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1. GIRIS VE AMAC

Periferik arter hastaliginda; medikal tedavi, endovaskiiler tedavi ve cerrahi tedavi
secenekleri mevcuttur. Cerrahi tedavide otojen greft ve prostetik greft secenekleri karsimiza
cikmaktadir. Ilk olarak 1973 yilinda tanimlanan ve 1976 da klinik uygulamaya giren ePTFE
(genisletilmis politetrafloroetilen) greftler zamanla periferik vaskiiler cerrahide sikga

kullanilan prostetik greftler olmustur.

Greft trombozu ve greft enfeksiyonu prostetik greftlerde goriilen yiiksek morbidite ve
mortaliteye neden olan iki ana komplikasyondur. Prostetik greftin endotelizasyonunu ve
antitrombojen 0Ozelligini artirarak greft trombozu riskini azaltma fikri ePTFE greftlerde
yapisal degisikliklere gidilmesine neden olmustur. Bu nedenle ePTFE greftler duvar kalinligi,

porositesi ve i¢ ylizey kaplamalari ile ¢esitlik gostermektedir.

ePTFE greftlere antitrombojen 6zellik katmak ve greft acikligini artirmak amaciyla
greftlerin i¢ yiizeyine heparin kaplama veya karbon kaplama uygulamalari mevcuttur. Biz de
calismamizda farkli i¢ yiizey yapisina sahip ePTFE greftlerin; endotelizasyon, bakteriyel

kontaminasyon ve biyofilm olusumuna etkisini arastirmay1 amagladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.PERIFERIK ARTER HASTALIGI

Periferik arter hastalig1 ekstremite arterlerinin darlig1 veya tikanikligr ile ortaya ¢ikan
ciddi mortaliteye sebep olan bir hastaliktir. Altta yatan en sik neden ateroskleroz olmakla
birlikte vaskiilitler gibi inflamatuar hastaliklar veya fibromuskuler displazi gibi

noninflamatuararteriyopatiler de periferik arter hastalig1 nedenidir.

Periferikarteryel hastalik klinik olarak alt ekstremite arterlerinde daha sik karsimiza
cikmaktadir. Alt ekstremiteperiferik arter hastalig1 proksimal ve distal hastalik olarak iki alt
tipe ayrilabilir. Proksimal hastalik aortailiak ve femoropopliteal lezyonlar1 igerirken,distal
hastalik infrapopliteal lezyonlar1 icermektedir(1). Distal hastaliga medial tabakanin

kalsifikasyonu eslik eder ve bu durum yiiksek mortalite ile iligkilidir(2).

2.1.1. ETIYOLOJI

Periferik arter hastalifi etyolojisindeinflamatuar veya inflamatuar olmayan
arteriyopatileri barindirmakla birlikte etyolojideki esas etken aterosklerozdur. Ateroskleroz
orta ve biiylik damarlar1 tutan intimadalipid ve fibroz materyallerin birikimi ile seyreden bir
hastaliktir(3). Ateroskleroz,risk farktorleri ile birlikte ¢ok erken yasta baslayan yavas ve sessiz
gelisen bir siirectir. Oyleki kalp donérlerinin intravaskiiler ultrason ile degerlendirildigi bir

calismada, 20 yasindan kii¢iik bireylerin %17’sinde ateroskleroz kanitlarina rastlanmistir(4).

Ateroskleroz, sert (oxAnpog, skleros) ve yulaf lapasi (abnpt, athere) anlamindaki iki
Yunan kelimesinden tiiretilmistir. 1975’te Von Haller sar1 renkli plak icerigini aterom olarak
tanimlamistir(5). 1904’te ise Marchandarteryel sertlesme ve yagli dejenerasyonu ateroskleroz
olarak tanimlamistir(6). Endotel hasar1 sonrasi trombositlerin ve monositlerin hasarli intima
bolgesine adezyonusonrasi inflamatuar bir yanit olusur. Bu yanit intimal hiicrelere zarar
vermekte ve nitrik oksit iiretimini azalmaktadir. Sonug¢ olarak inflamatuar mediatorler,

trombositagregasyonu, lipid depolanmasi gibi etkenlerle plak olusumu ortaya ¢ikmaktadir(7).

Ateroskleroz siirecinin ilk basamagi endoteldisfonksiyonudur. Endotel fonksiyon
bozuklugu i¢in risk faktdrleri major ve minor risk faktorleri olarak ikiye ayrilabilir. Major risk
faktorler: ileri yas, diyabet, hiperlipidemi, hipertansiyon, sigara kullanimi, c-reaktif protein
yiiksekligi, hiperhomosisteinemidir. Mindr risk faktorleri: erkek cinsiyet, beyaz irk harici

wrklar, yiiksek yagl diyet, hiperkoagiilabilite ve alkol tiiketimidir(8).



2.1.2. EPIDEMIYOLOJI

Periferik arter hastalig1 tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de sik goriilen ve sikligi
giderek artan 6nemli bir saglik sorunudur. Bozulmus bacak-kol basing indeksi (ABI) olan
hastalarda yapilan kohort calismasinda Amerika Birlesik Devletleri’nde en az 8,5 milyon
kisinin periferik arter hastaligindan etkilendigi sonucuna ulasilmistir(9). Benzer bir kohort
caligmasinda ise diinya genelinde 200 milyon insanin periferik arter hastaligindan etkilendigi

diisiiniilmektedir(10).

Epidemiyolojik ¢alismalarda tiim diinyada alt ekstremiteperiferik arter hastaligi
insidans1 %3-12 arasindadir(11,12). Alt ekstremiteperiferik arter hastaliginin tilkemizdeki
prevelanst bacak-kol basing indeksi (ABI) 0.9 ve daha kii¢lik olan hasta grubunda %38.27
olup; ABI>1,30 olan hasta grubunda %11,49 olarak bildirilmistir(13).

Periferik arter hastaliginin asemptomatik evreleri de géz ontine alindiginda toplumdaki
goriilme siklig1 ¢ok daha fazladir. 45-74 yas araliginda insanlarin %6,9’unda bacak-kol basing
indeksi 0.95’in altinda 6l¢iilmiis olup bu hasta grubunun sadece %22’si semptomatiktir(14).
55 yasin lizerindeki bireylerde hastaligin prevelanst %10-25 olup yasla birlikte bu oran

artmasina ragmen etkilenmis bireylerin %70-80°1 asemptomatiktir(15,16).

Periferik arter hastaligi toplum igerisinde homojen bir dagilim gdstermez. Tiim bu
oranlar yasa, cinsiyete hatta gelir diizeyine gore dahi farklilik gostermektedir(17). Sigara, ileri

yas ve erkek cinsiyet periferik arter hastaligi agisindan major risk faktorlerindendir(18).

Alt ekstremiteperiferik arter hastaligi 55 yas lizerinde %15 oraninda rastlanirken
kladikasyosikayeti 55 yas {lizerinde sadece %S5 goriilmektedir. Ancak yas arttikca
kladikasyosikayeti artmakta olup 85 yas lizerinde bireylerde %24 oraninda goriilmektedir(19).
Invaziv olmayan kriterlere gdre yapilan arastirmada hastaligin prevelans: 60 yas altinda %3-7
iken 70 yas istinde bu oran %20’ye c¢ikmaktadir. Ve 65 yas ilizerinde kadinlarda %17,
erkeklerde ise %20 olarak bildirilmistir(20).Kladikasyo goriilme sikligr ileri yas ile iligkili
olup; goriilme siklig1 45-54 yas arasinda %0,6 iken 55-64 yas arasinda %2,5 ve 65-74 yas
arasinda bu oran %8,8°dir(21). Toplam 7715 hastanin degerlendirildigi Rotterdam
calismasinda kladikasyo 55-60 yas arast %1 iken 80-85 yas araliginda %@4,6 oldugu
goriilmiistiir(22).

Ek olarak bu hastalarda sistemik aterosklerozun neden oldugu hipertansiyon, koroner

arter hastalifi, serebrovaskuler hastalik gibi ciddi saghik problemleri de eslik



edebilmektedir(23). Asemptomatikperiferik arter hastalifina klinik olarak daha az onem
verilse de miyokardinfarktiisii gibi ciddi kardiyovaskiiler olaylar agisindan onemli bir

belirtectir(24).

2.1.3. RiISK FAKTORLERI

Periferik arter hastalig1 risk faktorleri diger aterosklerotik hastaliklarla benzer olup
sigara kullanim1 ve diyabetes mellitus en giiclii etkenler olarak 6ne ¢ikmaktadir(10). Yiiksek
inflamasyon ve tromboz belirtegleri, homosistein ve lipoprotein(a) yiiksekligi, kronik bobrek
hastalig1 da risk faktorleri arasindadir(25). Yas, cinsiyet, obezite ve hipertansiyon diger risk
faktorlerini olusturmaktadir. Periferik arter hastaligi erkeklerde ve ileri yasta daha sik

gorilmektedir(26).

Sigara kullanimu ile periferik arter hastalig1 arasinda ki iliski ilk olarak Erb tarafindan
1911 de tanmimlanmis olup kladikasyo orani sigara igmeyenlere gore lic kat fazla oldugu
bildirilmistir(27). Inhalasyon ile alman nikotinin HDL miktarim1 azaltti§1, trombosit
agregasyonunu artirdigi, prostosiklin seviyesini diisiirdiigii, tromboksan seviyesini artirdigt ve
vazokonstruksiyonu destekledigi gosterilmistir(28). Tiim bu etkileri ile sigara, aterosklerotik

hastaliklarin gelisimine ve ilerlemesine neden olmaktadir.

Framingham calismasinda sigara kullananlarda periferik arter hastaligi goriilme riski
iki kat1 oldugu goriilmiistiir(29). Ayrica sigara kullanim miktar1 ile periferik arter hastalig
riski arasinda korelasyon mevcuttur(30). Bununla birlikte sigara kullanimi birakildiginda

kladikasyo riskinde hizli bir diisiis gozlenmistir(31).

Diyabet, periferik arter hastalig1 i¢in ciddi bir risk faktoriidiir. Glikolize hemoglobinin
her %1 artiginda periferik arter hastaligi riski %28 artmaktadir(32). Diyabetik hastalarda
endotel hiicrelerindeki nitrik oksit kullanilabilirliginin degiskenligi ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerindeki fosfotidilinositol-3 araciligi ile proaterojenik aktivitelerde artis ateroskleroza
neden olmaktadir. Ayrica diyabet kan viskozitesinde artig, trombosit agregasyonu ve

fibrinojen seviyesinde artisa neden olmaktadir(33).

Hipertansiyon, periferik arter hastaligi riskini artiran bir diger komorbid faktordiir.
Framingham Offspring ¢aligmasina gore hipertansiyon nedeniyle periferik arter hastaligi riski
iki kat artmistir(34). Periferik arter hastaligi tanisi olanlarda hedef kan basinct 140/90 mmHg
altinda tutulmasi Onerilirken; ek olarak diyabet veya kronik bobrek yetmezligi de eslik

ediyorsa hedef kan basinct 130/80 mmHg altinda olmasidir(35,36). Bir anjiotensin



doniistiiriicii enzim inhibitdrii olan ramipril ile yapilan ¢aligmada miyokard infarktusu, inme
ve vaskiiler olay iligkili mortalite oran1 diislirdiigii goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismanin subgrup
analizinde periferik arter hastaligi tanisi olan 4051 hastada plesebo grubuna gore ramipril

kullananlarda %22 azalmis risk tesbit edilmistir(37).

Hiperlipidemi alt ekstremite periferik arter hastaligt agisindan artmis risk
gostergesidir. Periferik arter hastaliginda etkin hiperlipidemi tedavisinin sagkalima katki
sagladigi  kanitlanmistir(38). The American College of Cardiology/AmericanHeart
Association (ACC/AHA) klavuzu, periferik arter hastalarinda hedef LDL degerini 100mg/dl

altinda tutmay1 6nermektedir.

Homosistein diizeyi ile prematiir ateroskleroz arasindaki iliski 1900°li yillarda baska
risk faktorii tesbit edilmeyen aterosklerotik genc hastalarda tespit edilmistir. Prematur
periferik arter hastalig1 olan hastalarda %30 oraninda hiperhomosisteinemi goriilmiistiir(39).
Homosistein seviyesindeki artis trombosit aktivasyonunda artis ve trombiis olusumu ile
endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir. Ayrica hiperhomosisteinemi hidrojen peroksit
iretiminde artis, faktor V ve VII de artis, protein C de azalma, trombomodulin ve heparin
sulfata inhibisyona neden olmaktadir. Plazmadaki homosistein seviyesini Vitamin B ve folik
asit diistirmektedir(40). Bu nedenle diisiik Vitamin B6 ve diisiik folat seviyeleri periferik arter
hastalig ile iliskilendirilmistir(41).

Aile dykiisii olan bireylerde periferik arter hastaligi riski iki kat fazla bulunmustur(42).
Ayrica ikiz olan bireyleri igeren calismalarda periferik arter hastaligi sikligi daha fazla

bulunmasi herediter yoniinii oldugunu gostermektedir(43).

Periferik arter hastaliginda ateroskleroz nedeniyle koroner arter hastaligi ve
serebrovaskiiler hastalik sik goriilen komorbid durumlardir. Clopidogrel versus Aspirin in
Patients at Risk oflschaemic Events (CAPRIE) ¢alismasinda aterosklerozu olan koroner arter,
periferik arter, serebrovaskiiler arteryel hastaligi olan 20000 hastanin 3 te 1’inde kladikasyo
sikayeti mevcuttur(44). Bu nedenle koroner arter hastalifi veya serebrovaskiiler arteryel

hastalig1 olan hasta gruplarinda periferik arter hastalig1 birlikteligi ve riski unutulmamalidir.



2.1.4. BELIRTILER VE KLINIK EVRELEME

Periferik arter hastalifi asemptomatik olabildigi gibi tipik semptomu olan efor ile
ortaya ¢ikan agr1 (kladikasyo intermittant) veya istirahat agrist ve doku kaybr (iilser/gangren)
ile goriilen kritik bacak iskemisi olarak da karsimiza c¢ikmaktadir. Damardaki lezyon
ilerledikce damarda daralma (stenoz) veya tam tikaniklik (okliizyon) durumlarinda doku

kanlanmasinda bozulma ile birlikte semptomlar ortaya ¢ikmaktadir.

Asemptomatik hastalarda noninvaziv tarama amacgli ve semptomatik hastalarda
hastaligin objektif degerlendirilebilmesi i¢in sistolik kan basinci ayak bilegi-kol indeksi (ABI)
kullanilmaktadir. ABI’nin gergek duyarliligr %79, 6zgilligi %96’dir(45). Ayak bilegi-kol
indeksi normalde 1 ile 1.3 arasindadir. ABI<0.9 ise alt ekstremite periferik arter hastalig1 i¢in

tan1 koydurucudur(46). ABI<0.5 ise istirahat agrisi ve doku kayb1 goriilebilmektedir(47,48).

Kronik bobrek yetmezligi olan veya diyabetik hastalarda alt ekstremite arterlerinin
ileri derece kalsifikasyonu sonucu komprese edilemeyebilir ve bu durumda ABI>1.4 olup
yanlig bilgi vermektedir. Distal arterlerin ileri kalsifikasyonu nedeniyle artmis ABI(>1.4)
artmig mortalite ile iliskilidir(49). Bu gibi hastalarda ayak bas parmak basinci (Toe Pressure-
TP) veya ayak bas parmak-kol basmng indeksi (Toe-Brakial Pressure Index-TBI)
Olciilebilir(50). Transkutandz oksijen saturasyonu 6l¢iimii de periferik arter hastaligi tanist ve

ciddiyeti hakkinda bilgi verir(51).

Asemptomatik alt ekstremite periferik arter hastaligi toplumda tahmin edilenden daha
fazladir. PERTNERS programinda ABI 6l¢limii ile veya 6zge¢mis ile %29 oraninda PAH
tespit edilmistir. Yeni PAH tanisi alan bu hastalarin %45’inde agri 6ykiisii yok iken sadece
%35.5’luk bir kesimde klasik kladikasyo intermittant saptanmistir(52). Baska bir ¢alismada
herhangi bir bacak semptomu olamayan hastalarin %14’tinde ABI<0.9 bulunmustur.
Asemptomatik PAH tanis1 diger sistemlerdeki aterosklerotik hastaliklar agisindan risk faktorii
olmasi nedeniyle dnemlidir. Ornegin, PAH tanis1 olan hastalarmn yaklasik %50’sinde bir renal

arterde en az %50 darlik tespit edilmistir(53).

Asemptomatik PAH olan hastalarda kladikasyo olmamasina ragmen fonksiyonel
kapasite azalabilmektedir. Fonksiyonel kapasitedeki bu azalma semptomlari maskeleyerek
hastaligin siddetinin hafife alinmasina neden olabilir. Asemptomatik hastalarin kladikasyosu

olan hastalara gore 6 dakikalik yiirlime testi sonuglarinda yillik diistis daha fazla



bulunmustur(54,55). Bu bulgular g6z oniine alindiginda PAH agisindan risk faktorii tasiyan

hastalarda fonksiyonel kapasite mutlaka sorgulanmalidir.

Agrn, kladikasyo intermittant veya istirahat agrisi klinigi ile goriilebilir. Alt ekstremite
periferik arter hastaliginin tipik semptomu kladikasyo intermittanttir. Aterosklerotik lezyon
ciddiyeti arttikga damar liimeni daralarak doku perfiizyonu bozulmaya baslar. Egzersiz
sirasinda kan akimi ihtiyact artar ve bu ihtiyaca yetersiz cevap nedeniyle dokuda gegici
iskemik belirtiler ortaya ¢ikar. Agr1 hissi kiigliik miyelinsiz A delta ve C duyusal lifleri i¢eren
iskemik ndropatiden ve anaerobik metabolizma sonucu agiga ¢ikan Substance P maddesi ile
lokal intramuskuler asidozdan kaynaklanir(56). Yaklasik 2-5 dakika dinlenmekle agr1 geger.
Kladikasyo intermittantin bir diger Ozelligi de sabit bir egzersiz temposunda hep ayni
mesafede agrinin gelmesidir. Yokus yukar: yilirlimek, merdiven ¢ikmak, kosmak gibi egzersiz

dozunun arttig1 durumlarda agr1 daha kisa mesafede ortaya ¢ikmaktadir.

Agn sikayeti kalgcada, uyluk bolgesinde, baldir bdlgesinde ve ayakta goriilebilir.
Genellikle hemodinamik olarak anlamli arteryel lezyonun altindaki kas gruplarinda agri
ortaya c¢ikar. Arteryel lezyonlar; suprainguinal, infrainguinal ve ikisinin birlikte oldugu
durumlar olarak ii¢ ana gruba ayrilabilir. Suprainguinal lezyonlar distal abdominal aorta ve
iliak arterleri igerir. Ve bu tip lezyonlarda agr1 genellikle kal¢a ve uyluk bolgesindedir. Erkek
hastalarda iliak lezyonlar internal iliak arterin proksimalde ve bilateral ise erektil disfonksiyon
gorebilir. Suprainguinal periferik arter hastalig1 olan bireylerde her ne kadar agn ilk kalca ve
uyluk bolgesinde baslasa da yiiriime sirasinda tiim bacakta azalmis perflizyon nedeniyle klasik

bald1 kladikasyosu da eslik eder.

Infrainguinal lezyonlar, ana femoral arterden baslayarak pedal arterlere kadar tiim
bacagin arteryel sistemini kapsamaktadir. Ana femoral arter lezyonlarinda uyluk bélgesinde
agriya daha sik rastlanirken, ylizeyel femoral arter darligi veya tikanikligi en sik goriilen
lezyon olup baldir kladikasyosunun en sik sebebidir. Popliteal arter ve tibial arterlerin
lezyonlari, kollateral dolasimin yetersiz olmasi nedeniyle daha ¢ok ekstremiteyi tehdit eden
iskemi ile iliskilidir.

Distal arteryel lezyonlar kladikasyo ile degil daha ¢ok doku kaybi ile karsimiza
cikmaktadir. Distal arterlerin yaygin kalsifikasyonu diyabetik ve kronik bobrek yetmezligi
olan hastalarda sik goriiliir. Ayrica uzun siireli kortikosteroid tedavisi de distal arteryel

yapilarda kalsifiye aterosklerotik hastaliga neden olabilmektedir(57). PAH tanis1 alan 400



hastada yapilan ilk arteriogram da suprainguinal hastalig1 olan grupta erkek cinsiyet ve sigara
kullanim1 6n planda iken, distal hastalig1 olan grupta ileri yas, diyabet,hipertansiyon ve kronik

bobrek yetmezligi daha sik oldugu goriilmiistiir(58).

Kritik bacak iskemisi, periferik arter hastalifinin en agir sekli olup PAH tanisi alan
hastalarin %1’lik kisminda goriiliir(59). Kritik bacak iskemisinde kronik vazorelaksan
maddelere maruziyet sonucu arteriollerde azami vazodilatasyon ve vazodilatatorlere
duyarsizlasma mevcuttur. Arteriolar vazodilatasyon sonucu duvar gegirgenligi artar ve o
bolgede 6deme neden olur. ayrica kronik iskemide endotel hiicrelerinin yap1 ve fonksiyonu
bozulur; trombosit aktivasyonu ve 16kosit adezyonu ile birlikte kapiller diizeyde
mikrotrombiis formasyonlar1 olusur. Tim bu degisiklikler kapiller diizeyde doku

oksijenizasyonunun bozulmasi ile sonug¢lanir(60,61).

Kritik bacak iskemisinin ana belirtileri; istirahat agrisi, parmaklar veya ayagin
distalinde iskemik iilser ve gangrendir. Istirahat agrisi, yanma hissi veya rahatsiz edici
sogukluk hissi seklinde ortaya c¢ikabilir. Ayrica iskemik noropati ayakta uyusukluk veya
hissizlige neden olabilir. Bir ¢ok hastanin ayn1 zamanda diyabetik olmasi nedeniyle néropatik

degisikliklerin sebebinin iskemi olarak belirlenmesi zorlagmaktadir(62).

Iskemik istirahat agris1 yer ¢cekiminin etkisi ile yavaslayan kan akimi sonucunda bacak
yukar1 kaldirilinca artar ve bacak asagi indirilince azalir. Klinik tam1 bazi objektif
hemodinamik 6lgiimlerle dogrulanmalidir. Bu hemodinamik 6l¢timler ABI<0.4, ayak bilegi

basinct < 50mm Hg ve ayak bas parmak basinci<30 mmHg olmasidir.

Iskemik f{ilserler genellikle hafif siddetli bir travma sonrasi dokudaki yetersiz
kanlanma sonucu yaranin iyilesemeden giderek agilmasi ile olusur. Diyabetik olmayan
arteryel iilserler ayagin distalinde sig, soluk ve cilt erezyonu goriiniimiindedir. Ulser
bolgesinde bazen yiiksek doz oral narkotiklere dahi yanit vermeyen agrilar goriilebilir. Bu
agrilar sadece iskemik noropatiye bagli olmayip ayni zamanda derideki erezyona bagl agiga
cikan duyu lifleri nedeniyle de olusabilir. Diyabetik ayak iilserleri ise iskemik, noroiskemik
veya noOropatik olabilir. Son yapilan calismalarda diyabetik ayak iilserlerinin %50’den

fazlasinin iskemik veya noroiskemik oldugu goriilmiistiir(63,64).

Gangren ise dokularin canliligin1 korumaya yetecek kadar dahi kan akiminin olmamasi

durumunda ortaya ¢ikar. Iskemik nekroz gelistikce sinir kayb1 nedeniyle baslangicta goriilen



agr1 ortadan kalkar. Kritik bacak iskemisi olan diyabetik hastalarda gangren gelisimi %40
iken, diyabetik olmayan grupta %9 olarak raporlanmistir(65).

Tiim bu belirtilerin ciddiyetine gore alt ekstremite periferik arter hastaligl igin
Fontaine Evrelemesi ve Rutherford Siniflamasi olarak iki klinik simiflandirma
mevcuttur(Tablo2.1).

FONTAINE RUTHERFORD
EVRE KLINIK SINIF | KATEGORI KLINIK

I Asemptomatik 0 0 Asemptomatik
lla Hafif kladikasyo >200mt I 1 Hafif kladikasyo
b Orta veya Ciddi kladikasyo I 2 Orta kladikasyo
<200mt I & Ciddi kladikasyo

11 [stirahat agrisi I 4 [stirahat agris
v Ulser veya gangren Il 5 Minér doku kaybi
Il 6 Major doku kaybi

Tablo 2.1. Periferik arter hastaliginda Fontaine Evrelemesi ve Rutheford Siniflamasi

2.1.5. TEDAVI

Alt ekstremite PAH tedavisi kardiyovaskiiler riskleri azalmak, fonksiyonel kapasiteyi
artirmak ve ekstremite canliligini korumay1 hedefler. Tedavi yontemlerinde ateroskleroza
neden olan risk faktorlerinin yonetimi veylirlime egzersizleri gibi konservatif yaklasimlar,
uygun farmakolojik tedavi ve gereklilik halinde endovaskiiler veya cerrahi revaskiilerizasyon
secenekleri karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tedavi yontemleri semptomlara yonelik uygulanirken

Ote yandan sistemik aterosklerozun neden oldugu komorbid hastaliklar unutulmamalidir.

2.1.5.1. KONSERVATIF TEDAVI

Konservatif tedavi risk faktorlerinin kontrol altina alinmasi ve egzersiz terapisi ile
semptomlarin  azaltilmasint amagclar. Sigara kullaniminin  birakilmasi, diyabet ve
hipertansiyonun kontrol altina alinmasi, hiperlipidemi tedavisi risk faktorlerinin kontrolii

acisindan biiyiik 6neme sahiptir.




Sigara kullaniminin birakilmasi ateroskleroz i¢in en 6nemli risk faktoriiniin kontrolii
ve tedavi yOnetiminin ilk basamagini olugturmaktadir. Sigara kullanim1 kaldikasyo sikayeti
olan hastalarda ekstremite kaybini etkileyen ispatlanmis en 6nemli faktorlerden biridir(66).
Sigara kullaniminin devam etmesi aterosklerozda progresyona, koroner arter hastaligi nedenli
olim riskinde artmaya ve alt ekstremite revaskiilarizasyonunda kullanilan greftlerde erken
greft kaybina neden olmaktadir(67,68). Sigaranin birakilmasi hem erkeklerde hem de

kadinlarda koroner arter hastalifindan 6liim riskini ve amputasyon riskini azaltmaktadir(69).

Diyabetin kontrol altinda tutulmasi periferik arter hastalig1r progresyonu ve olumsuz
karviyovaskiiler olaylarin azaltilmasi agisindan onemlidir. Kritik bacak iskemisine gegiste
diyabet bir risk faktoriidiir. Diyabetik hastalarda etkin kan glukoz kontroliiniin mikrovaskiiler
komplikasyonlar azalttig1 ve 6zellikle kilolu hastalarda metformin tedavisinin makrovakiiler

komplikasyonlar1 azalttig1 gosterilmistir(70,71).

Periferik arter hastalarinda, statin kullanilarak diisiik dansiteli lipoprotein seviyesinin
diisiiriilmesi (LDL<100) kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditeyi dortte bir oraninda azalttig1
gosterilmistir(72). Statin kullanan periferik arter hastalar1 kullanmayan hastalara gore %18
daha az olumsuz ekstremite sonuclarina (semptomlarda koétiilesme, revaskiilerizasyon ihtiyaci,

amputasyon) sahip oldugu bulunmustur(73).

Hipertansif hastalarda, sistolik kan basincinin 140mmHg’dan kiigiik ve diyastolik kan
basincinin 90mmHg’dan diisiik (KBY’li veya diyabetik hastalarda 130/80mmHg’dan diisiik)
tutulmas1 onerilmektedir. Klinik uygulamalarda antihipertansif kullanimi ile kan basincinin
diisiiriilmesinin bacakta iskemi semptomlarinin artiracagi diigiiniilebilir. Fakat alti biiylik
calisma ile yapilan bir meta analiz sonucuna gore, beta-blokor kullaniminin kladikasyo
agrisint ve yiriime mesafesini etkilemedigi gosterilmistir(74). Diyabetik veya vaskiiler
hastaligt olan 9297 hasta (4051 hastada PAH mevcut) ile yapilan ¢aligmada ramipril
kullanimimin 5 yillik takipte kardiyovaskiiler olay riskini plesebo grubuna goére azalttigi
gosterilmistir(75). Periferik artar hastalifinda, kardiyovaskiiler riski azaltmak i¢in
hipertansiyon tedavisinde anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri(ACE-inh) 6n planda

tercih edilebilir.

Egzersiz terapisi ylirime mesafesinde artma ve agri semptomunda azalma {izerinde
belirgin etkiye sahiptir. Bir meta-analizde 20 randomize ¢alismanin sonuglarina gore, egzersiz

tedavisinin kladikasyosu olan hastalarda en iyi baslangi¢ tedavisi oldugu dogrulanmistir(76).
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Kladikasyo sikayeti baglamasini takiben yiiriime mesafesi yilik 8.4 metre azaldig tespit
edilmistir(77). Bu durum egzersiz tedavisi ile durdurabilir hatta aksine c¢evrilebilir. 1200
hastay1 igeren bir meta-analizde egzersiz tedavisi ile rutin tedavi veya plesoba ile
karsilastirilmis ve egzersiz tedavisinin %50-200 oraninda ylirlime mesafesini artirdigi
gosterilmistir. iki yila kadar iyilesme devam etmistir. Fizyoterapist gdzetiminde yapilan
egzersizin normal egzersize gore ylriime mesafesini istatistiksel anlamli (ortalama 150mt)

artirmistir(78).

Klavuzlar, egzersiz terapisinin en az 12 hafta boyunca, haftada ii¢ veya dort seans ve
her seans en az 30-45 dakika olacak sekilde yapilmasini 6nermektedir. Egzersiz sirasinda agir
basladiktan sonra egzersize devam edilmeli ve agr tolere edilemeyecek noktaya geldiginde
durup dinlenilmelidir. Agr1 gegmesi ile birlikte tekrar egzersize baglanmali ve bu dongiiye 30-
45 dakika devam edilmelidir. Egzersizin etkinligi kanitlanmis olmakla birlikte, hastalarin
%341 komorbid faktorler nedeniyle egzersiz yapamamis ve %30’uda egzersizi
reddetmistir(79). Bu nedenle PAH olan hastalarda etkili olmakla birlikte ancak hastalarin tigte

birlik kismina egzersiz tedavisi uygulanabilmektedir.

2.1.5.2. MEDIKAL TEDAVi

Farmakolojik tedavi semptomlar1 iyilestirmeyi ve hastalifin dogal progresyonunu
yavaglatmay1 amaclar. Medikal tedavi iki grupta incelenebilir. Bunlar antiplatelet ajanlar
(asetilsalisilik  asit,klopidogrel) ve reolojik/vazodilatator  (pentoksifilin, silostazol,

naftidurofril) ajanlardir.

Aspirin, tek basina kullaniminda asemptomatik hastalarda dahil olmak iizere PAH
populasyonunda istatistiksel anlamli yarar1 goriilmemistir(80). Bir calismada 325mg aspirin
kullaniminin cerrahi revaskiilerizasyon ihtiyacini azalttigi ancak kladikasyo konusunda
plesebo grubuyla anlamli fark olmadigi raporlanmistir(81). Klopidogrel, semptomatik PAH
olan bireylerde risk azaltilmasi agisindan aspirine alternatif olabilir. Ateroskleroz agisindan
yiiksek riskli olup kanama riski diisiik olan hastalarda aspirin ve klopidogrelin birlikte
kullanim1 yararli olabilir. Semptomatik PAH olan bireyler plesebo, aspirin ve
aspirin+klopidogrel kullanimi karsilastirildiginda, kombine antiplatelet kullanimi myokard

inferktiisii, inme ve 6liim oranlarinda belirgin fayda saglamistir(82).

Pentoksilin, metil ksantin tiirevi olup alyuvarlarin hiicre duvarindaki esneklige ve

deformasyonuna reolitik etkisi ile kan viskozitesini azalttig1 ve bu sayede sokulara oksijen
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sunumunu artirdigt  diistiniilmektedir. Ayrica trombosit aktivasyonunu ve fibrinojen
konsantrasyonunu azalttig1 diistiniilmektedir(83). Kladikasyosu olan 129 hastada yapilan ¢ok
merkezli ¢ift kor c¢alismada, plasebo grubuna gore yiirime mesafesinde anlamli artis
saptanmistir(84). Pentoksifilin yiirlime mesafesine etkisi istatistiksel olarak anlamli olsada
klinik olarak hastalar yeterli fayda gormeyebilir. Klinik etkisi tatmin edici olmasa da
pentoksifilin en erken basarili kladikasyo tedavisidir ve en iyi tolere edilen giivenli tedavi

secenegidir.

Silastozol, fosfodiesteraz-3 inhibisyonu ile hiicre ig¢i siklik adenosin monofosfati
(cAMP) artirarak damar diiz kaslar1 kasilmasini ve trombosit agregasyonunu azaltir. Ayrica
serum lipid konsantrasyonlarina etki ederek trigliserit seviyesinde azalma ve yiiksek dansiteli
lipoprtotein (HDL) seviyesinde artmaya neden olur. Ayrica kronik alt ekstremite iskemisinde
anjiogenezi uyaran vaskuler endotelyal biiytime faktorii (VGEF) sentezini degistirebilecegine
dair kanitlar mevcuttur(85). Silastozol ile pentoksifilin karsilagtirildigi randomize kontrolli
calismada; silastozol yliriime mesafesini %54 (107 metre) artirirken, pentoksifilin yiirime
mesafesini %30 (64 metre) artirdigi bulunmustur. Ayrica pendtoksifilin ile plasebo grubunda
anlamli fark saptanmamistir(86). Silastozolun kalp yetmezligi varliginda kullanimi

kontraendikedir.

Naftidrofuril, 5-hiroksitriptamil tip 2 antagonisti olup eritrosit ve trombosit
agregasyonunu azaltarak etki gosterir. Bir meta-analizde naftidrofuril, plasebo grubuna gore
yiirlime mesafesini %26 artirmistir(87). Cochrane analizinde kladikasyo tedavisinde olumlu

etkisi netlesmistir(88).

2.1.5.3. ENDOVASKULER TEDAVI

Alt ekstremite perifeirk arter hastaligi tedavisinde bir alternatif olan perkiitan kateter
girisimleri ilk kez 1964 yilinda Dotter ve Judkins tarafindan tanimlanmistir(89). Endovaskiiler
girisimler minimal invaziv olmasi nedeniyle zamanla daha 6n plana ¢ikmustir. 2116 hastanin
dahil edildigi aortoiliak balon anjioplasti veya stent terlestirme uygulanan bir meta-analiz

sonucuna gore 30 giinliik mortalite %1°den daha azdir(90).

Aortoiliak lezyonlarda endovaskiiler tedacvi ilk tercih haline gelmistir. Bir ¢caligmada
1996’dan 2000 yilina kadar aortoiliak okluziv hastaliklarda balon anjioplasti ve stentleme

%850 artig gosterirken es zamanli olarak cerrahi tedavide %16 azalma gdzlenmistir(91).
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Aortoiliak endovaskiiler girisimler yaklasik %96°1ik yiiksek basar1 oranlar1 ve %82’ye varan 3
yillik agiklik oranlarina sahiptir(92).

Endovaskiiler tedavi yontemleri infrainguinal periferik arter hastaligi i¢in de ilk tercih
haline gelmistir. Perkiitan transluminal anjioplasti(PTA) ve stent yerlestirme yaygin kabul
goren yontem olmakla birlikte subintimal anjioplasti (SIA) de total okluziv lezyonlar igin
uygulanmaktadir. Coklu komorbiditeleri olan veya otojen greft problemi olan hastalar cerrahi
sinirliliklar nedeniyle endovaskiiler yaklasimdan en cok yarar saylayacak hasta grubu
olabilirler(93). Endovaskiiler yontemlerin basarisini belirleyen en 6nemli faktor ise distal

damar yataginin durumudur(94).

Endovaskiiler islemlerde sonrast major komplikasyon orani %35, minor komplikasyon
orant %5’dir. Endovaskiiler islemler sonrasi 30 giinliik mortalite kladikasyosu olan hastalarda

%0,5 iken, ekstremiteyi tehdit eden hasta grubunda mortalite %10’a kadar ¢ikmaktadir(95).

2017 yilinda yaymlanan periferik arter hastaligi kilavuzuna gore infrainguinal

periferik arter hastaliklari i¢in girisim endikasyonlar1(96):

1) Lezyon uzunlugu<25cm ve daha once endovaskiiler girisim yapilmamis ise ilk
tercih endovaskiiler girisimdir.

2) Lezyon uzunlugu> 25c¢cm olan ameliyat riski yiiksek ve uygun ven grefti olmayan
hastalarda endovaskiiler girisim, ameliyat riski diisiik ve uygun ven grefti olan

hastalarda cerrahi tedavi diisiintiniilmelidir.

2.1.5.4. CERRAHI TEDAVI

Periferik arter hastalifi cerrahi tedavisi lezyonun bulundugu bolgeye, proksimal ve
distal anastomoz alanlarma gore bir¢ok secenegin oldugu genis bir konudur. Bu segenekler
aortafemoral bypass, iliofemoral bypass gibi anatomik bypasslari igerdigi gibi aksillofemoral
bypass, femorofemoral bypass gibi ekstra-anatomik bypasslar1 da igermektedir. Ancak alt
ekstremite periferik arter hastaliginin cerrahi tedavisi dendiginde infrainguinal bypass akla
gelmektedir. Otojen veya prostetik greftler kullanilarak uygulanan diz alti veya diz siitii
femoropopliteal bypasslar ve distal arterlere yapilan bypasslar infrainguinal bypass terimi

igerisindedir.

Infrainguinal bypassin iki ana endikasyonu kladikasyo ve kritik bacak iskemisidir.

Kladikasyo nedeniyle mesleki aktiviteleri ve gilinliik aktiviteleri kisitlanan hastalar
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infrainguinal bypass i¢in potansiyel adaydirlar. Bu grup hastalara cerrahi tedaviden once
yasam tarzi degisiklikleri, sigarayr birakma ve uygun medikal tedavi denenmelidir.
Kladikasyo sikayeti olan hastalarda 3-5 yillik klinik kétiilesme orani %20 ve amputasyon
orant %>5’in altinda olmasi nedeniyle ilk tercih yasam tarzi degisikligi ve medikal tedavi
olmalidir(97-98). Cogu merkezde infrainguinal bypass uygulanan hastalarin %15-30’u
kladikasyo sikayeti ile uygulanmaktadir(99). Kritik bacak iskemisi olan Fontaine Evre3-4 ve
Rutherford Evre4-6 hastalara siklikla miidahale gerektirir(100-101).

2017 yilinda yayinlanan periferik arter hastali§i kilavuzuna goére infrainguinal

periferik arter hastaliklar1 i¢in cerrahi tedavi endikasyonlar1(96):

1) Cerrahi igin yiiksek risk tasimayan, yasam beklentisi>2y1l olan, lezyon
uzunlugu>25cm olan, uygun otojen ven grefti olan hastalarda cerrahi tedavi
endikedir.

2) Otojen safen ven femoro-popliteal bypass i¢in tercih edilen grefttir.

3) Diz istii bypass uygulanacaksa, herhangi bir otojen safen ven yoklugunda protez

bir greft kullanilmasi diisiiniilmelidir.

Intrainguinal bypass prosediirleri en iyi sonucu otojen ven greftleri vermektedir, ancak
greft diz eklemini ge¢mezse protez bypasslarin sonuglart kabul edilebilir(102). Bypass
prosediirlerinin sonuglar1 hastaligin seviyesi ile iligkilidir; aortofemoral rekonstriiksiyonlar
infrainguinal prosediirlerden daha yiiksek agiklik oranlari ile iligkilidir. Bununla birlikte,
yeterli kalibrasyona sahip bir safen ven ile, infrapopliteal (krural) damarlarda bile uzun siireli
acik kalma oram1 5 yilda yaklasik% 70-80'dir(103-104). Farkli ¢alismalarda diz st
femoropoplitealbypass sonras1 5 yillik agiklik oran1 otojen greft i¢in %66, prostetik greft i¢in
%50, diz alt1 femoropopliteal bypass igin ise sirasiyla %66 ve %33 bildirilmistir(105-106). Bu
oranlar femorotibial bypass s6z konusu oldugunda otojen greft icin 5 yilda %74-80 olup
prostetik greft icin 3 yillik acik kalma orant %25 bildirilmistir(107-108). Prostetik greft ve
otojen greft kullanilarak olusturulan kompozit greftler i¢in 5 yillik agik kalma oran1%28-

50°dir(109).

Operasyondan sonra greftlerin agik kalma oranlarini etkileyen baslica faktorler otojen
greft kullanimi, diyabet olmamasi ve distaldeki arterlerin agikliginin iyi olmasidir. Ayrica
postoperatif uygun medikasyonda greft aciklig1 i¢in 6nemlidir. Antiagregan ajanlar Periferik

cerrahi girisimler i¢in incelenmis ve aspirinin prostetik greft agikligi, inme riski ve myokard
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infarktiisii riskini azaltmak icin etkili oldugunu gostermistir(110). Greft tormbozu agisindan
yiiksek riskli oldugu diisiiniilen hastalarda varfarinde tercih edilebilir(111). 2690 hastanin
dahil edildigi c¢ok merkezli randomize kontrollii bir c¢alismada, infrainguinal
revaskiilerizasyonda oral antikoagulanlarin ven greft acikligini artirdig1 ve aspirinin prostetik

greft acikligini artirdigr gosterilmistir(112).

Alt ekstremite Periferik arter hastaligi cerrahi tedavisinde ilk tercih otojen ven grefti

olmakla birlikte hetorojen greftler ve prostetik greftlerde mevcuttur.

2.2. CERRAHI TEDAVIDE GREFT SECIiMi

Teknolojideki gelismelere ragmen halen dogala yakin greft materyali mevcut
degildir.Enfeksiyona yatkinlik, esneklik, tromboza yatkinlik, fleksibilite agisindan daha iyi
greft materyalleri ¢alisilmaktadir(113-114). Var olan segenekler arasinda en ideal greft otojen

ven greftleridir(115).

2.2.1. OTOJEN GREFTLER

Otojen ven greftlerinin kullanimi ilk olarak 20. Yiizyil baslangicinda popliteal arter
anevrizmalarinda uygulanmistir. Aterosklerotik periferik arter hastaliginda ise 1944 te Dos
Santos tarafindan ylizeyel femoral arter endarterektomi sonrasi yama olarak kullanildig:
raporlanmistir(116). Birka¢ yil sonra Kunlin yiizeyel femoral arterdeki kisa lezyonlar igin
safen ven greftini kullanmistir(117). Ancak zamanin cerrahi teknikleri nedeniyle olusan
anastomoz problemleri safen ven grefti agiklik sonuglarini olumsuz etkilemesi nedeniyle
1940-1950 arasinda cerrahlar arteryel homogreftlere ve yeni gelisen prostetik greftlere

yonelmistir.

1960 ‘Ii yillarda diz alt1 bypassta prostetik greftlerin yetersiz kalmasi safen ven greftlerine
tekrar ilgiyi artirmistir(118). 1963 yilinda Dale tarafindan femorotibial bypass i¢in otojen
safen ven kullanimi ¢alismasi yayinlanmistir(119). Cerrahi tekniklerde gelismeler ile birlikte
1980’lerde alternatif otojen greft (kii¢iik safen ven, yiizeyel femoral ven, kol venleri vb.)

arayislart baglamistir(120).

Infrainguinal bypass icin kullanilabilecek otojen greft secenekleri arasinda
kontralateral veya ipsilateral biiyiik safen ven(121), kiiciik safen ven(122), ylizeyel femoral

ven(123), basilik veya sefalik kol venleri(124), ve radial arter (125) mevcuttur.
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Otolog ven greftleri arasinda ilk secenek biiyiik safen vendir. Ipsilateral tarafta biiyiik
safen ven uygun degilse veya yok ise kontralateral safen ven grefti tercih edilmektedir.
llerleyen zamanlarda tekrar safen ven ihtiyact bu hasta grubunun %20-25’inden az bir
boliimiinde mevcuttur. Bu nedenle kontralateral safen ven grefti kullanilabilir ve bu az
miktardaki hasta grubu icin ihtiya¢ halinde farkli otolog greft secenekleri diisiiniilebilir.
Ipsilateral safen venin olmadig1 durumda kontralateral safen ven korunmaya calisan farkl

yaklasimlar kol venlerini kullanmayi tercih etmektedir(124-126).

Otojen ven greftleri rejeksiyon goriilmemesi, diflizyon ile beslenerek canliligini
korumasi ve acikligini etkileyen en 6dnemli etkenin endotel hasari oldugu bilinmektedir(127).
Varikéz yapida olmasi ve fibrotik kapaklar icermesi de agikhigi etkiledigi

unutulmamalidir(128).

2.2.1. ALLOGREFTLER VE HETEROGREFTLER

Otojen ve prostetik greftlerdeki sinirlamalarfarkli seceneklerin arastirilmasina neden
olmus ve biyolojik greftlerin degerlendirilmesine yol agtistir. Biyolojik greftler, klinik
uygulamada kullanilmak {izere modifiye edilmis otojen olmayan biyolojik damarlardan
yapilmis bypass kanallaridir. Allogreft veya homogreft terimi, ayni tiir i¢inde bir kisiden
digerine nakledilen damarlar iken; ksenogreftler veya heterogreftler, bir tiirden farkli bir tiire

nakledilen greftler i¢in kullanilmaktadir.

Carrel, 20. yiizyilin ilk on yilinda kdpeklerde allogreftler ve ksenogreftlerle deney
yapmistir(129).Birinci Diinya Savasi sirasinda Yyaralilardan elde edilen ilk kaydedilmis
allogreft kullanimistir(130). 1948'de Gross ve arkadaslari, arteryel allogreftlerin ilk klinik
serisini tanimladi(131) ve on yildan daha kisa bir siire sonra, Linton vendz allograft serisini
yayilamigtir(132). 1950'lerde  c¢esitli  allogreft  kriyoprezervasyon  yontemleri
gelistirilmig(132),ve son olarak 1980'lerin sonunda standardize edilmistir(133). Enzimatik
olarak islenmis sigir karotis arteri (BCA) ksenogreftleri ilk olarak 1966'da klinik bir
ortamdakullanilmistir(134). Insan damarlarina benzer tekniklerin uygulanmasi, 1976 da insan
umbilikal ven (HUV) greftinin Dardik tarafindan gelistirilmesine yol agmistir(135). Teorik
olarak, kullanilabilirlik, ¢ok cesitli boyutlar, miikemmel kullanim o&zellikleri ve otojen
damarlarinkine benzer ag¢iklik oranlar1 ile biyogreftler en uygun vaskiiler greftgibi

goriinselerde pratikte bu denli yer edinememistir.
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Bir kdpek modelinde, taze vendz allogreftlerin agiklik orani 20. Ayda% 69 olarak
saptanmistir(136). Baska bir kdpek venoz allogreft deneyinde, azatiyoprin ile immiinsiiprese
edilen kopekler, immunsiiprese olmayanlara gore biraz daha 1iyi greft acikhigi
gdstermistir(137). Insanlarda, infrainguinal bypass i¢in kullanilan taze vendz allogreftlerin bir
seride basarisizlik orani% 55 olup; basarisiz greftler tikanmis veya anevrizmatik hale
gelmigstir. Allogreflerin agiklik oranlari, greftleri kan grubu ABO uyumlu dondrlerden
toplanan hastalarda daha yiiksek goriinmektedir(138). Baska bir ¢alismada, aortik pozisyonda
arteriyel allogreftlerin, hem humoral hem de hiicresel diizeyde yiiksek derecede immiinojenik

oldugu gosterilmistir(139).

Kriyoprezervasyon tekniklerinin gelistirilmesi ile birlikte dondrden alinan biyolojik
greft, kolayca {iretilebilen ve depolanabilen dayanikli ve immiinojenik olmayan greft haline
doniistiiriilmesi amaglanmistir.Ilk baslarda, modifiye sigir karotis arter(BCA) greftleri énce
kopeklere ve daha sonra semptomatik alt ekstremite okliizif hastaligi olan hastalara
heterogreft olarak kullanilmistir. Ug yillik takipte greft riiptiirii gdriilmemesine ragmen erken
neointimal hiperplazi ve azalmis aciklik gozlenmistir(134).S18ir mezenterik venleri(BMV) de
glutaraldehit islemi ile modifiye edilmis ve y radyasyon ile sterilize edilmistir(140). Hem
BCA'lar hem de BMV'ler, bir dizi Kklinik uygulamada heterogreft olarak
kullanilmistir.Modifiye sigir treterleri, kiiglik bir ¢alismada femoropopliteal bypassta kabul
edilebilir agiklik oranlari ile klinik olarak kullanilmistir(141). Buna ek olarak, kiigiik bir
randomize ¢alisma, ven segenekleri olmayan hastalarda hemodiyaliz erisimi i¢in kullanilan

sigir ireterleri ve PTFE arasinda klinik fark saptanmamaistir(142).

2.2.1. PROSTETiIK GREFTLER

Sentetik greftler, modern arteryel rekonstriktif cerrahide 1952'de Voorhees ve
arkadaslar tarafindan Vinyon-N liflerinden dokunan bir vaskiiler greft gelistirilmesi ile yer
almistir(143). Basarili erken klinik sonuglara ragmen, birinci kusak vaskiiler protezlerde uzun
stireli dayaniklilhik saglanamamigtir. 5 yil i¢inde greft dilatasyonu ve anevrizmal
dejenerasyongoslenmistir(144-145). Sentetik arteriyel kanallar igin 1950'ler boyunca kat1 sert

metaller, cam ve ipek dahil olmak {izere ¢esitli aday materyaller incelenmistir.

Polimer bilimi ve miihendisligindeki yenilikler, 1938'de politetrafloroetilenin (PTFE;
orn. Teflon) ve 1941'de polietilen tereftalatin (PET; Ornegin Dacron) bulunmasini

saglamistir.Prospektif randomize klinik c¢alismalar, PET ve PTFEmin infrainguinal
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pozisyonda kullanildiginda uzun siireli performans 6zelliklerinde ¢ok az farklilik gdsterdigini
dogrulamistir. Bununla birlikte, her ikisi de daha yiliksek tromboz ve anastomotik neointimal
hiperplazi riski nedeniyle otojen ven greftlerinden belirgin sekilde daha diisiik agiklik
gostermektedir. Bu komplikasyonlar prostetik greftlerde trombojeniteyi azaltmak amaciyla

yeni ylizey yapilari gelistirmek i¢in ¢alismalar yapilmasina neden olmustur.

2.2.3.1. DAKRON GREFTLER

Dakron, olduk¢a dayanikli polyester polimeri olan polietilen tereftalatin DuPont
tarafindan tanimlanan bir 6rnegidir. DeBakey ilk 6rme Dacron protezini 1957'de bildirmis
olup torasik ve abdominal aortun yani sira proksimal periferik damarlarin arteriyel
rekonstriiksiyonu i¢in de yaygin olarak kullanilmistir(146). Dakron liflerinin tubuler bir greft
haline déniilmesi dokuma ve 6rme olmak iizere iki teknikle yapilmistir. Orgii teknigi,
yumusak ve gerilebilir bir kumas gibi liflerin birbirine gegen zincirde seklinde ilmek
yapmasidir. Buna karsilik, dokuma teknigi liflerin uzunlamasina ve g¢evresel dogrultularda
iistten ve alttan birlesmesi ile olusturulur(147-148). Dokuma greftler, 6rme greftlerden daha

giiclii ve daha az gozeneklidir, ancak daha az uyumludur ve kesildiginde yipranabilirler.

Dacron greftlerinin c¢esitli modifikasyonlar1 mevcuttur. Yiizey trombojenisitesini
azaltmak icin biyoaktif heparin ile kapli veya floropolimerler ile pasiflestirilmis greftler
gelistirilmistir(149). Greft enfeksiyonu olusumunu azaltmak i¢in glimiis kapli bir Dacron
grefti de eklenmistir. Bu degisikliklerin sonuglar iyilestirip iyilestirmedigini belirlemek i¢in
uzun siireli takip calismalari gerekmektedir. Orme greftler, implantasyondan hemen sonra
greft boyutunda %210-20 artis, ardindan yavas yavas genisleme ile zamanla dilatasyona
egilimi gostermistir(150). Bununla birlikte, greft dilatasyonu ve yapisal basarisizlik
korelasyonu belirlenmemistir(151).1997'de FDA, implantasyondan ortalama 7.4 yil sonra
meydana gelen toplam 68 yapisal basarisizlik vakasi bildirmistir(152). Baska bir ¢alismada,
ortalama 12 yillik takipte% 0.2'lik bir yapisal basarisizlik oran1 bildirilmistir(153).

2.2.3.2. POLIURETAN GREFTLER

Politiretan, Dacron veya ePTFE'den daha elastomeriktir ve polimerik bir kaplama
olarak kullanilmistir. Poliliretan, ¢ farkli monomer tipinden (Sert katman,zincir
genisletici,yumusak katman) olusan bir kopolimerdir. Fizyolojik sicakliklarda, yumusak
alanlar  esneklik  saglarken sert alanlar kuvvet kazandirir. Medikal amagh

kullanilanpoliiiretanlar; polyester, polieter veya polikarbonattan yapilmis yumusak alanlara

18



sahiptir. Poliliretan vaskiiler greftlerin ilk jenerasyonunda polyester bazli yumusak alanlar

kullantlmistir.

In vivo calismalarda biyouyumlulugun yiiksek oldugu gozlenmistir, ancak ester
baglantisinin hidrolitik duyarlilig1 kimyasal dejenerasyona yol agmistir(154-155). Bir klinik
calismada diz alt1 bypass greftlerinin 1 yil i¢inde yarisindan fazlasi tikanmistir(156).
Biyodejenerasyon da olasi kanserojen etkiler nedeniyle onemli bir problemdir. FDA,
hayvanlarda karaciger kanserine neden olan 2,4-toliien diamin salinimi nedeniyle 1991 yilinda
meme implantlarinda poliiiretan kopiik kullanimini sonlandirmistir(157). Ancakgiiniimiizde

kullanilan ¢ogu politiretan, farkli bir monomerik diamin alt birimi igermektedir.

Vectra (Bard Periferik Vaskiiler, Inc., Tempe, Ariz) polieter iiretan bazli temin
edilebilen tek grefttir ve sadece hemodiyaliz erisimi i¢in kullanilmaktadir(158). Kendiliginden
sizdirmazlik 6zellikleri nedeniyle implantasyondan sonraki 24 saat ig¢inde hemodiyaliz
amaciyla kullanilabilirler. Poliliretanin ana avantaji yiliksek elastikiyeti olmakla birlikte
implantasyonundan sonra zayif biyo-kararlilik ve uyum kaybi gostermesi nedeniyle klinik

kullanimini siirlanmistir(159).

2.2.3.3. PTFE (POLITETRAFLOROETILEN) GREFTLER

PTFE, DuPont tarafindan 1930'larin sonlarinda Teflon olarak tescillenen dayanikli,
hidrofobik bir floropolimerdir. PTFE baslangicta tekstil bazli greftlerde fibril olarak
kullanildi, ancak giliniimiizde agirlikli olarak genisletilmis PTFE (ePTFE) greftleri
kullanilmaktadir. ePTFE (expanded politetrafloroetilen), Matsumoto tarafindan 1973 yilinda
tanimlanmistir(160). Genisletilmis PTFE greftleri ilk olarak 1972'de hayvanlara implante
edilmig(161)olup Campbell ve arkadaslari 1976'da ilk klinik kullanimlarini bildirmistir(162).

Makroskopik olarak, ePTFE'in yiizeyi Dacron'dan daha piiriizsiiz, yumusak ve
esnektir. Mikroskobik Olgekte, genisletme islemi, fibrillerle baglanan kati adalardan veya
diigiimlerden olusan gozenekli bir yapiy1 ortaya ¢ikarmaktadir. Bu ada-fibril yapisi, genlesmis
polimerin toplam hacminin yaklagik %20'sini kaplar ve Dacron greftlerinden daha yiiksek
gozenek orani ile sonuglanir. Bununla birlikte, ePTFE greftlerindeki gdzenekler, dokuma veya
orme dakron greftlere gore oldukga kiigiiktiir. Ayrica, floropolimerin dogal hidrofobik dogasi,
kanin niifuz etmesini Onleyen dogal bir bariyer olusturur. ePTFE'nin kimyasal
uygunlugunaragmen, plazma proteinleri ve trombositler yiizeye yapisir ve konak¢i yaniti

Dacron'a benzerdir(163).
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ePTFE greftlerince duvarl, cuff’li, ringli olmak iizere cesitli konfigiirasyonlarda
mevcuttur. Ince duvarli ePTFE, 400 ila 600 pm standart duvar kalinligina kryasla 200 ila 300
um duvar kalinligina sahiptir. Bu, greftin uyumunu arttirmaklaberaber siitiir tutma giicii kayb1
ve protezin tekrarlanan diyaliz erisimii¢in elverisli olmamasi nedeniyle kullanimi kisithdir.
Ince ve standart duvarli ePTFE greftlerinin klinik performanslar1 da benzer bulunmustur(164).
ePTFE greftlerinin biikiilme direnci, harici plastik ring uygulanmasiyla arttirilmigtir. Cuff
yapist ise, greft hemodinamisini optimize etmek amaciyla gelistirilmekle birlikte kesin olarak
kanitlanmamustir(165). Ek olarak, ePTFE kendiliginden sizdirmazlik 6zellikleri géstermedigi

icin, , ponksiyon bolgesinde kanama riski nedeniyle hemodiyalize erken erisim engellenir.

ePTFE greftlerde, Dacron greftlere gore trombosit birikiminin(166) ve kompleman
aktivasyonunun(167) daha diisiik oldugunu gosteren bazi kanitlara ragmen, Dacron ve ePTFE
greftlerinin agiklik oranlar1 benzerdir(168).ePTFE greftlerde agiklik oranini artirmak i¢in bazi
ic yilizey kaplamalari uygulanmaktadir. Heparin ve karbon kapli ePTFE protezleri

kullanilabilir hale gelmistir, ancak agiklik oranlarini artirdigina dair veriler halen sinirlidir.

e Heparin Kaph ePTFE

Heparinize bir yiizeyin ilk raporu 1963 yilinda Gott tarafindan yaymlanmistir.
Bu ¢alismalarda grafit kapli ylizeylerde iyonik olarak baglanmis heparinin in vitro ve
in vivo pihtilasma siirelerini 6nemli 6l¢lide uzattigr gosterilmistir(169).Daha sonra
heparin kaplama teknolojileri farkli cihazlar igin gelistirilmis ve &zellikle
kardiyopulmoner bypass devrelerinde yaygin sekilde kullanilmistir(170).

Prospektif randomize ¢ok merkezli bir calisma, femoropopliteal bypass icin
standart ePTFE ile heparin bagli Dacron greftlerini (MAQUET Holding GmbH & Co.
KG., Rastatt, Almanya) karsilastirmistir. Heparin bagli Dacron greftlerinin agikligi 3
yilda ePTFE'den daha distin bulunmus, ancak 5 yilda anlamhi bir fark
gozlenmemistir(171). Baska bir randomize ¢ok merkezli prospektif bir ¢alisma da,
femoropopliteal pozisyonda heparin bagli Dacron greftlerinin standart ePTFE ile
karsilastirilabilir 5 yillik aciklik orani sergiledigini bildirmistir(172).

Heparinin  greftin liminal yiizeyine kovalent baglanmasiile, heparin
molekiiliiniin  biyoaktivitesini kaybetmedigi gosterilmistir(173).Kdpek ve primat
modellerinde trombosit aderansini, akut trombozu ve anastomotik intimal hiperplaziyi
azalttig tespit edilmistir(174).Trombosit aderansinin azalmasi, trombiis olusumu ve

miyointimal hiperplazinin inhibisyonuile, hem erken hem de ge¢ greft yetmezligini
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azaltmasihedeflenmistir. Walluschek, diz alt1 baypaslar i¢inl yillik agiklik oranini %80
bildirmistir(175). Ayrica, Bosiers, popliteal ve tibial bypasslar igin yiiksek (sirasiyla%
82 ve% 97) 1 wyillik agiklik oranlart bildirmistir(176).Propaten (WL Gore ve
Associates) olarak pazarlanan heparinle kapli bir ePTFE greft, 2006 yilinda FDA
onayr almistir. KaplamasizePTFE'ye kiyasla heparin bagli ePTFE (Propaten) i¢in 1
yillik agiklik oranimin(% 81'e kars1% 69, P = .03) iistiin oldugu bildirilmistir(177).

I¢ yiizeyi heparin kapl greftlerin iki biiyiik problem mevcuttur. Bunlardan ilki,
i¢ yiizeydeki heparin kaplamasinin bir siire sonra etkisini kaybetmesidir. Iki ¢calismada
Dacron greftleri tizerindeki heparin aktivitesi ve bir koyun modelinde Propaten
greftlerinin implantasyonundan sonraki 3 veya 6 ay icinde heparin etkisi
kaybedilmistir(178-179). Diger bir sorun ise heparin kapli greft kullanimi ile ortaya
coikabilecek heparine bagli trombositopenidir. Heparine bagli trombositopeni, diinya
capinda alt ekstremite bypass greftleri gec¢iren hastalarin i¢inde birkag vaka raporunda
tanimlanmistir(180-181). Bununla birlikte, heparinin kovalent olarak baglandigi
greftlerde, implantasyondan 6 hafta sonrasina kadar in vivo hemostazin sistemik
belirteclerinde herhangi bir artis olmadig1 ve heparine kars1 antikor tespit edilmedigi

bildirilmistir(182).

Karbon Kaph ePTFE

Implante edilebilir materyallerin pirolitik veya grafitik karbon kaplamast,
vaskiiler greftler, kalp kapakgiklar1 ve stentler dahil olmak iizere cesitli kanla temas
eden cihazlar i¢in uygulama alan1 bulmustur(183). Pirolitik karbon filmler, metan gibi
bir hidrokarbonun ayrisma sicakligina kadar isitildigi ve grafitik tabakanin yiiksek
derecede diizenli bir karbon atomu katmani olarak kristallestirildigi kimyasal bir islem
ile tiretilir.

Karbon kapl vaskiiler protezlerin erken hayvan caligmalari, kaplanmamis
kontrollere kiyasla gelismis agiklik oranlar1 gostermistir(184).Bununla birlikte, karbon
kapli ePTFE greftlerindeki yiizey diizensizlikleri diger arastirmalarda diisiik
performansa katkida bulunmustur(185). Koyunlarda yapilan 15 aylik implant
caligmalari, karbon kapli polyester greftlerde trombosit yapismasinin azaldigini

belgeledi, ancak bu genel histolojik sonuglari veya agiklik oranlarini etkilemedi(186).

21



Ayrica, prospektif, randomize ¢ok merkezli bir ¢alismada, 283 hastaya
femoral-anterior tibial arter bypass i¢in 6 mm karbon kapli (Carboflo, Bard Periferik
Vaskiiler, Inc) veya kaplanmamis ePTFE greftleri (Bard Periferik Vaskiiler, Inc) greft
karsilastinlmistir. Ug yillik takipte aciklik veya uzuv kurtarmasi agisindan iki grup

arasinda anlaml fark gézlenmemistir(187).

2.3. CERRAHI TEDAVIDE KOMPLIKASYONLAR
Periferik arter hastaliginin cerrahi tedavisinde sistemik (kardiyak, renal, respiratuvar)

veya lokal (ndrolojik hasar, aortoenterik fistiiller, anastomoz boélgesinde anevrizma vb.)
komplikasyonlar goriilebilmektedir. Bu komplikasyonlarin yan1 sira greft trombozu ve greft
enfeksiyonu, greft basarisizligl ile baslayip ekstremite kaybina kadar ilerleyen 6nemli

sonuglar dogurabilecek ciddi morbidite ve mortalite nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.3.1. GREFT TROMBOzZU
Postoperatif greft trombozu vaskiiler cerrahi pratiginde 6nemli bir klinik sorun olmaya

devam etmektedir. Erken veya ge¢ donem greft trombozu nedeniyle vaskiiler girisim
gerektiren hastalarda uzuv kaybi, ciddi morbiditeve mortalite riski mevcuttur. infrainguinal
bypass operasyonu gegiren hastalarda greft yetmezliginden 1 yil sonra, hastalarin% 50'sinden
fazlas1 major amputasyongecirmektedir(188). Kalan hastalar arasinda %25 oraninda istirahat
agrisiveya ilserasyon, % 15 oranindadliim riski mevcuttur(189-190).

Greft trombozunun nedenleri ¢ok faktorlii olup hasta demografisi, risk faktorleri,
komorbid kosullar1 ve arteriyel rekonstriiksiyon ile ilgili teknik konulariigerir. Bu risk
faktorleri ve rekonstriiksiyon teknigi, ilk ameliyattan tiim takip donemine kadar greft agikligi
tizerinde etkilidir. Bunu g6z oniinde bulundurarak, en uygun sonucu elde etmek i¢in ilk
rekonstriiksiyonda teknik hassasiyet sarttir ¢linkii teknik hatalar revaskiilarizasyondan sonra
erken basarisizhigin %4-25'ini olusturur(191).Ameliyat Oncesi planlamaya ve operasyon
teknigine 6zen gosterilmesine ragmen, revaskiilarizasyon basarisizlig1 goriilebilmektedir.

Bir calismada, greft yetmezligini Ongoren risk faktorlerini agiklamak amaciyla
infrainguinal arteriyel bypass uygulanan hastalarin 8 yillik takibi sonucu, geng yas (<60 yas),
Afro-Amerikan 1k ve krural hedef damarlarin greft yetmezligi ile iligkili oldugutespit
edilmistir(192). Ayrica hemodiyaliz bagimliliginin, bilinen bir hiperkoagulabilite varliginin
veaktif sigara i¢iminin bagimsiz olarak otojen ven greft okliizyonu ile iligkili
oldugugosterilmistir(193). Bununla birlikte kiigiik ven greft capinin (<3 mm) bagimsiz olarak

greft yetmezligi ile iliskilendirilmistir(194). Daha once endovaskiiler girisim uygulanan
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uzuvlarda yapilan bypass greftlerinin(% 28 okliizyon orani), hi¢ endovaskiiler miidahale
gecirmeyen uzuvlarda uygulanan greftlerden(% 18 okliizyon orani) anlamli derecede yiiksek
basarisizlik oranina sahip oldugunu gosterilmistir(195).

Greft trombozunun operasyondan sonraki ilk 30 giin icerisinde gelismesi erken greft
trombozu olarak tanimlanmaktadir.Infrainguinal ven greft revaskiilarizasyon tekniklerinde
iyilesmelere ragmen, greftlerin % 5-10'u yerlestirmeden sonraki 30 giin i¢inde basarisiz
olmaktadir(196). Cerrahi teknikteki hatalarin erken greft basarisizliklarinin yaklasik% 25'ini
olusturdugu bulunmustur(197). Erken dénemde greft trombozu tanisi konduktan sonra, ilk
olarak bypass greftinin kurtarilmasi icin segenekler arasinda cerrahi trombektomi veya
trombolitik tedavi yer almaktadir. Erken donemde uygulanan trombolitik tedavi kanama
riskini de berberinde getirmektedir. Akut ekstremite iskemisi i¢in trombolitik tedavi {lizerine
yapilan bir meta-analize gore, trombolitik ile iligkili major kanama riski, yaklasik ti¢c kat(OR
2.85) daha fazla bulunmustur(198). Protez greft trombozunda trombolitik tedavi ilekismen
daha iyi sonuglar elde edilmistir(199). Greft trombozu goriilen hastalarda 1 yilda kiimiilatif
sekonder agiklik orani %47 olarak bildirmistir. Bununla birlikte hastalarin %26'sina greft
trombektomisinden sonraki 1 ay iginde amputasyon, % 41'ine ise 1 yil icinde amputasyon
gerektigi bildirilmistir(200).

Greft trombozunun ilk 30 gilinden sonra gelismesi ge¢ greft trombozu olarak
adlandirilmaktadir. Erken greft trombozlarinda kanama riski nedeniyle trombolitik tedaviden
kaginilmakla beraber tromboze olan greftin hastada bulundugu siire arttik¢a (1 yil ve daha
fazla) trombolitik tedaviye verecegi yanit daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte ge¢
donemde greft trombozu goriilen olgularda ek cerrahi girisim oran1 ¢ok yiiksektir.

Trombolitik tedavinin komplikasyonlari, tekrar cerrahi girisim getirdigi riskler, tim
miidehalelere ragmen ekstremitenin kurtarilamamasi gibi durumlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda greft trombozu ciddi morbidite ve mortalite sebebi olarak karsimiza

cikmaktadir.
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2.3.1.1. INTIMAL HIPERPLAZI
Intimal hiperplazi, damarlarin ve greftlerin yaralanmaya karsi evrensel tepkisidir.

Otojen veya protez bypass greftlerinde meydana gelen kronik bir yapisal degisikligi tanimlar.
Gelisimi kronolojik olarak hiperakut, akut ve kronik olarak {i¢ asamaya ayrilmaktadir. Bu
asamalar icerisinde koagiilasyon, inflamasyon, hiicre migrasyonu, hiicre proliferation ve
remodeling gibi mekanizmalar yer almaktadir.

Politetrafloretilen (PTFE) greftler {izerinde yapilan ¢aligmalar, implantasyondan 5 ila
24 giin sonra, kirmizi kan hiicrelerinin ve fibrinin anastomoz ¢izgilerini ve bazi liiminal
ylizeyini kapladigin1 gostermistir. Makrofajlar bu trombiis boyunca dagilmis olarak
bulunabilir. 11 ila 48 ay arasinda, ya tek bir endotel hiicre tabakasi ya da greftin anastomotik
segmentlerini kaplayan ince bir fibrin tabakasi bulunur ve burada gozlenen diiz kas hiicreleri
ve kollajen gelismekte olan bir anastomotik intimal hiperplazi olarak tanimlanir.
Implantasyondan 94 ila 149 ay sonra, anastomoz bdlgesindeki intimal hiperplazi
degistirilemez, bu siiregte Olglilen intima tabakasi 11 ila 36 ay arasinda alinan greftlerde
goriilen kalinlik ve uzunlukla aymidir. Makrofajlar, lenfositler, monositleri ve dev hiicreler
gibi kronik enflamatuar hiicreler de ePTFE greftlerinde tanimlanabilir(201).

94 ve 149 ay arasinda eksplante edilen greftin liimen yiizeyleri, {ist liste binmis daginik
trombiis ile birlikte bir bag dokusu matrisi ile kapli oldugu goriilmiistiir(202). Deneysel
modellerin ¢ogunlugunun aksine, insan dolagimina sokulan protez greftlerin i¢ ylizeyi
tamamen endotelize bir intima gelistirebilecegine dair mevcut kanit yoktur(203). Aksine,
endotel hiicreleri luminal ylizeyi anastomozlarin yakininda sadece birkag santimetre
doldurdugu go6zlenmistir. Greftin geri kalan1 genellikle maruz kalan PTFE alanlariyla
serpistirilmis trombosit ve lokosit igeren ince diizensiz bir organize fibrin tabakasi ile
kaplanir(204).

Lipid ve kolesterol birikimi insidans1 yiiksektir olup PTFE greftlerinde ateromatoz
degisiklikler de tespit edilmistir. Kollajen tip III baskin olmakla birlikte kollajen alt tipleri I,
IV ve V de tanimlanabilir. Tip Il kollajen saptanmamustir. Elastin fibrilleri de anastomotik
neointimal hiperplazi i¢inde goriilebilir(205).

Bir PTFE greftin endotelizasyonu, kapiller goé¢ sonucu transmural endotelizasyon ve
anastomozlardan gé¢ yoluyla endotelizasyon olmak iizere iki yolla meydana gelebilir. Greft
duvarindan kapiller go¢ greftin gézenekli 6zelliklerine baglidir. PTFE'nin gozenekliliginin bu
fenomen iizerinde 6nemli bir etkisi vardir. Babun aortoiliak pozisyonuna yerlestirilmis diigiik

gozenekli greftlerde (10-30 um), liiminal endotel kapsama alani anastomozlarin yakinindaki
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kiiglik alanlarla smirlidir(206). Yiiksek gozenekli greftlerde (60-90 um), luminal endotel
tamamlandig1 goriilmiistiir(207).

PTFE greftlerinin endotelizasyonunun meydana geldigi ikinci bir siire¢ anastomoz
bolgesinden gog ile biiylimedir. Greftin gézenekliligi 6nemlidir, ¢linkii gézeneksiz greftlerin
diizensiz ve kirilgan bir endotelyal ilerleme bolgesi vardir. Kopek modelindeki yeni kanitlar,
greft endotelizasyonunun {iglinci  bir olast sekli olarak kan akisindan serpme

endotelizasyonunu destekler(208).

2.3.2. GREFT ENFEKSIYONU
Vaskiiler protez enfeksiyonu insidansi, rutin antibiyotik profilaksisi, cihazlarin

sterilizasyonundaki iyilestirmeler, aseptik prosediir ve cerrahi teknige dikkatle uyulmasi
nedeniyle nispeten diisiiktiir. Vaskiiler protezde enfeksiyon meydana geldiginde, saptanmasi
ve tedavisinde gecikme kotii prognoz ve yiiksek mortalite ile sonuglanir. Erken donemde tani
konamaz veya tedavi edilmezse, sepsis, kanama, tromboz veya implant yetmezligi sonucu
end-organ iskemisi meydana gelecektir. Genel olarak, protezin eksizyonu ile birlikte cerrahi
tedavi her zaman gereklidir, ¢linkii antibiyotikler yerlesik bir enfeksiydz siireci ortadan
kaldirmak i¢in yetersizdir. Uygun bir tedavi plami klinik bulgular, anatomik yerlesim, ilk
implantasyondan bu yana gegen siire, greft materyali tipi, enfeksiyon derecesi, enfekte
organizmanin viriilansi ve hastanin altta yatan komorbid durumlarindan etkilenir.

Vaskiiler protezlerin rapor edilen enfeksiyon insidansi, gergeklestirilen agik
operasyonlarin% 0,2-5"1 arasinda degisir ve implant bolgesinden, miidahale endikasyonundan,
altta yatan hastalik ve konak¢i savunma mekanizmalarindan etkilenir(204). Erken greft
enfeksiyonu(<30 giinliik) insidansi, prosediirlerin% 1 ila % 2'si arasindadir. Acil bir prosediir
sirasinda veya protez-femoral arter anastomoz varliginda protez enfeksiyonu olasiligi daha
yiiksektir.

Protez greft enfeksiyonlarinda, implantasyon sonrasi ortaya ¢ikma zamanina, ameliyat
sonrast yara enfeksiyonuna (Tablo2.2) ve greft tutulumunun derecesine gore farkli
siiflandirmalar mevcuttur. Operasyondan sonraki ilk 4 haftada goriilen greft enfeksiyonlari
erken, 4 haftadan daha sonra goriilen greft enfeksiyonlar1 ge¢ greft enfeksiyonu olarak

adlandirilmaktadir.
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Szilagyi Siniflandirilmasi
Grade | Yara bolgesinde seliilit
Grade 1l Cilt alt1 dokuyu igeren enfeksiyon
Grade I Vaskiiler protezi igeren enfeksiyon

Tablo 2.2. Szilagyi Smiflandirmasi: Postoperatif Yara Enfeksiyonuna gore Siiflandirma

Biyomateryal ile iliskili enfeksiyonun patogenezi dort temel adimi igerir: (1)
bakterilerin greft yiizeylerine yapismasi, (2) bakteriyel biyofilm iginde mikrokolonilerin
olusumu, (3) konak¢1 savunmalarin aktivasyonu (notrofil kemotaksisi, kompleman
aktivasyonu) ve (4) perigraft dokular1 ve greft-arter anastomozlarini igeren enflamatuar yanit.
Bakterilerin biyomalzeme yiizeyine yapismasindan sonra, hem greft hem de bakteriyel
ozellikler kolonizasyon olasiligin1 etkiler. Polyester greftlere bakteriyel yapigma
politetrafloroetilen (PTFE) greftlere gore 10 ila 100 kat daha fazladir. Stafilokoklar gibi gram
pozitif bakteriler, gram negatif bakterilerde goriilenden daha fazla sayida biyomalzemeye
yapismayi destekleyen hiicre dist bir glikokaliks veya miisin {iretir.

Implantasyondan sonra ortaya ¢ikan lokal enflamatuar yanit, greft materyalinin dis
yiizeyinde bag dokusu biiylimesini/yapigsmasint saglar. Bu iyilesme siireci, bakteriyel
adherans ve kolonizasyon riskini artiran erken perigraft seroma veya hematom olusumu ile
bozulabilir. Enflamatuar yanit ayrica lokal iskemi ve bakteriyel kolonizasyona potansiyel
olarak elverisli olan asidik bir pH ile karakterize olumsuz bir iyilesme ortami yaratir.

Enflamatuar dengenin bozulmasi, tiimor nekroz faktorii ile uyarilan makrofajlar
tarafindan matris metaloproteinazlarin (MMP) {iretiminin asir1 sekilde azalmasima neden
olabilir(210). Salgilanan hiicre dig1 matrisin ve anjiyojenik biiyiime faktorlerinin bozulmasi
kilcal i¢ gogii, doku katilimini ve potansiyel liiminal endotelizasyonu kisitlayarak greftlerin
optimal iyilesmesini engelleyebilir.

Notrofil fonksiyonu ayrica biyomalzemelerin varlifinda dogrudan bozulabilir.
Kobaylara deri altina implante edilen PTFE materyallerde, Staphylococcus aureus'a karsi
nétrofillerin opsonik, fagositik ve bakterisidal aktivitesi azalmistir(211).

Vaskiiler protezler; cerrahi yara yoluyla perioperatif kontaminasyon, bakteriyemik
tohumlama, bagirsak/genitoiiriner sistem veya deriye mekanik erozyon gibi yollarla
mikroorganizmalara (bakteri veya mantarlara) maruz kalmaktadir. Konak¢1 savunmasinin

altinda yatan bozulma enfeksiyon riskini daha da artirabilir.
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Herhangi bir mikroorganizma vaskiiler protezi enfekte edebilse de, S.aureus en yaygin
patojendir ve implant yerine bagli olarak enfeksiyonlarin % 25-50'sini olusturur (Tablo2.3).
S.epidermidis veya gram negatif bakterilerle greft enfeksiyonlar1 sikligi da artmistir. Greft
enfeksiyonu mikrobiyolojisindeki bu degisiklik, enterik fistiiller ile iligkili aort greft
enfeksiyonlar1 dahil olmak {izere hem erken hem de ge¢ ortaya ¢ikan greft enfeksiyonlariin
bildirilmesinin sonucudur. Koagiilaz negatif stafilokoklar normal cilt florasinda bulunur,
ancak protezin yiizeyinde bir biyofilm i¢inde biiyiimenin meydana geldigi biyomalzemelere
yapisma ve kolonilesme yetenegine sahiptir. Negatif kiiltiir sonuclariyla iligkili greft
enfeksiyonlarina S. epidermidis veya diger koagiilaz negatif stafilokoklar ve Candida tiirleri
neden olur. Escherichia coli ve Pseudomonas, Klebsiella gibi gram negatif bakterilerle
enfeksiyon daha viriilan olabilir. Organizmalarin damar duvarinin yapisal biitiinliigiinii bozan
endotoksin (elastaz ve alkalin proteaz) iiretme kabiliyeti nedeniyle anastomotik ayrilma ve
arteriyel riiptiir insidansi yiiksektir. Mantar (Candida ve Aspergillus tiirleri) ve mikobakteriyel
(tiiberkiiloz) greft enfeksiyonlar1 nadirdir ve bu tiir enfeksiyonlar1 olan hastalarin ¢ogu ya
ciddi sekilde bagisikligi baskilanir ya da bagka bir yerde yerlesik bir mantar ya da firsatci

enfeksiyona sahiptir.

GREFT ENFEKSIYONU iNSIDANSI %

MIiKROORGANIZMA | AORTAFEMORAL FFMORAL,_ . ENTERIK FiSTUL
POPLITEAL-TiBiAL
Stafilokokus aureus 27 28 4
Stafilokokus epidermidis 26 11 2
Streptekokus spp. 10 11 9
Pseudomonas spp. 6 16 3
Gram Negatif Patojenler 28 29 49
Diger/Candida 1 3 15

Tablo 2.3. Etken ve enfeksiyon bolgesine gore greft enfeksiyonu insidansi

2.3.2.1. BIYOFILM NEDIR?
Biyofilm, mikroorganizmalarin canli veya cansiz ylizeylere tutunarak c¢ok hiicreli bir

canliyr taklit eder nitelikte is bolimii ve besin paylasimi yatig1 topluluktur. Claude Zo Bell

1943°te cam sise icerisindeki bulunan deniz suyundaki planktonik mikroorganizmalarin
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sayisinin zamanla azaldig1 ve siseye yapisan mikroorganizmalarin sayisinin giderek arttigini
tespit etmistir. Antony von Leeuwenhoek dis plaklarinda bakterilerin varligin1 géstermistir.
Bu bulgular biyofilmin ilk tanimlamasi olarak literatiire gegmistir.

Canli veya cansiz yiizeye geri doniisiimsiiz tutunan mikroorganizma ekstraseliiler
polimerik madde sentezleyerek kendisini koruma altina alir(212). Mikroorganizmalar %65-80
oraninda biyofilm igerisinde yasamaktadir. Biyofilm olusumu; yiizeyin durumu, yiizeyin
diizgiin veya piiriizlii olmasi, teflon, plastik veya cam, metal yiizeyler, cevre sinyalleri,
yiizeyde organik ve inorganik besinlerin varligi (miisin, aktin, DNA vb), ortamin oksijeni, pH,
1s1, osmolite, demir iyonlar1 vb gibi ¢esitli faktorlere baglidir(213).

Planktonik formdaki mikroorganizma stres altinda bir yiizeye tutunarak biyofilm
olusum stirecini baglatir. Biyofilm olusumunun 1. basamaginda mikroorganizma reversible
olarak yiizeye tutunur ve logaritmik ¢cogalma gosterir. Bu basamak saniyeler siirer. Biyofilm
olusumunun ikinci basamaginda mikroorganizma tutunmasi artik irreversibledir. Ikinci
basamakta Quorum Sensing gen aktivasyonu olur. Quorum Sensing (¢ogunlugu algilama) ile
hiicreler arasi iletisim baglar ve bu sinyal yogunlugu belirli bir diizeye ulasinca ekstraseliiler
polimerik madde(slime) salinimi1 baglar. EPS hidrate bir yap1 olup kalinlig1 giderek artar.

Biyofilm kalinligit 10 pm’ye ulastifinda biyofilm olugumunun {iglinci basamagi
baslar. Bu evreye I. Maturasyon evresi de denilmektedir. Biyofilm kalinligi 100 pm’ye
ulastiginda dordiincii basamak baglar. Ve bu evreye II. Maturasyon evresi de denilebilir.
Biyofilm olusumunun besinci basamagi ise birkag giin sonra olmaktadir ve bu donemde bazi
mikroorganizmalar planktonik forma donerek yeni yiizeylere dogru ilerler.

Biyofilm igerisinde mikroorganizmalar is boliimii ve gida paylasimi yapmasi ile, besin
ve suyun dolastigi atik kanallar1 ile c¢ok hiicreli organizmay: taklit eder. Biyofilm,

mikroorganizmalar1 antibiyotik, antikor ve toksik madde gibi dis etkilerden korur.

2.3.2.2. QUORUM SENSING
[k olarak 1905°te Erwin Frink Smith tarafindan Quorum Sensing tanimi yapilmistir.

Quorum Sensing (¢ogunlugu algilama) sistemi mikroorganizmalarin iletigim sistemidir.
Bakterilerin biyofilm olusumunun, antibiyotik direnci kazanmalarinin, kronik enfeksiyona
neden olmalarinin altinda yatan neden Quorum Sensing sistemidir.

Quorum Sensing kavrami ilk kez, mirekkep baligina yerleserek yasayan bir
biyoluminesan (biyolojik olarak 1s1yan) deniz bakterisi olan Vibrio fischeri (V.fischeri)’ de

tanimlanmistir. Yiksek bakteri yogunlugunda, Quorum Sensing sinyal molekiillerinin esik
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yogunlukta retilmesi sayesinde biyoluminesans (biyolojik 1$1Ma)
gerceklesebilmektedir(214).

Quorum Sensing; Pseudomonas aeruginosa da las/rhl/pgs sistemleri, gram negatif
mikroorganizmalarda agillenmis homoserin lakton, gram pozitif bakterilerde kendi kendini
uyarici peptitler gibi molekiiller araciligi ile mikroorganizmalarin aralarindaki iletigimidir. Ve

bu sistem mikroorganizmalarin dig etkilerden korunmasinda biiylik 6nem tasir.

2.3.2.3. ANTIBIYOTIK DIiRENCi

Bakteriyel biyofilm ile antibiyotik direnci artar ve bu durum kronik enfeksiyona neden
olur. Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalarin metabolizmalar1 ve iireme oranlarindaki
farklilik kapsiil veya glikokaliks yapisi, enzim aracili direng, genetik adaptasyon, Quorum
Sensing sinyal iletim sistemleri, dis membran yapilari ve “efflux” pompasi gibi mekanizmalar

coklu antibiyotik direncine neden olmaktadir(215).
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3.MATERYAL ve METOD

Bu calismada Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan 16.05.2019 tarihinde TPF-19013 proje numarast ile onaylanmis ve Adnan

Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri fonunca desteklenmistir.

Deneyler Adnan Menderes Universitesi Enfeksiyon Hastaliklart  Arastirma
Laboratuvari’nda yapilmis olup hiicre kiiltiir ekimleri ve mikroskobik hesaplamalar

konusunda gerekli teknik destek buradan saglanmistir.

I¢ liimeni heparin kapli (Gore Propaten Graft, W.L.Gore&Associates,Inc.), i¢ liimeni
karbon kapli (ImpraCarboflo, C. R. Bard, Inc) ve normal(¢iplak) PTFE (FlowlineBipore,
Jotec, Germany) olmak {izere 8mm ¢apinda ringli {i¢ farkli PTFE greft se¢ilmistir(Sekil 3.1).
Endotelizasyon ve bakteriyel kontaminasyon /biyofilm olusumu deneyleri olmak iizere iki
farkli deney gerceklestirilmistir. Istatistiksel anlamlilik agisindan her iki grupta da deneyler

ticer kez tekrar edilmistir.

3.1. BAKTERIYEL KONTAMINASYON VE BiYOFIiLM OLUSUMU

3.1.1. GREFTLERIN HAZIRLANMASI

I¢ liimeni heparin kapli, i¢ liimeni karbon kapli ve normal(¢iplak) PTFE olmak iizere
8mm ¢apinda ringli PTFE greftlerin steril kosullarda ringleri ¢ikarildi. Greftlere longitidunal
kesi yapilarak plaka haline getirildi(Sekil3.2). Bu plakalardan 1lcm? °lik esit pargalar

hazirlanarak her bir ¢calisma i¢in kullanilacak miktarda steril edildi.

Sekil 3.1. Greftlerin deney oncesi goriiniimii ~ Sekil 3.2. Plaka haline getirilen greftler

3.1.2.BAKTERI SUSPANSIYONU HAZIRLANMASI
Bakteriyel kontaminasyon ve biyofilm olusumunun arastirmak i¢in biyofilm olusturma

ozelligi olan Staphylococcus Aureus(ATCC 35556) susu kullanildi. Miiller Hinton Agar’a
ekim yapildiktan sonra 37°C‘de 48 saat inkiibe edildi. Buradan alinan koloniler 2ml triptik
soy buyyon (TSB) iceren steril tiipe ekilerek 37°C’de 24 saat tekrar inkiibasyona birakildi. Bir

30



gece inkiibasyon sonrasinda mikroorganizmalar biyofilm olusumunu saglamak iizere %0.25
glukoz iceren triptik soy buyyon (TSB)’a 1/40 oraninda transfer edilerek bakteri siispansiyonu

hazirlig1 tamamlanda.

3.1.3. GREFTLER UZERINE MIKROORGANIZMALARIN EKiMi
Deneylerde heparin kapl greft, karbon kapli greft ve normal(¢iplak) greft olmak iizere

lic grup planlandi. Her greft tipi icin birer adet kontrol grubu eklendi. Istatistiksel anlamlilik
acisindan biyofilm olusum deneyleri her greft tipi i¢in {liger adet ekim planlandi. Bu planlama
sonucunda ti¢ adet biyofilm ekimi ve bir adet kontrol grubu olmak {izere toplamda her greft

tipi i¢in dort parca hazirlandi(Sekil3.3).
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Sekil 3.3.Greftlerin ekim plani

Steril cam tiipler numaralandirildi. Her steril tiipe 1cm? olarak hazirlanan steril greft
pargalar1 yerlestirildi. Biyofilm deney grubu greftlere 1/40 oraninda hazirlanan %0.25 glukoz
iceren triptik soy buyyon (TSB) iceren bakteri siispansiyonu 2’ser ml eklendi(Sekil3.4).
Greftlerin yapisal olarak boya tutma oranlar1 ve kontaminasyon agisindan belirlenen kontrol
gruplarma ise 2ml %0.25 glukoz igeren triptik soy buyyon (TSB) eklendi. Tiipler 30 saniye
vortekslendikten(IKA YellowLine TTS2) sonra 48 saat inkiibasyona birakildi.

4 7“*’ ——

Sekil 3.4. Ekim yapilan greftler.
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3.1.4. BIYOFILM OLUSUMU
Biyofilm olusumunu kantitatif olarak belirlemek amaciyla her tip greftten 3’er adet

ekim yapilan biyofilm grubu ve kontrol grubuna Christensen ve ark. ‘nin kullanmis oldugu
yontem modifiye edilerek uygulanmustir. Steril tiipte greftler ve 2ml bakteri siispansiyonu ile

48 saat inkiibasyon sonrasi bakteri siispansiyonu bosaltildi.

Yikama igin tiipler igerisine 2ml serum fizyolojik (%0.9NaCl) eklendi. Tiipler 30
saniye vortekslendikten(Sekil 3.5) sonra 1500rpm de ii¢ dakika santrifiij (HettichEba 20 S)
edildi(Sekil 3.6). Icerisindeki kirli serum fizyolojik tekrar dokiildii. Bu yikama islemi her tiip
icin {icer kez tekrarlandi. Ugiincii yikama sonrasi tiipler igerisindeki serum fizyolojik

ortamdan uzaklastirildi ve sonrasinda boyama yapildi(Sekil3.8).

Sekil 3.5.Vorteks cihazi Sekil 3.6. Santrifiij cihazi Sekil 3.7.Spektrofotometre cihazi

Her tiip igerisine 1ml %1°lik kristal viyole eklendi. Tiipler 30 saniye vortekslendikten
sonra oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Tiipler icerisindeki kristal viyole dokiildii ve 2
ml serum fizyolojik ve 30 sn vortekslenerek 4’cer kez yikama yapildi. Boya tiiplerden

uzaklagtirildiktan sonra tiip igerisindeki greftler kurumasi ig¢in 37°C etiive kaldirildi.

Kuruma tamamlandiktan sonra 80/20 oraninda hazirlanan etanol aseton karisimindan
her tiipe 1ml eklenerek biyofilm tarafindan tutulan kristal viyole ¢ozdiiriildii. Tiipler igerisinde
¢oziilmiis boyadan pipet ile 200ul alinarak 96 kuyucuklu mikroplak igerisine aktarildi. 595
nm dalga boyunda spektrofotometre (ThermoScientific™ Multiskan™ FC Microplate

Photometer) ile okuma yapilarak sonuglar elde edildi(Sekil3.7).

32



Sekil 3.8. Kristal viyole ile boyama yapilan greftler

3.1.5. SEM (SCANNING ELECTRON MiCROSCOPE) GORUNTULEMESI
SEM goriintiilenmesi amaciyla her ii¢ tip greftten ikiser adet lcm?greft parcgalari

hazirlandi. Greftler steril cam tiiplere alindi. %0.25 glukoz igeren triptik soy buyyon (TSB)
besi yerinde 1/40 oraninda bakteri ile bakteri siispansiyonu hazirlandi. Steril tiipte greftler ve
2ml bakteri siispansiyonu ile 48 saat inkiibasyon sonrasi bakteri siispansiyonu bosaltildi.
Yikama i¢in tiipler igerisine 2ml serum fizyolojik (%0.9NaCl) eklendi. Tiipler 30 saniye
vortekslendikten sonra 1500rpm de ii¢ dakika santrifiij (HettichEba 20 S) edildi. Greft
pargalar1 yeni steril tiiplere transfer edildi. Bu yikama iglemi her greft i¢in {licer kez

tekrarland1. Ugiincii yikama sonrasi greftler steril cam tiiplere alindi(Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. SEM goriintiilemesi i¢in hazirlanan greftler
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Biyofilm fiksasyonu amaciyla %2 formaldehit, %2.5guluteraldehit ve 1M
sodyumbikarbonat igeren sollisyon hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyonun pH7.4 olacak
sekilde ayarlandi. Fiksasyon amaciyla bu soliisyondan yikamasi tamamlanan steril tiiplerde
bulunan greftler iizerine 2ml eklendi ve 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra greftler
yeni tiiplere alinarak 2ml %50 etanol eklenip -20°C de 1 saat bekletildi. Asamali olarak %70
etanolde -20°C de 1 saat bekletildi. Son olarak %95 etanolde 4°C de 2 saat bekletildi.

Ardindan greftler etiive alinarak kurumaya birakildi.

Kuruyan greftler elektron mikroskobunda tarama amaciyla Ege Universitesi Merkezi
Arastirma Test ve Analiz Labaratuvar1 Uygulama ve Aragtirma Merkezi (EGE MATAL) ‘ne
gotliriildi. Elektron mikroskobunda yiiksek vakumda daha iyi goriintii almak amaciyla
kaplama cihazi vasitasiyla (Leica EM ACE600) greftler argon gazi ile 10* milibarda %80
altin %20 paladyum ile kaplandi(Sekil 3.10). Kaplama islemi sonrasi elektron mikroskobuna
(ThermoScientificApreo S) alinan greft pargalari yiiksek vakumda 5.00 kilovolt enerji ile
goriintiiler elde edildi(Sekil 3.11).

o
»

Sekil 3.10. SEM 06ncesi materyal kaplama cihazi Sekil 3.11. Taramali Elektron Mikroskobu
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3.2. ENDOTELIZASYON

3.2.1. GREFTLERIN HAZIRLANMASI

I¢ liimeni heparin kapli, i¢ liimeni karbon kapli ve normal(¢iplak) PTFE olmak iizere
8mm capinda ringli PTFE greftler biyofilm ¢alismasinda oldugu gibi 1cm?’lik plaklar halinde
hazirlandi. Endotelizasyonun degerlendirilmesi igin greftlerin iizerine endotel hiicresi
ekiminden sonraki 3.glin, S5.glin, 10.glin, 15.giin, 20.giin ve 25. giin taramali elektron
mikroskobu ile goriintiilerin alinmasi planlandi. Bu plana uygun sekilde kontrol grubu da

dahil olmak iizere her greft ¢cesidinden 7’°ser adet ekim yapildi.

3.2.2. ENDOTEL BESIi YERININ HAZIRLANMASI
Endotelizasyon deneyi i¢in HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)

hiicreleri kullanildi. Endotel hiicreleri i¢in besi yeri olarak EndoGRO-VEGF (SCMEO002;
Merck; Millipore)kullanildi. Besiyeri 475ml Endo GRO Basal Medium igerisine 0,5ml
VEGF(Vascular endothelial growth factor), 0,5 ml EGF(Epidermal growth factor), 0,5 mi
FGF(Fibroblast growth factor), 0,5 ml IGF-1(Insulin-like growth factor), 0,5 ml askorbik asit,
0,5 ml hidrokortizon hemisiiksinat, 0,5 ml heparin siilfat, 25 ml L-Glutamin ve 10 ml

FBS(Fetal bovine serum) eklenerek hazirlandu.

3.2.3. ENDOTEL HUCRELERININ HAZIRLANMASI
Doku kiiltiir petirisine alinan insan umblikal ven endotel hiicrelerine (HUVEC),

FBS(Fetal bovine serum) ile zenginlestirilmis besiyeri (ENDO GRO-VEGF Supplement Kit )
eklenerek 37° C de %5 CO2’li ortamda g¢ogaltildi. Biiyiitiilen endotel hiicreleri tripsin ile
parcaland1 ve tripsin etkisi FBS ile ortadan kaldirildi. Santrifiij sonrasi alinan endotel
hiicrelerine %10 FBS ile zenginlestirilmis besi yeri eklendi ve tripan mavisi ile boyandiktan
sonra toma laminda sayildi. Siispansiyon halinde hazirlanan hiicreler 10*hiicre/ml

konsantrasyonunda ekim planlandi.

3.2.4. ENDOTEL HUCRELERININ EKiMi
Deneyler HEPA filtreli laminer kabin (Niive LN120) icerisinde gerceklestirildi(Sekil

3.13). 24 kuyucuklu hiicre kiiltir plagmma her greft tipinden steril sekilde 7’ser adet
yerlestirildi(Sekil 3.12). Her kuyucuga 10%hiicre/ml konsatrasyonunda 500ul siispansiyon
eklendi. Hiicre kiiltiir plagi 37° C de %5 CO2’ 1i ortama sahip inkiibatére(Thermo Forma
Ster1-Cycle Co2 Incubator Model:371, ThermoScientific) kaldirildi(Sekil 3.14). 24 kuyucuklu
hiicre kiiltiir plagindaki besi yeri ii¢ glinde bir yenilendi. 3.glin, 5.giin, 10.giin, 15.giin, 20.giin
ve 25.giin planlandig1 sekilde greft parcalar1 ¢ikarilarak yikama ve fiksasyon islemleri yapildi.
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Kontrol grubu greft parcalari da 25.glin grubu ile birlikte ¢ikarilarak yikama ve fiksasyon
yapildi. Belirlenen giinlerde 24 1ii kuyucuk tabaninda hiicrelerin proliferasyonu takip edildi.
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Sekil 3.12.HUVEC ekim plam

Yikama i¢in 15ml’lik steril polipropilen tiip icerisine alinan greft pargalari iizerine 2ml
PBS (phosphate buffered saline) eklendi. Daha sonra tiipler es zamanli olarak 1125rpm hiz ile
5dakika vortekslendi. Vorteksleme sonrasi tiipler santrifiij cihazina(Hettich ROTINA 38/38R)
yerlestirilerek 5°C © de 400rpm hiz ile 5 dakika santrifiij edildi. Bu yikama islemi ii¢ kez
tekrarlandi ve her yikamada yeni steril polipropilen tiip kullanildi. Ugiinii ytkama sonras1 greft

pargalar1 yeni steril polipropilen tiipe alinarak fiksasyona gecildi.

Sekil 3.14.Inkiibator

Sekil 3.13. Kabin
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3.2.5. ENDOTEL HUCRELERININ FIKSASYONU VE GORUNTULENMESI
Besi yerinden ¢ikarilmasi icin giinii gelen greft parcalar1 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir

plagindan ¢ikarilmadan Once inverted mikroskop(Euromax,Hollanda) ile goriintiilendi.
Greftlerin bulundugu her kuyucugun tabanindaki endotel hiicreleri inverted mikroskop

gorintiilenerek dijital kamera ile goriintiiler kaydedildi.

Fiksasyon i¢in her greft lizerine 2ml %2,5 gluteraldehit eklenerek 1 saat bekletildi.
Ardindan sirasi ile %70 ve %90 etanol igerisinde 15’er dakika bekletildi. Son olarak saf etanol
igerisinde 24 saat bekletildi. Saf etanol ortamdan uzaklastirildiktan sonra greft pargalar steril

tiipler icerisinde kurumaya birakildi.

Kuruyan greftler elektron mikroskobunda tarama amaciyla Ege Universitesi Merkezi
Arastirma Test ve Analiz Labaratuvar1 Uygulama ve Aragtirma Merkezi (EGE_MATAL) ‘ne
gotiiriildii. Elektron mikroskobunda yiliksek vakumda daha iyi goriinti almak amaciyla
kaplama cihaz1 vasitasiyla(Leica EM ACE600) greftler argon gazi ile 10 milibarda %80 altin
%20 paladyum ile kaplandi. Kaplama islemi sonrasi elektron mikroskobuna
(ThermoScientificApreo S) alinan greft pargalart yiiksek vakumda 5.00 kilovolt enerji ile

goriintiiler elde edildi.

3.3.ISTATISTIKSEL ANALIZ
Her c¢alisma ii¢ kez {gerli gruplar halinde yapilmistir. Biyofilm olusumunun

spektrofotometrik degerlendirme sonuglar1 GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, Inc.)
yazilimi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Deney ve kontrol gruplarinin
ortalama sonuglarini karsilagtirmak igin tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)
kullanilmistir. Greft tipleri arasinda ikili karsilastirmada Tukey testi kullanilmistir. p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. BIlYOFILM OLUSUMUNUN KARSILASTIRILMASI
Biyofilm olusumunun karsilastirilmast i¢in Christensen ve ark. ‘nin kullanmis oldugu

yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Bu yontem ile biyofilm tabakasinin absorbe ettigi
boya miktar1 spektrofotometrik olarak Olgiilerek indirekt yolla biyofilm miktari
hesaplanmistir. Her greft tipi i¢in bir kontrol ve ii¢ biyofilm grubu mevcut olup deney ¢ kez
tekrar edilmistir. Bu nedenle her greft grubu i¢in ii¢ adet kontrol grubu sonucu ve dokuz adet

biyofilm grubu sonucu elde edilmistir.

Greftlerin kendine ait boya tutma &zellikleri mevcut oldugu i¢in kontrol gruplarinin
spektrofotometrik absorbans degerleri biyofilm gruplarinin degerlenrinden ¢ikarilarak mutlak
absorbans degerleri bulunmustur. Ug greft tiirii i¢in kontrol gruplarmin ortalama absorbans
degerleri, biyofilm gruplarinin ortalama absorbans degerleri, standart deviasyon ve standart

error degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.2 de yer almaktadir.

Elde edilen ortalama absorbans degerleri: i¢ yiizeyi heparin kapl greft i¢in 0,4254 , i¢
yiizeyi karbon kapli greft i¢in 0,2193 ve normal(¢iplak) greft icin 0,1839 olarak bulunmustur. i¢
yiizeyi karbon kapli greftin ortalama absorbans degeri normal(¢iplak) grefte goére i1limh
yiiksek olmakla birlikte istatistiksel agidan anlaml fark saptanmamustir(Tablo 4.1). I¢ yiizeyi
heparin kapli greft grubu, i¢ ylizeyir karbon kapli greft grubuna gore istatistiksel agidan
anlamli derecede daha yliksek absorbans degerine sahiptir(p<0,05). Ayrica i¢ yiizeyi heparin
kapl greft, normal(¢iplak) grefte gore istatistiksel agidan anlamli derece de daha yiiksek
absorbans degerlerine sahip oldugu saptanmistir(p<0,01).(Tablo 4.3)
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Tablo 4.1. Ortalama absorbans degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi
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Absorbans Ortalama STD ERR
Kontrol ]0,6770 0,5423
0,5120
0,4380
T 1,1130 0,5707 0,4254 0,1781 10,0630
D 1,0320 0,4897
S [09040 [0,3617
g. 1,0880 0,5457
1,0320 0,4897
0,5600 0,0177
0,9570 0,4147
1,0560 0,5137
Kontrol ]0,0960 0,0937
0,0900
0,0950
0,1830 0,0893 0,2193 0,1296 |0,0458
2 [02680 [0a743
E} 0,4180 0,3243
% 0,4190 0,3253
0,4550 0,3613
0,15 0,0563
0,427 0,3333
0,184 0,0903
Kontrol 0,139 0,1210
0,109
2 0,115
g 0,1540 0,0330 0,1839 0,1136 ]0,0379
= 0,4840 0,3630
= 0,3010 0,1800
@ 02660 [0,1450
=2 0,4920 0,3710
= 03120 [0,1910
~ 0,2230 0,1020
0,2430 0,1220
0,2690 0,1480
Tablo 4.2.Spektrofotometrik absorbans degerleri
Table Analvzed Data 1
One-way analvsis of variance
P value 0.0044
P value summaryv **
Are means sianif. different? (P < Yes
Number of aroups 3
E 6.863
R square 0.3638
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 2.065
P value 0.3561
P value summarv ns
Do the variances differ sianif. (P < | No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0.3063 2 0.1531
Residual (within columns) 0.5355 24 0.02231
Total 0.8418 26
Tukev's Multinle Comparison Test | Mean a Sianificant? | Summarv | 95% CI of diff
Heparin vs karbon 0.2064 4,145 | Yes * 0.03053 to
Heparin vs normal 0.2414 4848 | Yes ** 0.06553 to
Karbon vs normal 0.035 0.7029 [ No ns -0.1409 to

Tablo 4.3.Istatistiksel analiz
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4.2. BIYOFILM OLUSUMUNUN TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU
ILE GORUNTULENMESI

Her ¢ greft tipi i¢in taramali elektron mikroskobunda degerlendirilmek iizere bir
kontrol ve bir biyofilm grubu olusturulmus ve bu greft parcalart ThermoScientificApreo S
mikroskobu ile goriintiilenmistir(Sekil 4.1). Tiim greft alanlar1 ayrintili olarak taranmistir. I¢
yiizeyi karbon kapli greft ve normal(giplak) greftte daha az sayida mikroorganizma yiizeyel
tutulum seklinde gozlenirken, i¢ ylizeyi heparin kapli greftin biyofilm grubunda daha fazla
sayida mikroorganizma ePTFE greftin porlarinin derinliklerinde ve fibriller {izerine tutunmus
halde izlenmistir(Sekil 4.2).

Bu sonuglar kantitatif biyofilm sonuglari ile uyumlu olup heparin kapl greftlerin hem
bakteri tutulumunu hem de biyofilm olusumunu artirdig1 gézlenmistir.

Sekil 4.1. Taramal1 Elektron Mikroskobu ile alinan gériintiilerin karsilastirilmasi(x10000).HK: heparin
kontrol, HB: heparin biyofilm, NK: normal(¢iplak) kontrol, NB: normal(¢iplak) biyofilm, KK: karbon
kontrol, KB: karbon biyofilm.
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Sekil 4.2.Taramali Elektron Mikroskobu ile alinan goriintiilerin karsilagtirilmasi(x20000). HK: heparin
kontrol, HB: heparin biyofilm, NK: normal(¢iplak) kontrol, NB: normal(¢iplak) biyofilm, KK: karbon
kontrol, KB: karbon biyofilm.

4.3. ENDOTELiZASYONUN TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU iLE
GORUNTULENMESI

Her ti¢ greft tipi i¢in taramali elektron mikroskobunda degerlendirilmek iizere bir
kontrol ve 3.giin, 5.giin, 10.giin, 15.giin,20.giin, 25.giin gruplar1 olusturulmus ve bu greft
pargalar1 taramal1 elektron mikroskobu (ThermoScientificApreo S) ile goriintiilenmistir. Her
greft parcasi fiksasyon igin besi yerinden ¢ikarilmadan hemen once inverted mikroskop
(Euromax, Hollanda) ile goriintiilenmistir. Ve her greft par¢asinin bulundugu kuyucugun
tabaninda bulunan endotel hiicrelerinin goriintiisii dijital kamera ile kaydedilmistir. Greftlerin
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bulundugun kuyucuk tabanindaki endotel hiicrelerinin  goriintiileri ile elektron
mikroskobundan elde edilen greft goriintiileri eslenerek resimlerde gosterilmistir. Kontrol
grubu greftlerde de ayn1 goriintiiler alinarak kaydedilmistir(Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Kontrol grubu greftlerin elektron mikroskobu ile goriintiilenmesi(solda), ve es zamanli
greftlerin bulundugu kuyucuk tabanin inverted mikroskop ile goriintiilenmesi(sagda).
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Endotel hiicrelerinin ekiminin {igiincii giiniinde, greftlerin bulundugu kuyucuk tabani
inverted mikroskop ile incelendiginde karbon kapli greftin bulundugu kuyucukta goreceli
olarak daha fazla endotel hiicresi goriintiilenmistir. Normal(ciplak) greft ve heparin kapl
greftin bulundugu kuyucugun tabanlarinda yaklasik esit miktarda hiicre goriilmiistiir. Elektron
mikroskobu ile incelendigin ise karbon kapli greft lizerinde endotel hiicresi gézlenmezken
heparin kapl greft ve normal(¢iplak) greft {izerinde hiicreler oldugu goriilmiistiir(Sekil 4.4).

il

Sekil 4.4. Ugciincii giin greftler {izerine tutunan hiicrelerin elektron mikroskobu ile
goriintillenmesi(solda), ve es zamanh greftlerin bulundugu kuyucuk tabanin inverted mikroskop ile
goriintiilenmesi(sagda).
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Endotelizasyon deneyinin besinci giiniinde, greftlerin bulundugu kuyucuk tabanindaki
endotel hiicrelerinin miktarinda belirgin bir degisiklik gézlenmemistir. Elektron mikroskobu
ile incelendigin ise her ii¢ tip greft iizerinde az miktarda ve tekli endotel hiicreleri oldugu
goriilmiustiir(Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Besinci giin greftler T{zerine tutunan hiicrelerin elektron mikroskobu ile
goriintiilenmesi(solda), ve es zamanli greftlerin bulundugu kuyucuk tabanin inverted mikroskop ile
goriintiilenmesi(sagda).
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Deneyin 10. giiniinde normal(giplak) ve heparin grubu greftlerin bulundugu kuyucuk
tabanindaki endotel hiicrelerinin miktarinda degisiklik goriilmemistir. Buna karsilik karbon
grubunda kuyucuk tabanindaki endotel hiicrelerinde onuncu giinde ciddi artis oldugu
goriilmistiir. Ve bu greftler elektron mikroskobu ile incelendiginde 5. Giine benzer sekilde
her ti¢ greft tipinde az miktarda endotel tutulumu oldugu gorilmistiir(Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Onuncu giin greftler {izerine tutunan hiicrelerin elektron mikroskobu ile
gorlintiilenmesi(solda), ve es zamanli greftlerin bulundugu kuyucuk tabanin inverted mikroskop ile
goriintiilenmesi(sagda).
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15. giin grubu greftler ¢ikarilmadan 6nce kuyucuk tabanindan alinan goriintiilerde
normal(¢iplak) ve heparin alt gruplarinda endotel hiicre sayilari artig géstermekle birlikte
karbon grubunda endotel hiicre sayisinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Elektron mikroskobu
ile greftler incelendiginde normal(ciplak) ve heparin kapli greftte tekli endotel tutulumlar
goriiliirken karbon kapli grefte tutunan endotel hiicresinin sayisinda artis oldugu
goriilmistiir(Sekil 4.7).

Sekil 4.7. 15. giin greftler iizerine tutunan hiicrelerin elektron mikroskobu ile goériintiilenmesi(solda),
ve es zamanli greftlerin bulundugu kuyucuk tabanin inverted mikroskop ile goriintiilenmesi(sagda).
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Deneyin 20. giliniinde inverted mikroskop incelemesinde normal(¢iplak) greftin
bulundugu kuyucuk tabanindaki hiicre sayisinin giderek arttigi ve karbon kapli greft ile
benzer sekilde yogun endotel hiicresi oldugu gozlenmistir. Heparin kapli greftin bulundugu
kuyucuk tabaninda ise endotel hiicre sayisinin diger iki gruptan daha az oldugu goriilmiistiir.
Elektron mikroskobu ile greftler goriintiilendiginde ise karbon kapli greft ve normal(¢iplak)
greft lizerine tutunan endotel hiicrelerinin benzer fakat, heparin kapli greftte ise digerlerine
gore az miktarda ve tekli endotel hiicresinin tutundugu gériilmiistiir(Sekil 4.8).

Sekil 4.8. 20. giin greftler {izerine tutunan hiicrelerin elektron mikroskobu ile
goriintillenmesi(solda),ve es zamanli greftlerin bulundugu kuyucuk tabanin inverted mikroskop ile
goriintiilenmesi(sagda).
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25. gilinde greftlerin bulundugu kuyucuk tabanlart inverted mikroskop ile
incelendiginde normal(¢iplak) ve karbon kapli greftin bulundugu kuyucuklarda yogun endotel
hiicre gozlenirken, heparin kapli greftin bulundugu kuyucugun tabaninda az miktarda endotel
hiicresi oldugu goriilmiistiir. Elektron mikroskobu ile incelendiginde heparin kapli greftte
onceki incelemelere benzer sekilde tekli az sayida endotel hiicresinin tutundugu goriilmiistiir.
Normal(giplak) greftte heparin kapli grefte gére daha fazla endotel hiicresi tutunmus olmakla
birlikte halen sayica karbon kapli greftten daha az oldugu gézlenmistir. Karbon kapli greftte
ise her gecen giin tutunan endotel hiicrelerinin sayisinin giderek arttigir ve 25. giinde yogun
endotel tutulumunun oldugu goriilmistiir(Sekil 4.9).

Sekil 4.9. 25. giin greftler iizerine tutunan hiicrelerin elektron mikroskobu ile
goriintiilenmesi(solda),ve es zamanli greftlerin bulundugu kuyucuk tabanin inverted mikroskop ile
goriintiilenmesi(sagda).
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5.TARTISMA

Genigletilmis politetrafloroetilen (ePTFE) greftler, periferik arter hastaliginin cerrahi
tedavisinde siklikla kullanilan prostetik materyallerdir. Teknolojik gelismeler ile birlikte
ePTFE greftlerin duvar yapisi, porositesi ve i¢ yilizey (limen) kaplamalar1 farklilik
gostermeye baslamistir. Yapilan bu degisikliklerde esas amag erken greft trombozunu
Onleyerek greft agikligini artirmaktir. Bu nedenle ePTFE greftlerin i¢ yiizeylerine heparin
kaplamasi, karbon kaplamasi gibi yontemler denenerek i¢ yiizeyi birbirinden farkli ePTFE

greftler piyasaya stirtilmiistiir.

Anastomoz bdlgesinde intimal hiperplazi agisindan prostetik greftin endotelizasyonu
Oonemli bir siiregtir. Ayrica greft enfeksiyonu agisindan greftlerin bakteriyel kontaminasyon ve
biyofilm olusumuna yatkinligi ciddi rol oynamaktadir. Bu ¢alismada i¢ yiizeyi heparin kaph
ePTFE greft, i¢c yiizeyi karbon kapli ePTFE greft ve i¢ yiizeyinde herhangi bir kaplama
olmayan normal(¢iplak) ePTFE grefti bakteriyel kontaminasyon, biyofilm olusumu ve

endotelizasyon agisindan in-vitro ortamda karsilagtirtlmigtir.

Bakteriyel kontaminasyon ve biyofilm deneyleri sonucunda, i¢ yilizeyi karbon kapl
greftin normal(¢iplak) grefte gore biyofilm olusumu bir miktar fazla olsa da (ortalama
absorbans degerleri sirastyla: 0,2193 ve 0,1839 ) iki greft arasinda biyofilm olusumu acisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir(p>0,05). Ote yandan i¢ yiizeyi heparin kapl
greftte diger iki greft tipine gore anlamli derecede fazla biyofilm olusumu goézlenmistir
(ortalama absorbans degeri: 0,4254). I¢ yiizeyi heparin kapli greft, karbon kapl grefte gore
biyofilm olusumuna daha yatkin oldugu bulunmustur(p<0,05). Ve yine heparin kapl greftin,
normal(¢iplak) grefte gore biyofilm olusumuna daha yatkin oldugu goriilmiistiir(p<0,01).

Alt ekstremite periferik arter hastaligi tedavisinde kullanilan sentetik greftlerin
enfeksiyonunda karsimiza ¢ikan en sik patojen S.aureus’tur. Bu ¢alismada da patojen olarak
S.aureus susu kullanilmistir. Karbon kapli greft ile normal(¢iplak) greft arasinda biyofilm
olusumu acisindan anlamli fark saptanmamistir. Bu durum karbon molekiillerinin S.aureus
agisindan bir adherans etkeni olmadigim diisiindiirmektedir. Ote yandan karbon
nanopartikiillerinin biyofilm igerisindeki veya planktonik formdaki S.aureus {izerine
antimikrobiyal etkinligi oldugu(216), Bacillus anthracis biyofilmi(217) ve E.coli

biyofilmi(218) iizerine inhibitor etkinligi oldugu cesitli ¢aligmalarda gosterilmistir.
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Ayrica ¢alismamiz sonucunda i¢ yiizeyi heparin kapli greftte S.aureus’un daha fazla
biyofilm olusturdugu gézlenmistir. Taramali elektron mikroskobu ile alinan goriintiilere gore
ise i¢ yiizeyi heparin kapl greftte daha fazla S.aureus tutundugu (tiim porlarin derinlerine

kadar ilerleyen tutulumlar) gézlenmistir.

S.aureus canli dokuda ekstraseliiler matriks proteinleri (fibronektin, vitronektin,
kollojen, trombospondin, laminin, plazminojen) araciligt ile spesifik adherans
saglamaktadir(219). Bununla birlikte cansiz yiizeylerde hidrofobik iliski, elektrostatik ¢cekim
kuvveti gibi atomik ve molekiiler yasalar ile nonspesifik adherans gostermektedir. ePTFE
greftler de mikroorganizmalarin adheransint kolaylastirici  hidrofobik yapiya sahiptir.
Hidrofobik yapilar1 nedeniyle adherans kolay olmakla beraber ii¢ farkli greft tipi arasinda i¢
yiizeyi heparin kapli greftte bakteriyel tutulumun ve biyofilm iiretiminin fazla olmasi

heparinin adezyonu etkilediginin diistindiirmiistiir.

Liang ve ark. S.aureus’un, heparan siilfata baglanmasin1 saglayan 66kDa molekiil
agirliginda yilizey proteini ve heparine baglanmasmi saglayan 60kDa molekiil agirliginda
yiizey proteini oldugunu tespit etmistir(220). S.aureus‘un heparine baglanmasini saglayan
yiizey proteinine sahip olmasi, bizim calismamizda heparin kapli grefte daha fazla
mikroorganizma tutunmasini desteklemektedir. Ayrica stafilokoklarin, implante edilmis
biyomalzemelerin doku entegrasyonunu etkileyebilecek heparine bagimli biiylime faktorleri
olan bFGF ve PDGF ile etkilesime girebilecegi gosterilmistir(221). Baska bir ¢alismada ise
stafilakoklarin hiicre yiizeyinde 17kDa molekiil agirhigma sahip heparin-binding protein
oldugu tespit edilmistir(222).

Shanks ve ark. c¢aligmalarinda ortamda heparin varliginin S.aureus’un biyofilm
olusumunu uyardigini ve elektron mikroskobunda incelendiginde heparin varliginda biyofilm
tabakasinin ti¢ boyutlu yapisinin daha geligsmis oldugunu gdstermistir. Ayn1 ¢alismada heparin
varliginin S.aureus’un biliylime hizini artirdigi, hiicre-hiicre etkilesimini artirdigir ve heparin
varliginda 4 kat fazla bakteri kiimesi gorildiigi bildirilmistir(223). Bizim ¢aligmamizda da
heparin kaplanmis greftte mikroorganizma sayisinin taramali elektron mikroskobunda daha
fazla oldugu ve spektrofotometrik degerlendirmede daha fazla biyofilm olustugu tespit

edilmistir.
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Abiyotik ortamlarda heparinin, S.aureus’un biyofilm olusumu {izerine stimule edici
etkilerinin yaninda organizma igerisinde prostetik materyal varliginda mikroorganizmanin
adhezyonunu nasil etkileyecegi de oOnemlidir. Canli doku da S.aureus fibrinojen ve
fibronektine tutundugu bilinmektedir. Fibrinojene CIfA ve CIfB yiizey molekiilleri ile
araciligr ile baglanmaktadir(224-225). Fibronektine ise FnbA ve FnbB molekiilleri ile
baglanmaktadir(226-227). CIfA, CIfB, FnbA ve FnbB molekiillerinin heparin varliginda
uyarildigr bulunmustur(223). Bu nedenle canli dokuda da heparin varliginda S.aureus’un
adezyonunun artacag diistiniilebilir. Bunu desteklemek i¢in ¢alismamizi in-vivo kosullarda da

gerceklestirmek gerekmektedir.

En sik greft enfeksiyonu patojeni olan S.aureus’un heparin-binding proteine sahip
oldugu, heparin varlifinda c¢ogalma hizinin artti§i ve biyofilm olusumunun uyarildigi
kanitlanmistir. Bunlara ek olarak, bizim ¢alismamizda da ePTFE greftin i¢ yiizeyinde heparin
kaplamasi varliginda, i¢ yiizeyi farkli olan diger greft segeneklerine gore, greft yiizeyindeki

S.aureus sayisinin arttig1 ve biyofilm olusumunun daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Endotelizasyon ve anti-trombojenite prostetik greftlerin gelistirilmesinde iki 6nemli
konudur(228). Greft yetmezliginin ana nedeni prostetik greft ylizeyinin trombojenitesi ve
intimal hiperplazinin = siddetidir(229). Greftin hizli endotelizasyonu uzun donem
trombojeniteyi azaltacak ve hemouyumlu bir arayiiz olusmasmi saglayacaktir. Ayrica
normofonksiyone endotelyum, aktif anti-tromboz etkisinin yaninda, vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonunun inhibisyonuna katkida bulunarak intimal hiperplaziyi azaltan bir role
sahiptir(230,231). Endotelyum eksikliginin hem greft trombozu hem de intimal hiperplazi
acisindan kritik 6neme sahip oldugu diisiintilmektedir(232).

Sentetik greftlerin tamamen endotelize olmadig1 anastomoz bolgelerinden gog ile veya
kapiller i¢ biliylime ile anastomoz bdlgelerine yakin alanlarda endotelizasyon saglandigi
diistiniilmektedir(233,234). Bu nedenle diisiik c¢apli prostetik greftler ile yapilan
endotelizasyon c¢alismalart mevcuttur. Doku miihendisliginin gelismesi ile greftin in-vitro tam
endotelizasyonu saglandiginda yiiksek anti-trombojen yiizey elde edilmistir(235,236). Bu
sayede yiiksek agiklik oranlari bildirilmistir. [n-vitro endotelizasyonun greft acikligim
artirdig1 hayvan deneylerinde kamitlanmistir(237). Zilla ve ark. In-vitro endotelize greftleri
femoropopltieal bypass operasyonlarinda uygulamis ve 32 aylik takipte daha yiiksek aciklik

oranlar1 ve daha diisiik trombosit agregasyonu bildirmistir(238). Bizde ¢alismamizda periferik
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arter hastalifinda kullanilan ePTFE greftlerin i¢ ylizey yapilarinin endotelizasyona etkisini

endotel hiicre kiiltiirii ile in-vitro kosullarda arastirdik.

I¢ yiizeyi heparin kapli, i¢ yiizeyi karbon kapli ve i¢ yiizey kaplamasi olmayan
normal(¢iplak) ePTFE greftler esit (1cm?)parcalar halinde hazirlanarak HUVEC hiicre kiiltiirii
ile endotelizasyon ¢alismast yapilmistir. Greft materyalleri 3.giin, 5.glin, 10.giin,15.giin,
20.glin ve 25. gilinlerde hem bulunduklar1 kuyucuk tabani inverted mikroskop ile
goriintiilenmis hem de aymi giinlerde taramali elektron mikroskobisi i¢in greftler fiske

edilmistir.

I¢ yiizeyi heparin kapli ePTFE greft icin, 3.giin kuyucuk tabaninda endotel hiicre
sayisinin fazla oldugu ancak ilerleyen giinlerde kuyucuk tabanindaki endotel hiicrelerinin
giderek sayica azaldig1 gozlenmistir. Ayrica heparin kapl greftin bulundugu kuyucuklardaki
endotel hiicrelerinin tipik igsi morfolojik yapilarin1 zamanla kaybederek daha yuvarlak bir hal
aldig1 ve kuyucuk tabanindaki endotel hiicrelerine has kaldirim tas1 goriintiisiinii kaybettigi
gozlenmistir. Taramali elektron mikroskobu goriintiilerinde ise heparin kapli greft iizerinde 3.
giinde endotel tutulumu goézlenmekle birlikte 25.gline kadar endotel sayisinin azalma
gosterdigi ve endotel hiicrelerinin seyrek ve sayica diger gruplara gore az oldugu
gozlenmigtir. Bu bulgular heparin varliginda endotel hiicre proliferasyonunun baskilandigini

distindiirmektedir.

Khorona ve ark. unfraksiyone heparinin endotel hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini
bildirmistir(239). Baska bir ¢calismada ise hem unfraksiyone heparinin hem de diisiik molekiil
agirlikli heparinin endotel hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir(240). Bizim
calismamizda da benzer sekilde heparin kaplh greftte hem kuyucuk tabaninda hem de greft
tizerinde endotel hiicre sayisi zamanla azalmistir. Buna karsilik 3. giinde heparin kaplh greft
lizerinde diger greftlere gore daha fazla endotel hiicresi gozlenmistir. Kolar ve ark. ‘nin
PET(polietilen tereftalat) lizerine kovalent bag ile baglanmis heparinin endotel hiicresine olan
etkisini aragtirdiklar1 ¢alismasinda, ilk 3. saatte heparinin endotel hiicreleri arasi hiicre-hiicre
baglantisini artirdigi ve proliferasyonu olumlu etkiledigi ancak 24. Saatten sonra bu olumlu
etkinin giderek negatif yonde degistigini bildirmistir(241). Rosenbaum ve ark. ise doz bagiml
olarak heparin maruziyetinden 6-9 saat sonra endotel inhibisyonunun irreversible olarak

basladigini gostermistir(242). Benzer sekilde calismamizda heparin kaplh greftte erken
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donemde endotel hiicre sayisininin daha fazla oldugu zamanla hiicre sayisinda azalma

goriildiigii tespit edilmistir.

Hiicre morfolojisine bakildiginda ise heparin kapli greftin bulundugu kuyucuk
tabanindaki endotel hiicrelerinin zamanla igsi yapiyr kaybettigi tipik kaldirim tasi
goriintlisiinilin silindigi goriilmiistiir. Mandal ve ark. heparin varliginda endotel hiicrelerinin
aktin ve vimentin dengelerinin degistigi ve bu nedenle endotel hiicrelerinin sitoskelatal
yapisinda bozulma oldugu ve zamanla endotel hiicrelerinin niikleusunda silinme oldugunu
gostermistir. Bu bulgular heparinin endotel hiicresi {izerine antiproliferatif etkisinin
gostergesidir. Ve ayni calismada heparin maruziyetinde doz ve siire arttikca endotel

hiicrelerinin sitoskeletal reorganizasyonunun ve protein ekspresyonunun inhibe oldugu ve

mikrovilluslarda daha fazla silinme oldugu gosterilmistir(243).

Prostetik greftlerin endotelizasyonu, antitrombojenik bir ylizey saglamakla birlikte
intimal hiperplaziyi de inhibe ettigi bilinmektedir. Duktus arteriozusun kapanmasi siirecinde
fizyolojik olarak goriilen intimal hiperplazi(244), cerrahi revaskiilerizasyonda greft
yetmezligine neden olabilen patolojik bir siirectir. Intimal hiperplazi, intimaya siirekli bir
vaskiiler diiz kas hiicresi gociliniin sonucudur ve greft liimeninde daralma ile greft
yetmezligine neden olabilmektedir(245). Endotelyumun diiz kas hiicreleri proliferasyonunu ve
migrasyonunu inhibe ederek intimal hiperplaziyi baskiladigi bilinmektedir(246). Prostetik
greftlere endotel tohumlama yontemi ile endotelizasyon saglanmasimin diiz kas hiicre
proliferasyonunu olumlu sekilde etkiledigi bildirilmistir(232). Bu nedenle heparin varliginda
endotelize olamayan bir prostetik greft endotel hiicrelerinin intimal hiperplaziye olumlu

etkisinden mahrum kalacag diistiniilebilir.

Karbon bazli malzemeler son 10 yilda en biyouyumlu bilesikler olarak kabul
edilmektedir(247). Karbon filmlerin, kimyasal olarak olumsuz etkilerinin olmamasi,
sitotoksisite gostermemesi ve insan viicudunun dogasinda var olan bir element olmasi
nedeniyle medikal alanda sik kullanilan iriinlerdir(248). ePTFE grefler i¢inde i¢ yiizeyine
karbon kaplama uygulamasi mevcuttur. Karbon kapli poliliretan malzemelerin trombosit

aktivasyonunu ve adezyonunu azalttig1 bildirilmistir(249).

Bizim ¢alismamizda karbon kapli ePTFE greftin endotelizasyonu da

degerlendirilmistir. Karbon kapli greftin bulundugu kuyucuk tabani inverted mikroskop ile
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incelendiginde 3. ve S.giinlerde kuyucuk tabanindaki endotel hiicrelerinde degisiklik
gbzlenmezken 10. giin ve sonrasinda kuyucuk tabaninda endotel hiicrelerinin sayisinin hizla
artt1g1 gézlenmistir. Ve ayni zamanda hiicreler morfolojik yapisini hi¢ kaybetmemis hiicre
sayis1 arttikca kuyucuk tabaninda tipik kaldirim tas1 goriintiisii ortaya ¢ikmistir. I¢ yiizey
kaplamast olmayan normal(ciplak) greftte de 25. giinde kuyucuk tabaninda endotel hiicre
sayisi fazla goriinmekle birlikte hiicre sayisinda artig 20. giin baslamistir. Karbon kapli greftte
normal(¢iplak) grefte gore endotel hiicrelerinin daha erken ¢ogalmaya baslamasi ve 25. glinde
kuyucuk tabanmni neredeyse tamamen kaplamis olmasi karbonun endotel hiicrelerine

proliferatif etkisini diistindiirmektedir.

Chen ve ark. amorf karbon filmlerinin endotel hiicrelerine etkisini arastirdiklari
calismalarinda, karbon varliginda endotel hiicre proliferasyonunun arttigini ve yiiksek karbon
seviyelerinde endotel hiicreleri arasi baglantinin olumlu etkilendigini gostermistir(250). Ek
olarak ayni ¢calismada, karbon varliginda endotel hiicrelerinin canliliginin iyilestigi ve endotel
hiicrelerinin sitoskletal yapisinin korunarak morfolojik olarak tipik kaldirim tasi goriintiisii
sergiledikleri gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda da karbon kapli greftin bulundugu
kuyucukta diger greftlere gore endotel hiicrelerinin daha erken ve daha hizli ¢ogaldigi ve

inverted mikroskop altinda morfolojik yapilarin1 kaybetmedikleri goriilmiistiir.

Taramal1 elektron mikroskobu ile degerlendirildiginde ise karbon kapli greftte 15. giin
ve sonrasinda greft lizerine tutunan endotel hiicre sayisinin diger greft tiplerine gére ¢cok daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Castellino ve ark. karbon kapli stentlerin hizli ve erken endotelize
oldugunu, trombosit aktivasyonunun ve inflamatuar hiicre adezyonunun baskilandig, diiz kas
hiicre proliferasyonunun azalarak 180. Giin takibinde minimal neointimal kalinlagsma
oldugunu bildirmistir(251). Bizim calismamizda da benzer sekilde karbon kapl greftte diger
greftlere gore daha erken ve hizli endotelizasyon gelistigi gortilmiistiir. Bu bulgular ile karbon
kapli greftlerin erken endotelizasyon ve bu sayede diiz kas hiicre poliferasyonunun
baskilanarak neointimal hiperplazinin olumsuz etkileri ile daha az karsilagilacagi

diistiniilebilir.
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6.SONUC VE ONERILER

Vaskiiler cerrahide sik kullanilan genisletilmis politetrafloroetilen (ePTFE) greftler
teknolojik gelismeler ile birlikte cesitlilik gostermektedir. Bu gelismeler yasanirken greft
yetmezligi on planda tutularak hemen her zaman greftin trombojenitesi {lizerine ¢aligmalar
yapilmaktadir. Antitrombojenite lizerine yapilan bu calismalar sonucu ePTFE greftlerde farkli

i¢ yiizey kaplamalar1 karsimiza ¢ikmaktadir.

ePTFE greftlerin i¢ yiizey yapilarinin endotelizasyon, bakteriyel kontaminasyon ve
biyofilm olusumu {izerine etkisini inceledigimiz bu ¢alismamizda, greft i¢ yiizeyine yapilan

kaplamalarin bakteriyel adezyonu ve endotel hiicre proliferasyonunu etkiledigini tespit ettik.

ePTFE greft i¢ yiizeyine kaplanan heparinin hem S.aureus i¢in bir adezyon faktorii
gibi davranarak biyofilm olusumunun daha fazla oldugu, hem de endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu olumsuz etkileyerek greft endotelizasyonunu engelledigi goriilmiistiir. Bu
nedenle prostetik greft uygulanacak hastada tromboza yatkinlik nedeniyle antikoagiilan
gerekliligi diisilinliliiyor ise heparinin antitrombojen Ozelliginden faydalanmak i¢in grefte

heparin kaplanmasi yerine sistemik antikoagiilasyon yapilmasini 6neriyoruz.

I¢ yiizeyi karbon kapli greft bakteriyel kontaminasyon ve biyofilm olusumu agisindan
normal(¢ciplak) greft ile benzer sonucglar gostermis olup endotelizasyon agisindan
normal(¢iplak) grefte gore daha erken ve hizli endotelize olmustur. Karbon kapli greftler ve
normal(¢iplak) greftlerin, i¢ yiizeyi heparin kapli greftlere gore greft enfeksiyonu ve greft

endotelizasyonu agisindan daha giivenli oldugunu diisiiniiyoruz.

Bu calisma farkli i¢ ylizey yapisina sahip olan ii¢ greft tipinin endotelizasyon, enfekte

olma ve biyofilm olusturma 6zelliklerinin karsilagtirildig ilk ¢alismadir.

Calismamizda greftler in-vitro kosullarda karsilastirilmis olup bu konuda ileri in-vivo

ve klinik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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7.0ZET

FARKLI iC YUZEYE SAHIP PTFE GREFTLERDE ENDOTELIZASYON,
BAKTERIYEL KONTAMINASYON VE BiYOFiLM OLUSUMUNUN
ARASTIRILMASI

AMAC: Genisletilmis politetrafloroetilen (ePTFE) greftleri, periferik vaskiiler cerrahide
yaygin olarak kullanilmaktadir ve farkli i¢ yiizey kaplamalarina sahip olabilirler. Greft
enfeksiyonu ve greft trombozu, protez greft bypass prosediirlerinin iki ana komplikasyonudur
ve yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olabilir. Calismamizin amaci, farkli protez ePTFE
greft kaplama yontemlerinin endotelizasyon, bakteriyel kontaminasyon ve biyofilm olusumu
tizerindeki etkisini arastirmaktir.

YONTEM: Biyofilm olusumu ve endotelizasyon icin ii¢ farkl tipte greft incelendi. Herhangi
bir kaplamasi olmayan ePTFE greftleri ve heparin ya da karbondan olusan liiminal yiizey
kaplamalar1 olan greftler kullanildi ve Staphyloccocus Aureus susu ile kontamine edildi.
Biyofilm tespiti i¢in Christiansen yontemi kullanildi. Ayrica biyofilm olusumu tamamlanmis
greftler taramali elektron mikroskopisi (SEM) ile degerlendirildi. Endotelizasyonun
belirlenmesi i¢in insan gdbek veni endotel hiicreleri (HUVEC) kullanildi. Endotel hiicre
kiiltiiriinden sonra greftler SEM altinda goriintiilendi ve ekimden sonraki 3. ve 25. giinler
arasinda alt1 farkl1 zamanda endotel hiicrelerinin proliferasyonu i¢in incelendi.

BULGULAR: Greftlerde biyofilm olusumunu belirlemek igin spektrofotometrik yontem
kullanild1 ve her greft tipinde biyofilm olusumunun yogunlugunu karsilagtirmak i¢in kantitatif
degerler kullanildi. Heparin kapli greftler i¢in biyofilm olusumunun diger iki greft tipinden
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu (p <0.05). SEM muayenesi ile
heparin kapli greftlerde mikroorganizma sayisinin arttigin1 gézlemledik. Endotel hiicrelerinin
karbon kapli greftlere yapismasi, endotel ekiminden 15., 20. ve 25. giin sonra yapilan
incelemelerde artmis bulunmustur. Heparin kapli greftlerin, yapilan her incelemede diger
greft tiplerine kiyasla daha az endotelyal hiicre icerdigi gézlendi.

SONUC: In vitro galismamiz, ePTFE greftin i¢ yiizeyi iizerindeki heparin kaplamasinin,
mikroorganizmalar i¢in bir yapigsma faktorii olarak biyofilm olusumunu arttirdigin1 ve endotel

hiicre ¢ogalmasini ve greft i¢i endotelizasyonunu engelledigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: ePTFE, heparin kapl, karbon kapli, biyofilm, endotelizasyon, greft enfeksiyonu, greft
endotelizasyonu, HUVEC
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8.SUMMARY

INVESTIGATION OF ENDOTELIZATION, BACTERIAL CONTAMINATION AND
BIOFILM CREATION IN PTFE GRAFTS WITH DIFFERENT INTERNAL
SURFACES

BACKGROUND: The expanded polytetrafluoroethylene (ePTFE) grafts are commonly
employed in peripheral vascular surgery have and may have different internal surface
coatings. Graft infection and graft thrombosis are two main complications of prosthetic graft
bypass procedures and may cause high mortality and morbidity. The aim of our study is to
investigate the effect of different prosthetic ePTFE graft coating methods on
endothelialization, bacterial contamination, and biofilm formation.

METHODS: Three different types of grafts were examined for biofilm formation and
endothelization. ePTFE grafts without any coating and grafts with luminal surface coatings of
either heparin or carbon were used and contaminated with Staphyloccocus Aureus strain.
Christiansen method was used for biofilm detection. In addition, grafts with completed
biofilm formation were assessed by scanning electron microscopy (SEM). Human umbilical
vein endothelial cells (HUVEC) were used for the determination of endothelialization. After
endothelial cell cultivation grafts were visualized under SEM and examined at six different
times between the 3" and 25™ days after cultivation for the proliferation of endothelial cells.
RESULTS: The spectrophotometric method was used to determine the biofilm formation on
grafts and quantitative values were used to compare the intensity of biofilm formation on each
graft type. The biofilm formation for heparin-coated grafts was found to be statistically
significantly higher than the other two graft types (p <0.05). We observed that the number of
microorganisms was increased in heparin-coated grafts under the SEM examination. The
adherence of endothelial cells on carbon-coated grafts was found to be increased, in
examinations performed at 15", 20" and 25" days after endothelial seeding. Heparin-coated
grafts were observed to contain fewer endothelial cells in comparison with the other graft
types on each examination performed.

CONCLUSION: Our in-vitro study has shown that heparin coating on the inner surface of
the ePTFE graft increases the formation of biofilm as an adhesion factor for microorganisms

and hinders endothelial cell proliferation and inner graft endothelialization.

Keywords: ePTFE, heparin coated, carbon coated, biofilm, endothelialization, graft infection, graft
endothelialization, HUVEC
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