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Siklosporin A'nin siçan femoral arterinde kronik morfolojik

vazospazm üzerine etkisinin morfometrik olarak arastirilmasi

Morphometric evaluation of the eftect of cyclosporine A on chronic morphologic vasospasm

in rat femoral artery
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AMAÇ

Bu çalismada siklosporin A'nin bir immünsupresif ajan
olarak siçan femoral arterinde olusturulan vazospazmdaki
etkisi arastinldi.

ÇALISMA PLANI

Sprague-Dawley cinsi 60 erkek siçan 30'arli deney ve kontrol
gruplarina ayrildi. Her grup kendi içinde vazospazm olusturu­
lan, vazospazin olusturulmayan ve ameliyat edilmeyenler ola­
rak üç alt gruba ayrildi. Vazospazin modelinin uygulandigi
gün deney grubundaki siçanlara oral yoldan LO mg/kg siklos­
porin A verildi. Yedi gün sonunda siçanlar intraperitoneal de­
rin ketamin anestezisi ile öldürüldü ve femoral arterlerinden

alinan damar kesitleri doku hazirligindan sonra mikroskop ile
incelendi; morfometrik analiz için fotograflari çekildi. Damar
duvar ka1inliklarive lümen alani verileri karsilastinldi.

BULGULAR

Kontrol grubunda vazospazm olusturulan siçanlarin arterle­
rinde lümen çapinda anlamli derecede azalma, buna karsin
damar duvar kalinliklarinda artma gözlendi. Vazospazm
olusturulduktan sonra siklosporin A verilen siçanlarda ise
damar duvar kalinliklarindaki artisin geriledigi ve lümen
çapinda artis oldugu görüldü. Düz kas hücrelerinde, siklos­
porin A verilmeyen vazospazm grubunda görülen vakuoli­
zasyonun azaldigi saptandi. Lümen alanlari ve damar duvar
kalinliklari siklosporin A verilen vazospazm modelinde di­
ger gruplara göre anlamli farkliliklar gösterdi.

SONUÇ

Siklosporin A'nin siçan femoral arterinde kronik arteryel
vazospazmin gelismesini önledigi görüldü.

Anahtar sözcükler: Siklosporin; hastalik modeli, hayvan; ferno­
ral arter; siçan; subaraknoid kanarna; vazokonstriksüyon.

OBJECTIVES

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

STUDY DESIGN

Sixty male Sprague-Dawley rats were divided into studyand
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 LO

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

Arteriallumen 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; fernoralartery;
rats; subarachnoidhemorrhage;vasoconstriction.
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Serebral vazospazm, subaraknoid kanama
(SAK)sonrasi ölüm ve morbiditenin en önemli ne­
denlerinden biridiryi Konuyla ilgili birçok çalisma
olmasinakarsin, vazospazinin tedavisi ile ilgili so­
nuçlartam olarak belli degildir. Son yillarda vazos­
pazmdaimmün yanitin ve enflamasyonun etkili ol­
dugu ortaya çikmistir.Vazospastik arter duvarinda
IgC depolarinin varligi ve kanda dolasan immün
kompleksIeringörülmesinin vazospazmin siddetiy­
le iliskisi degerlendirilmistir.12,3~ Günümüzde enfla­
masyon ve immün yanitin vazospazmdaki etkisi
konusunda arastirmalar yogunlasmistir. Bu çalis­
mada,humoral bagisikligi engelleyen, hücresel ba­
gisikligibaskilayan, günümüzde organ transplan­
tasyonlarinda sikça kullanilan bir ajan olan siklos­
porinA'nin vazospazmdaki etkisi arashri1di.I2.4!

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalisma için SSK Okmeydani Hastanesi Etik
Kurulu baskanligindan onayalindiktan sonra,
Sprague-Dawley cinsi, 155-195gr agirligindaki 60
erkek siçana intraperitoneal yolla 2 mg/kg keta­
min HCl anestezisi uygulandi. Siçanlar 30'ar adet
olmaküzere deney ve kontrololarak iki gruba ay­
rildi.Her grup kendi içinde vazospazm olusturu­
lan(Mi),vazospazm olusturulmayan (Mi) ve ame­
liyatedilmeyenler olarak üç alt gruba ayrildi.

Sag femoral arterleri Mi modeli olarak kullani­
lan siçanlarin proksimal femoral arterlerinden
mikroskobikolarak yaklasik 1 cm' lik bir kesit orta­
ya konarak önceden hazirlanan yaklasik 1 cm2'lik
silastikkiliflardan birer adet damarin adventisyasi
çevresineyerlestirildi. Daha sonra siçanlardan int­
rakardiyak olarak alinan otolog 0.1 ml tam kan, ki­
lifile adventisya arasina yerlestirilip dikildi. Ayni
islemler Mi modeli olarak kullanilan sol femoral
arterleriçin de yapildi; ancak otolog kan konmadi.
Ikigrupta da 15'er siçanin sol bacaklarina islem ya­
pilmadi.

Vazospazm modelinin uygulandigi gün, ayni
saatlerde deney grubundaki siçanlara oral yoldan
bir günde aldiklari su içine esit dagitilmis sekilde
10mg/kg siklosporin A (Sandimmune~ Oral Solu­
tion, Isviçre) verildi. Kontrol grubundaki siçanlar
yedi gün normal bakima alindi. Birinci hafta so­
nunda siçanlar tekrar tartildi ve agirliklarinda an­
lamli degisiklik olmadigi görüldü. Siçanlar intra­
peritoneal derin ketamin anestezisi ile öldürüldük­
ten sonra insizyon yerlerinden kolayca açilarak fe­
moral arterdeki silastik kiliflara ulasildi. Bu sirada

siçanlarin toraksi eksplore edildi. Perikard açilarak
sol ventrikül bulundu ve ponksiyon yardimiyla
ventriküle girilerek ponksiyon setinin bir ucuna
serum seti baglandi. Bu yoldan fizyolojik arter ba­
sincinda, 100ml 0.03M fosfat tampon (pH 7.4),200
ml %4'lük paraformaldehit ve %1'lik gluteraldehit
çözeltisi karistirilmis halde genis hacimli bir enjek­
tör yardimiyla sol ventriküle verildi. Verilen çözel­
ti tüm damar sisteminde dolasimdan sonra sol at­
riyumdan drene oldu.

Tüm gruplara standart uygulanan bu islem
sonrasinda, deney ve kontrol grubundaki tüm si­
çanlarin femoral arterlerinden damar kesitleri yak­
lasik 1 cm'lik bölümler halinde çikarilarak %10'luk
formaldehit tampon çözeltisi içine alindi. Elde edi­
len dokular dehidrate edilip ksilen ve parafin ile is­
lemden geçirildi. Mikrotom ile 5 mikron kalinlikta
kesitler alinarak etüvde 60 derecede parafinden
arindirildi. Bu islem, ksilen ile üç kez tekrarlanarak
dereceli alkolden geçirilip rehidratasyon tamam­
landi. Hazirlanan preparatlar su ile tekrar yikana­
rak hematoksilen-eozin ile boyandi ve xl00 büyüt­
mede Olympus Bx7 mikroskop ile incelendi; mor­
fometrik analiz için fotograflari çekildi. Lümen
alanlarinin hesaplanmasi için, A4 boyutunda bir
aydinger kagidi ile milimetrik kagidin üst üste
konmasindan olusturulan bir ölçüm kagidi hazir­
landi ve fotograflar üzerine yerlestirildi. Lümen
içinde kalan milimetrik kareler tek tek sayildi ve
kagit üzerinde 500 adet milimetrik kare bir birim
ölçek kabul edilerek toplam lÜInen alani hesaplan­
di. Bu hesaplamada kullanilan birim deger damar
kalinligi için de kullanilarak iki degerin birbiriyle
uyumlu olmasi amaçlandi. Çalismanin ana temasi­
ni olusturan bu iki ana deger birbirileriyle iliski­
lendirilerek, damar duvar kalinliklari ve lümen
alani verilerine ait ortalama degerler Mann-Whit­
ney U-testi ile karsilastirildi.

BULGULAR

Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde ame­
liyat yapilmayan grubun damarlarinda ince ve
kivrim yapmayan lamina elastika interna, 5-10 ta­
baka halinde düz kas hücreleri ve media tabaka­

sinda ince elastik lamina gözlemlendi (Sekil la).

Isik mikroskobunda, kontrol grubu Mi mode­
lindeki siçanlarin arterlerinde lümen çapinda an­
lamli derecede azalma, buna karsin damar duvar
kalinliklarinda artma gözlemlendi (Sekil lb). Düz
kas hücrelerinde vakuolizasyon ve çok sayida
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makrofaj belirlendi. Endotel hücrelerinin birbirleri
ile siki baglantilarina ragmen, lamina elastika in­
temanin lürnen içine dogru uzandigi görüldü. Va­
zospazm olusturulan modellerde bir hafta oral sik­
losporin A verilen siçanlarin isik mikroskobu ile
femoral incelemelerinde, damar duvar kalinlikla­
rmdaki artisin geriledigi ve lümen çapinda artis ol­
dugu gözlemlendi (SekilIc, Id). Endotel hücreleri­
nin siki baglantilarinda yer yer çözülmeler vardi;
düz kas hücrelerinde siklosporin A verilmeyen va­
zospazm grubunda görülen vakuolizasyonun
azaldigi saptandi.

Damar duvar kalinliklari ve lümen alani verile­

ri Mann-Whitney U-testi ile karsilastirildi (TabloD.
Milimetrik karelerin tek tek sayilmasi ile lümen
alanlari ve damar duvar kalinliklari hesaplandi­
ginda, siklosporin A verilen vazospazm modelin­
de diger gruplara göre anlamli farkliliklar görüldü.

TARTISMA

Serebral vazospazmin patofizyolojisi karmasik
ve çok faktöriüdür. Insan nekropsi çalismalarinda

(a)

Türk Nörosirürji Dergisi

ve deneysel arastirmalarda, SAK'dan sonra mak­
rofajlar, nötrofiller ve diger enflamatuvar hücrele­
rin intimal, rnedial ve subaraknoid uzakliga infilt­
re olduklari bildirilmistir.isoioi Enflamasyonun
SAK'dan sonra, vasküler yanitin ve beraberinde
serebral vazospazinin gelisiminde uzun dönemde
roloynadigi düsünülmektedir.uoi Deneysel çalis­
malarin gösterdigi gibi, SAK'da, baska hücresel is­
lemlerin yoklugunda serebral arterler üzerinde ge­
lisen perivasküler siddetli enflamasyon çok hafif
dereceden siddetli dereceye kadar devam eden va­
zospazma neden 0Iabilir.12-4,IO,1l1

On bir aminoasitten olusan bir siklik endeka­
peptid olan siklosporin A, hem in vivo hem de in
vitro olarak primer immün stimülasyonun derin
inhibisyonuna neden 01maktadir.141 Yapilan çalis­
malar siklosporin A'nin hücre aracili reaksiyonla­
rin gelismesini ve T hücresine bagimli antikor olu­
sumunu inhibe ettigini göstermistir.12•41 Ayrica, in­
terlökin-2 de dahil olmak üzere lenfokin üretimini

ve serbestlenmesini inhibe etmektedir.12! Siklospo­
rin A'nin hücre siklusunun Go ya da Gi fazlarinda

Sekil 1. (a) Kontrol grubunda ameliyat edilme­
mis bir denege ait damar kesiti. (b) M1 kontrol
grubunda otolog kan ile olusturulan vazos­
pazmii damar kesiti. (c, d) M1 deney grubun­
da vazospazm olusturulan ve siklosporin A ve­
rilen damar kesiti (x100).
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TABLO i

Gruplar arasinda lümen alani ve damar duvar kalinliklarininkarsilastirilmasi

Femoral arterSiklosporinALümen alani (ort.±SS)Duvar kalinligi(ort.±SS)
sayisi

(Toplammilimetrikkare)(Toplammilimetrikkare)

Deneygrubu Vazospazmvar (M1)

30Var4647.9±1001.05.220±1.142
Vazospazm yok (M2)

15Var5586.4±675.662.893±0.8102

islemsiz
15Var5259.9±733.613.013±0.7337

Kontrolgrubu Vazospazmvar (M1)

30Yok396.40±236.908.990±1.657
Vazospazm yok (M2)

15Yok5647.7±499.003.353±0.8927

islemsiz
15Yok5159.7±770.353.833±0.8981

Mann-WhitneyU-testi (U've p) KontrolM1-Kontrol M2

U'=450.00;p<0.0001U'=450.00;p«0.0001
KontrolM1-Kontrol islemsiz

U'=450.00;p<0.0001U'=450.00;p«0.0001
KontrolM1-Deney M1

U'=900;p<0.0001U'=891.50;p«0.0001
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dinlenme halindeki lenfositleri bloke ettigi görü­
lür; aktif T hücrelerinin antijen uyarimli lenfokin
salinimi inhibe olur. Siklosporin A, kalsinörin ve
fosfodiesteraz aktivitesini de inhibe eder; nitrik ok­

sit olusumunu artirir; glutamata bagli nörotoksisi­
teye karsi nöronlari korur. Siklosporin A lenfokin­
lerin, özellikle interlökin-2'nin salinmasini inhibe

eder; böylece sitotoksik T hücrelerinin olusumu
önlenmis olur.12)

PelIettieri ve arkini tarafindan SAK sonrasi va­

zospazmda kanda dolasan immün kompleksIerin
varliginin bildirilmesiyle baslayan immünolojik
arastirmalar, Peterson ve arknin!4) siklosporin
A'nin köpekler üzerinde çift kanamali SAK mode­
linde anjiyografik olarak vazospazmi gerilettigini
bildiren yayini ile iyice yogunlasmistir. Ryba ve
arkll21 tavsanlarin serebral damarlari üzerinde yap­
tiklari deneysel çalismada siklosporin A'nin vazos­
pazmi önledigi sonucuna varmislardir. Daha sonra
Handa ve arkl13! maymunlarin serebral arterleri
üzerinde yaptiklari çalismada, olusturduklari tek
kanamali SAK modelinde kontrol grubu ile siklos­
porin A uygulanan grubu birinci ve yedinci gün
anjiyografik olarak degerlendirmisler; siklosporin
A'nin vazospazmin siddetini azaltabildigi, fakat
komplikasyonlari göz önüne alindiginda terapötik
etkisi olmadigi sonucuna varmislardir.

Nagata ve arkl2! köpekler üzerinde yaptiklari
çalismada, olusturduklari SAK modelinde immün
baskilayici bir ajan olan FK-506, siklosporin A ve
kontrol grubunu kronik vazospazm açisindan kar-

silastirmislar; üç grup arasinda histolojik açidan
anlamli farklilik bulamamislardir.

Yanamoto ve ark(14)tavsanlar üzerinde yaptik­
lari çalismada tek kanamali SAK modelinde siklos­
porin A kullanmislar; fakat vazospazmi önlemede
basarili olamamislardir. Elde ettikleri sonuçlari Pe­
terson ve arkninl4! bulgulari ile karsilashrdiklann­
da, tek kanamali modelin ikinci gününde damar
duvarinda T hücre yaniti gözlememisler; Peterson
ve arknin çift kanamali SAK modelinde damar
duvarinda gözledikleri T hücrelerin ise siklosporin
A'nin bu hücrelere karsi yanitindan kaynaklandigi
sonucuna varmislardir.ii4)

Konu ile ilgili yapilmis klinik arastirmalarda
olumlu veya olumsuz çeliskili sonuçlar bildirilmis­
tir. Ryba ve arkiiS) SAK geçiren hastalar üzerinde
yaptiklari klinik çalismada, ilk 72 saatte kliplenen
anevrizmalarda siklosporin A kullanilan hastala­
rin nörolojik durumlarinin kullanilmayanlara
oranla anlamli derecede daha iyi oldugunu bildir­
mislerdir.

Manno ve arkii6) dokuz adet Fischer grade üç
SAK geçiren ve klip kullanilarak ameliyat edilen
hastalarda 14 gün boyunca siklosporin A kullan­
mislar ve siklosporin A'nin etkisini iki tarafli orta
serebral arter üzerindeki akim yogunlugunu ölçe­
rek degerlendirdiklerinde vazospazmi önlemedeki
rolünün yetersiz oldugu sonucuna varmislardir.

Immün supresyonun vazospazmin siddetini
azaltmada düsük etkirilik göstermesi, serebral va-
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zospazmin patogenezinde immün sistemin rolü­
nün düsük oldugunu düsündürür.1131Serebral va­
zospazmin gelismesinde immünolojik reaksiyon­
lardan çok, kanla kapli alandaki diger patojenik
ajanlarin kuvvetli bir etken oldugu söylenebilir.IBI

Birçok çalismada belirlenen ilaç etkisi farkli olabi­
lir; buna neden olarak, kullanilan farkli türler, ila­
cin uygulanmasindaki degisik yollar ya da immün
baskilayici ilaçlarin farkli etki mekanizmalari öne
sürülebilir,'!31Olumsuz sonuç veren klinik çalisma­
lar yüksek dereceli hastaligi olan olgulardan ve az
sayida hastadan olustugundan bildirilen sonuçlar
tartismalidir.1I31Bugün için SAK'dan sonra olusan
vazospazmin patogenezinde immün yanitm spesi­
fik rolü belirsizligini hala korumaktadir.

Sonuç olarak, bu çalismada elde edilen veriler,
siklosporin A'nin siçan femoral arter modeli üs­
tünde, kronik vazospazmin morfometrik olarak
gelisimini engelledigini göstermektedir. Ancak,
kesin sonuçlar için daha genis ve randomize çalis­
malara gereksinim vardir.
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