdre anlamls olarak az oldugu (p<0.05) gizlenmistir.

Hamon ve arkadaslacmun (113) tavsan  ilivak  arterlerinde, Holm ve
arkadaglarmin (76) ve Chen ve arkadaglarinm (82) rat karotis  arterlerinde
olugturdukian intimal hiperplazi calismalarinda oral olarak verilen L-argininin
intimal kahinlagmayt belirgin bir sckilde azalugn bulunmustur, Avrica Lee ve
arkadaglarmin (127) vapnus olduklart bir diger ¢alismada da kronik nitrik oksit
inhalasyonunun artervel balon hasari sonrast olusan intimal kalinlagsmayr azaltugd
pdsteriimistir.

Bu ¢aligmalarin disinda insan umblikal ven endotel hiiereleri ve insan koroner
arter endotel hiiereleri dizerinde Heller ve arkadaglanmin vapuklan hitere kiiltiri
diizeyindeki bir ¢aligmada 3 farklt nitrik oksit bilesigi (sodvum nitroprussit, S-
nitroso-glutatyon ve S-nitroso-asetilpenisillaming kullaniimis ve bunlarin endotelval
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi saptanmustir (128).

Doku nitrik oksit sevivelerini arttiran nebivololiin insan ve kemirgen diiz kas
hiicreleri fizerinde antiproliteratil etkileri bulunmaktadir (108.109,110), lgnarra ve
arkadaglart (109) nebivololiin antiprolileratit etkisinin ¢GMP'den bafimsiz olarak
diiz kas hierelerinde  poliamin - yapiwnin inhibisvonu ile iliskili - oldugunu

belirtmiglerdir. Andre ve arkadaslar (108) ise hitere sikliisii ditzenleviei proteni olan
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CdKz="nin inhibisyonuna bagh olarak hiicre sikliistintn Gi fazindan $ fazina gegisin
engellenmesi  sonuen  dilz  kas  hiiere  proliferasyonunun  inhibisvonunun
gergeklestigini ileri stirmiislerdir,

Cahsmanizda nebivolol verilen grupta intimal alandaki artisin kontrol ve
solvent gruplarina gére anlamh olarak daba az oldugu (p=0.001). medial alanda
anlamli bir degisiklik olmadigi tespit edildi (p>0.03). intimal / medial alan oraniari
ise nebivolol grubunda, kontrol ve solvent gruplarina gére anfamli derecede azald:
(p=<0.001).

Endotelinler (Fis) memelilerde ET-1, ET-2. ve ET-3"1 iceren 21 aminoasitli
peptid ailesidir. ET-1 vaskiiler duvar hasannt takiben doku remodeling sitreglerini
etkiler. In vitro olarak ET-1 hiiere hipertrofisini, hiperplazisini. matriks sentezini.
gesitli kemotaktik ve biiyiime faktérlerini. adezyon molekiillerinin salinmunt uyarie
(90). Yapian ¢esithi calismalarda eksojen ET-1 verilmesinin rat karotis arter balon
anjioplasti modelinde neointimal formasyonu arturdign gosterilmigtic (129.130).
Avriea immunohistokimyvasal ¢alismalarda endojen ET-1 sevivelerinin karotis arter
balon anjioplastisinden 4 halta sonra artnus oldugu gosterilmistic 191,

Wang ve arkadaglarimn (90) vapuklan rat kavotis arter balon anjioplasti
modelinde: endotel hasart soneasi 14, giinde immunohistokimyasal olarak anti-ET
antikorlan ile yapilan immunohistokimyasal boyamada neointimal alanda eticlii
immun reaktivite gdsterilmis, balon hasart uygulanmanus arter kesitlerinin anti-ET
antikoru ile inkubasvonunda immun hoyvanmamn olmadigs tespit edilmistir. Medial
alanda sadece birkag diiz kas hitcresinde bovanma giiriilmiis fakat bunun neointima
ile karstlagunldiginda ok ditgiik sevivede oldugu belirtilmistir. Tavsan abdominal
aortlarinda yapmig oldugumuz halon hasan modelinde kontrol ve solvent gruplarmda
neointimal alanda belirgin ET-1 immun boyanmanin oldugu eérilmistir.

Endotelin reseptir antagonistleri ile yapilmg ¢esitli calismalar bulunmaktadir,
Ormegin Azuma ve arkadaglars (131) oral akiif ve nonpeptid endotelin reseptér
antagonisti  olan  ATZI1993'd  tavsan karotis arter balon hasarni  modelinde
kullanmiglar, 6 hafta sonra kontrol grubuna gire intimal kalilasmanin daha az
oldugunu gastermiglerdir. ETa/ ETn reseptor antagonisti olan 1-749.329 ile yapilan
diger bir ¢caligmada ise intimal kalnlasmanmn azalulabildigi gosterilmistiv (132),

Biitiin bu caligmalar ET-17in intimal hiperplazide Snemli rol ovnadiging ve
bunun etkisini azaltahilecek bir ilacin vaskiiler rekonstriiktil” eirisimler sontast

gelisen intimal hiperplaziyi azaltma sanst viiksektir,
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Caligmanuzda kullandiginiz nebivolol ile vapilan insan koroner arter ditz kas
ve endotel hiicre kitltiirt ¢aligmasinda  nebivololiin preproendotelin-1 mRNA
sevivelerini azaltarak endotelin-1 sekresvonunu azalttigr pdésterilmistic (110).
Nebivolol doku nitrik oksit sevivelerini arttirmakta, nitrik oksitin de endotelin-1
seviyelerini  azaltt@imt  giisteren  ¢alismalar  bulunmaktadir,  Mitsutomi  ve
arkadaglarimin (133) vaskiiler endotel hiicre kithtiirit ¢alismasinda endojen nitrik
oksitin guanilat siklaz / ¢cGMP bagimhi mekanizmalaria endotelin-1 sentezini inhibe
ettigi: yine cksojen nitrik oksitin endotel hiicrelerinde ET-1 sentezi tizerinde inhibitsr
etkisinin oldugu gisterilmis ve NO sentaz inhibitérii olan L-NAME kullamildiginda
endotelin-1 salinimimnda azalma olmadizy gorillmistiir,

Rizvi ve arkadaslarmin (134) nitrik oksitin. endotelinin indikledigi koroner
arter vaskiiler diiz kas hiiere proliferasyonu ve kollajen sevivelerine etkisi ile ilgili
galismalarinda NO™"in bazal kollajen seviveleri ve hilere biliinmesini. ek olarak da
NO%in ET-U'in uyardizi ditz kas hilere proliferasyonu. protein sentezi ve
ekstraselliiler matriks dretimini inhibwe ettigi eosterilmistir,

Calismanuzda kontrol ve solvent gruplarinda intimal alanda FT-1 ile belirgin
immunboyanma  oldugu tespit edilmigtic.  Nebivolol grubunda  hem  intimal
kahnlagmamm  hem de ET-1 immunboyvanma vogunlugunun daba az oldugu
goriimistir. Kontrol ve solvent gruplan ile karsilastnldiginda FT-1deki bu
bovanma voZunlugundaki azalmanm istatistiksel olarak anlambh oldugu  tespit
edilmistir (p<0.05).

Hasarfanmug bir arterde patolojik intimal hiperplazi gelisiminde esas olay diiz
kas hiierelerinin replikasyonu ve migrasyonudur. Giintimiizde vapilnns hiiere kiiltiiri
caliymalarinda makrofajlan, endotelval ve diiz kas  hiicrelerinin gesitli mitojenik
fakidrleri sentezleyip salgiladiklar gosterilmistic (15,18). Bu mitojenik  faktdrler
icinde en dnde gelenleri BEGE ve PDGFdiir. Clinkii media tabakasindaki diiz kas
hiiere proliferasyonu ve intimaya migrasyon bu iki faktor tarafindan tetiklenmektedir.
(i5).

Basic fibroblast growth fakiir (hFGE): vazoaktil aktiviteve sahip kompleks
bir bitytime Fakidriidtir. Hiierelerin ve vaskiiler dokularn proliferasvonunu direkt ve
indirekt mekanizmalarla saglamaktadir. Vaskiler diiz kas hiicreleri tizerindeki
proliferatif’ aktivitesi i¢in endotel hasar gerekmektedir. Bdelman ve arkadaslarmin
(135) vapuklart bir ¢alismada balon hasari uvgulanmanus rat karotis arterinde

eksojen bFGF verilmesinin diiz kas hitere proliferasvonunu uvarmadign ve intimal

66



hiperplazinin olusmadigi gdzlenmis. Balon hasart uygulanan deneklerde ise BFGF iin
intimal kalinlagmayi artirdi@n tespit edilmigtic. Bu cahismada bFGEFiin diiz kas
hitereleri izerindeki aktivitesini gdsterebilmesi igin endotel hasarinm gerekli oldugu
sonucuna vartlmis ve endotel tabakamin bFGIe karsi mekanik hir bariver girevi
gordiii belirtilmistir.

Lindner ve arkadaslarmin (33) vapuklart vaskiiler hasar sonrast diiz kas hilere
proliferasyonu tizerine bFGF etkisinin aragtnldigi bir calismada: hasar sonrasinda
endotelval  ve diiz kas hiicrelerin nukleuslaninda lokalize olan bFGIin agiga
¢ikugr intimal kalinfasmaya neden oldugu. anti-bFGF antikorunun verilmesi ile de
intimal kalinlagmanin daha az oldugu gosterilmistir,

Chen ve arkadaglart (136) endarterektomize kiipek karotis arterlerinde vapmig
olduklart galigmada yine bBFGF iin diiz kas ve endotelval hiicrelerin proliferasyon ve
migrasyonunda etkili oldugunu. eksojen bIFGF iin lokal infitzvonun vaskiler hasar
sonrasi hilcre  proliferasyonunu ve intimal  hiperplazi  olusumunu  arttrdiging
pdostermislerdir.

Basic [ibroblast growth faktdr sentezini veva saliumim azaltacak redavi
volunun restenotik progeslerin engellenmesinde etkili olabilecegi inancindaviz,
Yaptuginmz literattir arastirmalarinda Alfke ve arkadaglarimin (137) in vitro vaptiklar
bir galigmada nitrik oksitin, bFGITiin uyardige bovin vaskiller diiz kas hiicre
migrasyonunu inhibe ettigi tespit edilmis, Ayvrica nebivolol ile yapilnus diger bir in
vitro ¢ahgmada (110); nebivololiin bFGI ile stimiile edilmis insan keroner diiz kas
hiiere proliferasyonunu inhibe ettigi gisterilmistir.

Doku nitrik oksit diizevini arttran nehivolol ile yapnus oldugumuz bu
galismamizda nebivolol grubundaki deneklerde intimal alanin ve buradaki bEGF ile
immunboyanmanin kontrol ve solvent gruplanna gire anfamb derecede az oldugu
tespit edilmigtir (p<0.05).

Intimal hiperplazi gelisiminde medial ditz kas hiicre proliferasvonu ve
intimaya migrasyonunda PDGF {in dnemli rolit oldugu daha dnee belirtilmisti. A-.B-
ve C- zincirlerinin disilfid bagi ile baglanmasi sonucu PDGF-AA. PDGE-AB,
PDGF-BB seklinde 3 dimerik izoformiart meydana gelmektedie, PDGF: PDGF-u ve
PDGF-f reseptérlerine baglanarak etkisini gostermektedir. intimal hiperplazide
olugan vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyon ve migrasvonunda PDGF-} reseptérleri

rol oynamaktadir (38.138.139).
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Jawien ve arkadaglarinmn (36) rat karotis balon anjivoplasti modelinde intimal
kalmlagmamin PDGF-BB infiizyonu ile artugini ve bunun da diiz kas hiicre
replikasyonu ve migrasyonu ile gergeklestigini géstermislerdir, Nabel ve arkadaslar
(140) da balon hasan uyguladiklar ilivofemoral artere in vivo olarak rekombinant
PDGE gen transferi yapnuslar. Islemden 3 hafta sonra kontrol gen grubu ile
kargtlagtmildiginda intimadaki kahinlagmanin daha fazla oldugunu tespit etmislerdir,

Spesifik PDGF antagonistlerinin gelistirilmesi farkli havvan modelierinde
intimal hiperplazi olusumu ile ilgili ¢esitli calismalarin vapilmasina neden olmustur.
Ferns ve arkadaglart (37) PDGF nin 3 izomeri ile de etkilesebilen goat poliklonal
antikorunun verilmesi ile rat karotis arter balon hasar sonrasinda gelisen intimal
hiperplazinin inhibe edildigini gostermislerdir. Bununla birlikte Leppanen  ve
arkadaglart (141) ise rat karotis arter balon hasan modelinde PDGE-D zineir aptameri
olan NXI197571 kullannuslar ve 2 haftalik bu ajan ile tedaviden sonra intimal
kalinlagmada ve intima-media oraminda azalma oldugunu tespit ctmisdic. Bu olayvin
PDGI reseptiir antagonistleri ile vapilan diger ¢alismalarla benzerdik gasterdigini
saplamiglar - ve  NX1975%in - PDGF  antagonisti olarak  davrandi@i  sonucuna
varmiglardir,

Noiseux ve arkadaglarimin (142) vapmig olduklar rat Karotis arter injury
modelinde: PDGF- antisense tedavisinin intimal ve medial diiz kas hiiere proliferatil
aktivitesini azaltufini. avriea vaskiiler diiz kas hticrelerinin intimaya migrasyonunu
engeliedigini géstermisierdir.

Biitiin bu galigmalar PDGEF nin intimal hiperplazi gelisiminde ne kadar etkili
oldugunu ve spesifik PDGE veya reseptir antagonistleri ile bu neointimal olusumun
engellenchilirligini bize géstermekiedir,

Literatiirde ¢calismamizda kullandiZionz nebivololtin PDGF iizerine etkisi ile
ilgili in vivo galigmaya rasttanmanustie, Fakat Brehm ve arkadaslarinm hitere ktiltari
diizeyinde yapuklart biv ¢aligmada (110): nebivololin PDGFE ile uvarlan insan
koroner diiz kas hiiere proliferasyonunu inhibe ettigi gasterilmistir,

PDGF: wombositierin hasarli vaskiller yiizeye adezyon ve agregasyonu
sonucu aktivasyonlarmt takiben salimr (36.38). Nitrik oksitin de trombosit adezyon
ve agregasyonunu inhibe ettigi gdsterilmistic (73), Provest ve arkadaslarinm
vaptiklan bir ¢alismada domuz anjivoplasti modelinde NO donérii olan SIN-1"in
hasarlt olan intimal - bolgeye mural  trombosit  adezvonunu  inhibe  ettigini

gdstermiglerdir (73).
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Falciani ve arkadaslari (112) nebivololtin insan trombosit agregasyonunu
inhibe ettigini ve nitrik oksit inhibitérii olan L-NMMA ile bu inhibisyonun azaldigin
gostermiglerdir. Nebivololiin beta adrenerjik antagonist dzelliginden zivade NO-
yapimuni arttirmast ife bu etkivi gergeklestirdigi sonucuna varmuslardir. Nitekim
nebivololiin: NO®  salmimum arttrarak  trombosit  adezyon  ve agregasyonunu
engelleyebilmesi. dolayh voldan PDGF salminumn azaltugt fikeini dodurmaktadir.
Calismamizdn  sadece  balon  hasan uyguladigimiz  kontrol grubundaki  ve
polictilenglikol uyguladifimiz solvent grubundaki tavsanlarin intimal alanlarinda
vogun PDGE-f} immunboyanmanin oldugu gériildii, 30 giin stirevie nebivolol verilen
grupta ise  hem intimal kalmlasmann  hem  de PDGF-i  immunboyanma
yofunlugunun daha az oldugu tespit edildi.

Sonug olarak; balon katater hasari arterlerde belirgin intimal kalinlasmaya vol
agmaktadir. Nebivolol vaskitler nitrik oksit salmimmi arttirmakta, vaskiiler hasar
sonrast  endotelin-l  arbsin baskilamakea,  diiz kas  hiiere proliferasven  ve
migrasyonunda etkili olan hFGE ve PRGE saliinum azalimakta ve bunlarn sonueu
olarak da intimal kalinlasmada azalmaya sebeb olmaktadir.

Biitiin bu dzellikleri nedenivle nebivolol kullamnumn vaskiiler girigimierden
sonra erken restenoz geligiminin engellenmesinde yararli bir ajan olabilecegi

diisiincesindeyiz,
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