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Siklosporin A’nin sican femoral arterinde kronik morfolojik
vazospazm Uzerine etkisinin morfometrik olarak arastiriimasi

Morphometric evaluation of the effect of cyclosporine A on chronic morphologic vasospasm
in rat femoral artery
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AMAG

Bu ¢aligmada siklosporin A'min bir immiinsupresif ajan
olarak sigan femoral arterinde olusturulan vazospazmdaki
etkisi aragtinldi.

CALISMA PLANI

Sprague-Dawley cinsi 60 erkek sigan 30’arh deney ve kontrol
gruplarina aynldi. Her grup kendi iginde vazospazm olusturu-
lan, vazospazm olugturulmayan ve ameliyat edilmeyenler ola-
rak ii¢ alt gruba aynldi. Vazospazm modelinin uygulandig
glin deney grubundaki siganlara oral yoldan 10 mg/kg siklos-
porin A verildi. Yedi giin sonunda siganlar intraperitoneal de-
rin ketamin anestezisi ile 6ldiiriildii ve femoral arterlerinden
alman damar kesitleri doku hazirligindan sonra mikroskop ile
incelendi; morfometrik analiz igin fotograflan ¢ekildi. Damar
duvar kalinliklan ve liimen alam verileri karsilastirildh.

BULGULAR

Kontrol grubunda vazospazm olusturulan si¢anlarin arterle-
rinde liimen ¢apinda anlamli derecede azalma, buna kargin
damar duvar kalinhiklarinda artma goézlendi. Vazospazm
olusturulduktan sonra siklosporin A verilen siganlarda ise
damar duvar kalinhiklarindaki artigin geriledigi ve liimen
capinda artis oldugu goriildii. Diiz kas hiicrelerinde, siklos-
porin A verilmeyen vazospazm grubunda goriilen vakuoli-
zasyonun azaldig saptandi. Liimen alanlan ve damar duvar
kalinliklan siklosporin A verilen vazospazm modelinde di-
ger gruplara gore anlaml farkliliklar gosterdi.

SONUGC
Siklosporin A'nin sigan femoral arterinde kronik arteryel
vazospazmin gelismesini onledigi goriildii.

Anahtar sozciikler: Siklosporin; hastalik modeli, hayvan; femo-
ral arter; sigan; subaraknoid kanama; vazokonstriksiiyon.

OBJECTIVES

In this study, the effect of cyclosporine A, an immunosup-
pressive agent, was investigated on vasospasm induced in
rat femoral artery.

STUDY DESIGN

Sixty male Sprague-Dawley rats were divided into study and
control groups, equal in size. Each group was then assigned
to three subgroups, namely, rats with or without arterial
vasospasm, and no-operation. Following vasospasm induc-
tion, all the study rats were administered an oral dose of 10
mg/kg cyclosporine A. Seven days later the rats were sacri-
ficed under ketamine anesthesia, tissue sections from femoral
arteries were obtained, prepared, and stained for microscopic
examination. The samples were photographed for measuring
arterial wall thickness and lumen diameter.

RESULTS

Arterial lumen diameters were significantly decreased, and
arterial wall thickness was significantly increased in
vasospasm-induced control rats. However, cyclosporine A-
treated rats following vasospasm exhibited significantly
less arterial wall thickness and greater lumen diameters,
with less vacuolization compared to the smooth-muscle
cells of vasospasm-induced control rats. Measurements of
arterial wall thickness and lumen diameters showed signif-
icant differences in cyclosporine A-treated rats following
vasospasm.

CONCLUSION

The results show that cyclosporine A is effective in the pre-
vention of chronic arterial vasospasm in rat femoral artery.

Key words: Cyclosporine; disease models, animal; femoral artery,
rats; subarachnoid hemorrhage; vasoconstriction.
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Serebral vazospazm, subaraknoid kanama
(SAK) sonrasi 6liim ve morbiditenin en 6nemli ne-
denlerinden biridir."" Konuyla ilgili birgok galigma
olmasina karsin, vazospazmun tedavisi ile ilgili so-
nuglar tam olarak belli degildir. Son yillarda vazos-
pazmda immiin yanitin ve enflamasyonun etkili ol-
dugu ortaya gikmustir. Vazospastik arter duvarinda
IgG depolarinin varhg: ve kanda dolagan immiin
komplekslerin goriilmesinin vazospazmin gsiddetiy-
le iligkisi degerlendirilmigtir.*” Giiniimiizde enfla-
masyon ve immiin yanitin vazospazmdaki etkisi
konusunda aragtirmalar yogunlagmustir. Bu gahs-
mada, humoral bagisiklig1 engelleyen, hiicresel ba-
gisikhigr baskilayan, giliniimiizde organ transplan-
tasyonlarinda sikca kullanulan bir ajan olan siklos-
porin A'min vazospazmdaki etkisi aragtinildi.™"

GEREG VE YONTEM

Calisma igin SSK Okmeydani Hastanesi Etik
Kurulu bagkanhigindan onay alindiktan sonra,
Sprague-Dawley cinsi, 155-195 gr agirhgindaki 60
erkek sicana intraperitoneal yolla 2 mg/kg keta-
min HCI anestezisi uygulandi. Siganlar 30’ar adet
olmak tizere deney ve kontrol olarak iki gruba ay-
nldi. Her grup kendi i¢inde vazospazm olugturu-
lan (M,), vazospazm olugturulmayan (M,) ve ame-
liyat edilmeyenler olarak ti¢ alt gruba ayrildi.

Sag femoral arterleri M; modeli olarak kullani-
lan siganlarin proksimal femoral arterlerinden
mikroskobik olarak yaklagik 1 cm’lik bir kesit orta-
ya konarak énceden hazirlanan yaklagik 1 cm®lik
silastik kiliflardan birer adet damarin adventisyasi
cevresine yerlestirildi. Daha sonra siganlardan int-
rakardiyak olarak alinan otolog 0.1 ml tam kan, ki-
If ile adventisya arasina yerlestirilip dikildi. Ayrm
islemler M, modeli olarak kullanilan sol femoral
arterler i¢in de yapildy; ancak otolog kan konmadi.
Iki grupta da 15'er siganin sol bacaklarina islem ya-
pimadi.

Vazospazm modelinin uygulandig giin, aym
saatlerde deney grubundaki sicanlara oral yoldan
bir glinde aldiklan su igine esit dagitilmis sekilde
10 mg/kg siklosporin A (Sandimmune® Oral Solu-
tion, Isvigre) verildi. Kontrol grubundaki siganlar
yedi giin normal bakima alindi. Birinci hafta so-
nunda si¢anlar tekrar tartildi ve agirliklarinda an-
lamh degisiklik olmadig1 gorildii. Siganlar intra-
peritoneal derin ketamin anestezisi ile 6ldiriildiik-
ten sonra insizyon yerlerinden kolayca agilarak fe-
moral arterdeki silastik kihiflara ulagildi. Bu sirada

siganlarin toraksi eksplore edildi. Perikard agilarak
sol ventrikiil bulundu ve ponksiyon yardimiyla
ventrikiile girilerek ponksiyon setinin bir ucuna
serum seti baglandi. Bu yoldan fizyolojik arter ba-
sincinda, 100 ml 0.03 M fosfat tampon (pH 7.4), 200
ml %4’liik paraformaldehit ve %1’lik gluteraldehit
gozeltisi karigtirilmis halde genis hacimli bir enjek-
tor yardimiyla sol ventrikiile verildi. Verilen ¢ozel-
ti tim damar sisteminde dolasimdan sonra sol at-
riyumdan drene oldu.

Tim gruplara standart uygulanan bu islem
sonrasinda, deney ve kontrol grubundaki tiim si-
¢anlarin femoral arterlerinden damar kesitleri yak-
lagik 1 cm’lik b6liimler halinde ¢ikarilarak %10'luk
formaldehit tampon ¢ozeltisi i¢ine alindi. Elde edi-
len dokular dehidrate edilip ksilen ve parafin ile is-
lemden gegirildi. Mikrotom ile 5 mikron kalinhkta
kesitler alinarak etiivde 60 derecede parafinden
arindirildi. Bu islem, ksilen ile ti¢ kez tekrarlanarak
dereceli alkolden gegirilip rehidratasyon tamam-
land1. Hazirlanan preparatlar su ile tekrar yikana-
rak hematoksilen-eozin ile boyandi ve x100 btiytit-
mede Olympus Bx7 mikroskop ile incelendi; mor-
fometrik analiz i¢in fotograflan1 gekildi. Liimen
alanlarinin hesaplanmasi igin, A4 boyutunda bir
aydinger kagidi ile milimetrik kagidin st tste
konmasindan olusturulan bir 6l¢tim kagidi hazir-
land1 ve fotograflar tizerine yerlestirildi. Liimen
icinde kalan milimetrik kareler tek tek sayild: ve
kagit tizerinde 500 adet milimetrik kare bir birim
oOlgek kabul edilerek toplam liimen alani hesaplan-
d1. Bu hesaplamada kullanilan birim deger damar
kalinhig i¢in de kullanilarak iki degerin birbiriyle
uyumlu olmas1 amaglandi. Calismanin ana temasi-
n1 olugturan bu iki ana deger birbirileriyle iligki-
lendirilerek, damar duvar kalinliklar1 ve liimen
alan verilerine ait ortalama degerler Mann-Whit-
ney U-testi ile kargilagtirildi.

BULGULAR

Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde ame-
liyat yapilmayan grubun damarlarinda ince ve
kivrim yapmayan lamina elastika interna, 5-10 ta-
baka halinde diiz kas hiicreleri ve media tabaka-
sinda ince elastik lamina gozlemlendi ($ekil 1a).

Isik mikroskobunda, kontrol grubu M; mode-
lindeki siganlarin arterlerinde liimen gapinda an-
lamli derecede azalma, buna kargin damar duvar
kalinliklarinda artma goézlemlendi ($ekil 1b). Diz
kas hiicrelerinde vakuolizasyon ve ¢ok sayida



makrofaj belirlendi. Endotel hiicrelerinin birbirleri
ile siki baglantilarina ragmen, lamina elastika in-
ternanin liimen igine dogru uzandig gorildii. Va-
zospazm olusturulan modellerde bir hafta oral sik-
losporin A verilen siganlarin 1g1k mikroskobu ile
femoral incelemelerinde, damar duvar kalinlikla-
rindaki artigin geriledigi ve liimen gapinda artig ol-
dugu gozlemlendi ($ekil 1c, 1d). Endotel hiicreleri-
nin sik1 baglantilarinda yer yer ¢oziilmeler vardy;
diiz kas hiicrelerinde siklosporin A verilmeyen va-
zospazm grubunda goriilen vakuolizasyonun
azaldig) saptandu.

Damar duvar kalinliklar ve liimen alani verile-
ri Mann-Whitney U-testi ile kargilagtirildi (Tablo I).
Milimetrik karelerin tek tek sayilmasi ile liimen
alanlar1 ve damar duvar kalinliklar1 hesaplandi-
ginda, siklosporin A verilen vazospazm modelin-
de diger gruplara gore anlamh farkhiliklar goriildi.

TARTISMA

Serebral vazospazmin patofizyolojisi karmagik
ve ¢ok faktorliidiir. Insan nekropsi ¢alismalarinda

Tark Nérosirdrji Dergisi

ve deneysel arastirmalarda, SAK’dan sonra mak-
rofajlar, nétrofiller ve diger enflamatuvar hiicrele-
rin intimal, medial ve subaraknoid uzakhga infilt-
re olduklari bildirilmigtir.*"" Enflamasyonun
SAK'dan sonra, vaskiiler yanitin ve beraberinde
serebral vazospazmin gelisiminde uzun donemde
rol oynadig diigiiniilmektedir."” Deneysel cals-
malarin gosterdigi gibi, SAK’da, bagka hiicresel is-
lemlerin yoklugunda serebral arterler tizerinde ge-
lisen perivaskiiler siddetli enflamasyon ¢ok hafif
dereceden giddetli dereceye kadar devam eden va-
zospazma neden olabilir.**"*"

On bir aminoasitten olusan bir siklik endeka-
peptid olan siklosporin A, hem in vivo hem de in
vitro olarak primer immiin stimiilasyonun derin
inhibisyonuna neden olmaktadir.” Yapilan gals-
malar siklosporin A'min hiicre aracih reaksiyonla-
rin gelismesini ve T hiicresine bagimli antikor olu-
sumunu inhibe ettigini gostermistir.*" Ayrica, in-
terlokin-2 de dahil olmak {izere lenfokin {iretimini
ve serbestlenmesini inhibe etmektedir.” Siklospo-
rin A'nin hiicre siklusunun Gy ya da G, fazlarinda

Sekil 1. (a) Kontrol grubunda ameliyat edilme-

~ mis bir denege ait damar kesiti. (b) My kontrol

- grubunda otolog kan ile olusturulan vazos-
. pazmli damar kesiti. (¢, d) My deney grubun-
da vazospazm olusturulan ve siklosporin A ve-
rilen damar kesiti (x100).
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TABLO |
Gruplar arasinda limen alani ve damar duvar kalinliklarinin karsilastirimasi

Femoral arter Siklosporin A

Limen alani (ort.£SS) Duvar kalinligi (ort.£SS)

~sayisl (Toplam milimetrik kare)  (Toplam milimetrik kare)

Deney grubu

Vazospazm var (M) 30 Var 4647.9+1001.0 5.220+1.142

Vazospazm yok (M,) 15 Var 5586.4+675.66 2.893+0.8102

islemsiz 15 Var 5259.9+733.61 3.013+0.7337
Kontrol grubu

Vazospazm var (M) 30 Yok 396.40+236.90 8.990+1.657

Vazospazm yok (Mo) 15 Yok 5647.7+499.00 3.353+0.8927

islemsiz 15 Yok 5159.7+770.35 3.833+0.8981

Mann-Whitney U-testi (U’ ve p)
Kontrol M4-Kontrol M,
Kontrol My-Kontrol iglemsiz
Kontrol M4-Deney M,

U'=450.00; p<0.0001
U'=450.00; p<0.0001
U’'=900; p<0.0001

U’'=450.00; p<<0.0001
U’'=450.00; p<<0.0001
U’'=891.50; p<<0.0001

dinlenme halindeki lenfositleri bloke ettigi gorii-
lir; aktif T hiicrelerinin antijen uyarimh lenfokin
salimimu inhibe olur. Siklosporin A, kalsinorin ve
fosfodiesteraz aktivitesini de inhibe eder; nitrik ok-
sit olusumunu artirir; glutamata bagh norotoksisi-
teye kars1 noronlar1 korur. Siklosporin A lenfokin-
lerin, 6zellikle interlokin-2'nin salinmasini inhibe
eder; boylece sitotoksik T hiicrelerinin olugumu
onlenmis olur.”

Pellettieri ve ark."” tarafindan SAK sonrasi va-
zospazmda kanda dolagan immiin komplekslerin
varhginin bildirilmesiyle baglayan immiinolojik
aragtirmalar, Peterson ve ark.nin" siklosporin
A'nin kopekler tizerinde ¢ift kanamali SAK mode-
linde anjiyografik olarak vazospazmu gerilettigini
bildiren yaym ile iyice yogunlagsmustir. Ryba ve
ark."” tavsanlarin serebral damarlari iizerinde yap-
tiklar1 deneysel ¢alismada siklosporin A'nin vazos-
pazmu Onledigi sonucuna varmuglardir. Daha sonra
Handa ve ark."” maymunlarin serebral arterleri
iizerinde yaptiklar1 ¢cahsmada, olusturduklan tek
kanamali SAK modelinde kontrol grubu ile siklos-
porin A uygulanan grubu birinci ve yedinci giin
anjiyografik olarak degerlendirmigler; siklosporin
A'min vazospazmun siddetini azaltabildigi, fakat
komplikasyonlar1 g6z ontine alindiginda terapotik
etkisi olmadig1 sonucuna varmiglardir.

Nagata ve ark.” kopekler tizerinde yaptiklar
calismada, olusturduklar1 SAK modelinde immiin
baskilayia1 bir ajan olan FK-506, siklosporin A ve
kontrol grubunu kronik vazospazm agisindan kar-

silagtirmuglar; li¢ grup arasinda histolojik agidan
anlamh farklihk bulamamiglardir.

Yanamoto ve ark."" tavsanlar iizerinde yaptik-
lar1 galigmada tek kanamali SAK modelinde siklos-
porin A kullanmiglar; fakat vazospazmi 6nlemede
basarili olamamuglardir. Elde ettikleri sonuglan Pe-
terson ve ark.nin bulgulan ile karsilastirdiklarin-
da, tek kanamali modelin ikinci giiniinde damar
duvarinda T hiicre yamti1 gozlememisler; Peterson
ve ark.nin ¢ift kanamali SAK modelinde damar
duvarinda gozledikleri T hiicrelerin ise siklosporin
A’nin bu hiicrelere kars1 yanitindan kaynaklandig:
sonucuna varmislardir."*

Konu ile ilgili yapilmis klinik aragtirmalarda
olumlu veya olumsuz geliskili sonuglar bildirilmis-
tir. Ryba ve ark.” SAK geciren hastalar iizerinde
yaptiklan klinik ¢alismada, ilk 72 saatte kliplenen
anevrizmalarda siklosporin A kullanilan hastala-
rin norolojik durumlarinin kullanilmayanlara
oranla anlaml derecede daha iyi oldugunu bildir-
mislerdir.

Manno ve ark." dokuz adet Fischer grade iig
SAK geciren ve klip kullanilarak ameliyat edilen
hastalarda 14 giin boyunca siklosporin A kullan-
muglar ve siklosporin A'nin etkisini iki tarafl orta
serebral arter tizerindeki akim yogunlugunu 6lge-
rek degerlendirdiklerinde vazospazmi 6nlemedeki
roliiniin yetersiz oldugu sonucuna varmislardir.

Immiin supresyonun vazospazmin siddetini
azaltmada diigiik etkinlik gostermesi, serebral va-
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zospazmin patogenezinde immiin sistemin roli-
niin diisiik oldugunu diisiindiiriir.™ Serebral va-
zospazmin gelismesinde immiinolojik reaksiyon-
lardan ¢ok, kanla kaph alandaki diger patojenik
ajanlarin kuvvetli bir etken oldugu sdylenebilir."”
Bircok calismada belirlenen ilag etkisi farkl: olabi-
lir; buna neden olarak, kullanilan farkl tiirler, ila-
cn uygulanmasindaki degisik yollar ya da immiin
baskilayici ilaglarin farkh etki mekanizmalar: 6ne
stirtilebilir." Olumsuz sonug veren klinik galigma-
lar ytiksek dereceli hastalig1 olan olgulardan ve az
sayida hastadan olustugundan bildirilen sonuglar
tartigmalidir.”™ Bugiin igin SAK’dan sonra olugan
vazospazmin patogenezinde immiin yanitin spesi-
fik rolii belirsizligini hala korumaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alismada elde edilen veriler,
siklosporin A'nin sigan femoral arter modeli {is-
tiinde, kronik vazospazmin morfometrik olarak
gelisimini engelledigini gostermektedir. Ancak,
kesin sonuglar i¢in daha genis ve randomize galis-
malara gereksinim vardir.
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