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OzZET

Planlanan tez ¢alismasinda, kadaverik dondrlerden organ ¢ikariminda
alinan iliyak arter ve ven greftlerinin kriyoprotektan ¢ézeltisi kullanmaksizin,
sefazolinle dekontamine ederek -24°C’de standart dondurucuda, ne kadar
sure saklanabileceklerini ve greftlerin  kullaniminin  uygun olup
olmayacag@ini, greftlerin yapisal butinligu, mekanik ve mikrobiyolojik

Ozelliklerinin degerlendiriimesi amacglanmistir.

Calismamizda, Ocak 2018 — Haziran 2021 tarihlerinde 20-89 yas
arasi 28 farkli kadaverik donérden alinan 28 arter, 26 ven iliyak damar grefti
kullaniimistir. Saklanma surelerine gore greftler taze, 0-6 ay, 6-12 ay, 12-
24 ay ve 24 ay uzeri olacak sekilde gruplandinidi. Cézdurulen greftler steril
ortamda kesit alinarak udUreme varligi acisindan degerlendirildi.
Histopatolojik degerlendirme icin Ornekler i1sik mikroskobunda internal
elastik lamina (IEL) butunliigl, tunika media kalinligi ve morfolojik inceleme
sonuglariyla karsilastirildi. Endotel morfolojisinin degerlendiriimesi igin
ornekler taramali elektron mikroskobunda (SEM) incelenerek skorlama
sistemiyle karsilastirildi. Mekanik test i¢in sag ve sol ana iliyak damarlar in

vitro anastomoz edilerek anastomoz patlama basinci kargilastirildi.

Dondrlerin gruplar arasi demografik verileri benzerdi. Saklanma
suresine gore greftlerin patlama basinci arasinda farklihk yoktu.
Mikrobiyolojik analizde higbir greftte kontaminasyon gdzlenmemistir. Isik
mikroskobide damarlarin tunika media kalinligi gruplar arasi farkllik yoktu.
Arterlerin IEL fragmantasyonunda farklilik yok iken reduplikasyonda 24 ay
uzeri orneklerde anlamli olarak artis gostermekteydi. Tunika mediada
6dem, hyalinizasyon, bag dokusu artisi ve yer yer nekroz alanlari
izlenmigtir. SEM incelemede endotel yapisi 12 ay oncesi saklanan greftlerin
¢ogu grade 1 ve grade 2 izlenirken 12 ay Uzeri saklanan greftlerde grade 3,

grade 4 ve grade 5 gérunum mevcuttu.



Bu saklama proseduru ile 12 ay Uzeri saklanan greftlerin endotel
yapisinda belirgin dejeneratif degisiklikler saptandigindan kullanimlari

problemli olabilir.

Anahtar kelimeler: Vaskuler allogreftler, kriyoprezervasyon, organ

nakli.



SUMMARY

Mechanical, Structural and Microbiological Evaluation of Stored by

Freezing Human Cadaveric lliac Vessel Grafts

This study aims to evaluate the mechanical, microbiological properties
and structural integrity of the stored by freezing grafts, how long they can
be stored in a standard freezer at -24°C after being decontaminated with
cefazolin without using cryoprotectant solution, and whether the grafts are

suitable for use or not after this treatment.

In our study, 28 artery and 26 vein iliac vein grafts were taken from
28 different cadaveric donors between the ages of 20-89 between January
2018 and June 2021 were used..These grafts were grouped as fresh, 0-6
months, 6-12 months, 12-24 months and over 24 months old based on their
storage time. Thawed grafts were cross-sectioned in a sterile environment
and evaluated for the presence of growth. For histopathological evaluation,
the samples were compared with the internal elastic lamina (IEL) integrity,
tunica media thickness and morphological examination results under the
light microscope. For the evaluation of endothelial morphology, the samples
were examined under scanning electron microscope (SEM) and compared
against the scoring system. For mechanical testing, the right and left
common iliac vessels were anastomosed in vitro and anastomotic burst

pressures were compared.

The demographic data of the donors were similar among the
groups. There was no difference between the burst pressure of the grafts
based on the storage time. No graft contamination was observed in the
microbiological analysis. There was no difference between the groups in the
tunica media thickness of the vessels under light microscopy. While there

was no difference in the IEL fragmentation of the arteries, it showed a



significant increase in the samples over 24 months in reduplication. Edema,
hyalinization, increase in connective tissue and areas of necrosis were
observed in the tunica media. In the SEM examination, most of the grafts
whose endothelial structure was stored before 12 months were observed to
be grade 1 and grade 2, while the grafts stored for more than 12 months

had grade 3, grade 4 and grade 5 appearances.

With this storage procedure, grafts stored for more than 12 months
can be problematic to use because significant degenerative changes in the
endothelial structure have been detected.

Key words: Vascular allografts, cryopreservation, organ
transplantation.

Vi



GIiRiS

ilk basarili organ nakli 1954 yilinda Joseph Murray tarafindan
yapilan ve ikiz kardesten alinan bdbrek nakli ile gerceklestirilmistir. ilk
basarili karaciger transplantasyonu (KT) ise 1967'de Thomas Starzl
tarafindan yapildi. imminsupresif ilaglarin kesfediimesi ile 1960’lardan
itibaren organ nakli ivme kazanmig, son donem karaciger ve bobrek

yetmezliginin altin standart tedavisi haline gelmistir (1-3).

Organ naklinin basarisi greftin vaskuler yapisiyla dogrudan
iliskilidir. Vaskuler tromboz, nadir olmakla birlikte erken greft kaybinin tgte
birinden sorumludur. Akut arteriyel tromboz insidansi KT i¢in % 5 ile %17,
bdbrek nakli icin ise %1 ile %7,5 arasinda degismektedir ve genellikle bu
oran pediatrik alicilarda daha yuksektir. Ven6z tromboz insidansi ise bobrek
nakli icin %1 ile %8,2 arasinda, KT icin %2'den dislUk oranda
seyretmektedir (1,2,4).

Hem kadaverik organ naklinde meydana gelen vaskiler
komplikasyonlarda, hem de canl vericili nakillerde greftteki damar
yetersizligi sonucu rekonstriksiyon amaciyla vaskuler greftlere ihtiyag
duyulmaktadir(5). Sentetik vaskuler greftler ile yapilan anastomozlarda,
myointimal proliferasyon ve tromboza bagli stenoz riskinin ylksek olmasi
ve yaygin greft enfeksiyonu nedeniyle dondurularak saklanan kadaverik

vaskuler allogreftlerin(VA) kullanimi yayginlagmaktadir (6).

Dondurularak saklanan vaskuler allogreftlerin ¢ézdurtlmesi sonrasi
enfeksiyon, mekanik ozelliklerindeki degisiklikler, yapisal butanligun
bozulma derecesi ve tum bu degisikliklerin saklama suresi ile iligkisi henluz
aydinlatilamamistir (1,5,7). Yapilan calismalarda VA'nin +4°C'de serum
fizyolojik (SF) solusyonunda soguk depolama teknigi, sicakhgin +1°C'den -
40°C'ye dustugu yavas dondurma teknigi, sivi nitrojen ve dimetil sulfoksitin
(DMSO) kullanildigr; dokularin =120°C ile —190°C arasinda bir sogukta
dondurma tekniklerinin kullanildigi anlagiimaktadir. VA’nin saklanmasi



esnasinda kriyoprotektan olarak Histidine-tryptophan-ketoglutarate(HTK)
solisyonu, Universty of Wincosin(UW) solisyonu, Euro-collins solisyonu,
%10-15 DMSO gibi c¢ozeltilerin kullanildigi, dekontaminasyon icin de
lincomycin, mefokcin, colimisin ve vankomisin igeren antibyotikli

solusyonlarin kullanildigi gértlmektedir (8-10).

Tum bu saklama yontemlerinin amaci, allojenik vaskuler greftin
hasara, immunolojik degisikliklere veya greft acikhginda degisikliklere
neden olmadan ayni zamanda steril sekilde uzun stire muhafaza etmektir
(5,8,10). Bu greftlerin aktif organ nakli yapilan merkezlerde, -24°C de
standart dondurucuda, kriyoprotektan ¢oézeltisi kullanmaksizin, sefazolin ile
dekontamine ederek saklanabilecegdi, maliyeti ucuz, proseduru basit olan
surekli bir allojenik vaskuler greft kaynagina sahip olunabilecegi

ongorilmektedir.

Calismamizda bu bilgiler 1siginda merkezimizde -24°C’de
dondurulmus vaziyette bulunan vaskuler allogreftlerin  mekanik,
mikrobiyolojik ozelliklerini ve yapisal butunligunin bozulma derecesini
inceleyerek, kullanmadan 6nce ne kadar slre saklanabileceklerini ve bu

greftlerin kullaniminin uygun olup olmayacagini ortaya koymayi1 amacladik.



GENEL BILGILER

Damarlarin Genel Ozellikleri

Arterlerin ve venlerin duvarlarn tunika denen Uu¢ tabakadan
olusmaktadir. Tunika intima, damarin en i¢ tabakasidir. Ug komponentten
olusmaktadir: (a) tek tabaka halinde yassi epitel hiicreleri olan endotel, (b)
endotel hicrelerinin bazal laminasi (baslica kollajenden, proteoglikanlardan
ve glikoproteinlerden olusan ince bir ekstraseluler tabaka), (c) gevsek bag
dokusundan olusan subendotelyal tabaka.

Gevsek bag dokusunda seyrek olarak diz kas hucreleri
bulunmaktadir. Arterlerde ve arteriyollerde intimanin subendotelyal
tabakasi internal elastik membran denen ve fenestrall elastik materyalden
olusan yaprak benzeri bir tabaka ya da lameller icermektedir. Fenestrasyon,
maddelerin tabakalardan kolayca difizyonuna ve damar duvarinin
derinlerindeki hicrelere ulagsmasina olanak saglar.

Tunika mediya ya da orta tabaka primer olarak dairesel
dizenlenmis diz kas hucreleri tabakasindan olusmaktadir. Arterlerde bu
tabaka nispeten kalindir ve internal elastik membrandan eksternal elastik
membrana uzanmaktadir. Eksternal elastik membran, tunika mediyayi
tunika adventisyadan ayiran bir elastin tabakasidir. Tunika mediyanin diz
kas hucrelerinin arasinda degisken miktarlarda elastin, retikuler fiberler ve
proteoglikanlar bulunmaktadir. Elastinden olusan yaprak ya da lameller
fenestralidir ve dairesel konsantrik tabakalar halinde dizenlenmislerdir.
Tunika mediyanin butin ekstraseliler komponentleri diz kas htcreleri

tarafindan Uretilmektedir (11).



Tunika Media

Tunika Adventisya Tunika Intima

L L/

Duz Kas Endotel

Eksternal Elastik
Lamina Internal Elastik

Lamina

Sekil-1: Arter duvar yapisi; endotel ve subendotel tabakay! igceren tunika
intima, internal elastik lamina ile diz kas hucrelerini igceren tunika media
(12).

Tunika adventisya ya da en distaki bag dokusu tabakasi, baslica
longitudinal dizenlenmis kollajendz dokudan ve az miktarda elastik fiberden
olusmaktadir. Bu bag dokusu elemanlari, damarlari ¢gevreleyen gevsek bag
dokusu ile kademeli olarak birlesir. Tunika adventisya, arteriyal sistemin
blaylk boéliminde nispeten inceyken, venul ve venlerde belirgin olarak
kalinlagir. Ayrica buylk arter ve venlerin tunika adventisyasi damar
duvarindaki duz kas kasilmasini kontrol eden ve nervi vaskularis denen
otonomik sinir aginin yani sira, damar duvarinin kendisini besleyen ve vaza

vazorum denen bir damar sistemi icermektedir.
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Sekil-2: Bir orta boy venin sematik diyagrami ve fotomikrografi (11)
Damar Endoteli

Yetigkin insan vicudunda dolagim sistemi yaklagik 60.000 mil
uzunlugunda, farkli buyuklikte damarlardan olusmaktadir ve bunlar endotel
denen tek kath yassi epitel ile doselidir. Endotel; yassi, uzun ve ¢okgen
sekilli, sureklilik gosteren bir endotel hicreleri tabakasindan olugsmakta ve
bu hicreler uzun eksenleri kan akimi yonunde olacak sekilde dizilmislerdir
Endotel hdcreleri, salgiladiklari medyatorler ile koagulasyonu, fibrinolizisi,
damar tonusunu, dolayisiyla kan akigi ve kan basincini dizenlerek gesitli
fizyolojik ve patolojik olaylarda rol oynayan endokrin bir organ niteligindedir.
(Tablo-1)

Endotel hucreleri, subendotelyal alanda hemostazda rol oynayan
fakat normalde endotel ylUzeyinde bulunmayan Kkollajen, fibronektin,
trombosit aktive edici faktor (PAF), von Willebrand faktér ve fibrinojen gibi
pek cok adheziv glikoprotein bulundurur. Endotel butinlGgdini bozan
herhangi bir olayda agiga c¢ikan bu maddeler trombosit, koagulasyon
faktorleri ve lokositler arasinda baglanti saglar ve prokoagulan aktiviteyi
yonetirler.

Antikoagulan aktivitesi, dolagsimdaki faktor VII'yi subendotelyal doku
faktorinden ayirarak trombositlerin subendotelyal kollajen ve von
Willebrand faktora ile birlesmesini engelleyip trombosit aktivasyonunu ve
agregasyonunu onler. Endotel hicreleri, aktive protein C ile birlestirildiginde

faktor Va ve Vllla yi inhibe eden bir kompleks olusturan ve antikoagulan etki
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ile sonuglanan protein S'yi sentezler ve salgilar. Heparin sdllfat,
antikoagulan aktivite tasiyan endotel hicresi tarafindan sentezlenir.
Trombomodulin de endotelyal ylzeylerde bulunur ve trombini baglayarak
prokoagulan etkilerini inaktive eder. Trombomodulin ayrica protein C'yi
aktive ederek fibrinolizi arttinir. Doku plazminojen aktivatéri (tPA),
plazminojeni plazmine doénustiren endotel hicreleri tarafindan yapilir, bu
daha sonra fibrin ve fibrinojeni pargalayarak fibrinoliz ile sonuglanir.

Vaskuler endotel, vazomotor tonus ve kan akisinin
dizenlenmesinde rol alir. Vaskuler tonusun kontrolu temel olarak endotel
tarafindan dretilen nitrik oksit (NO), prostasiklin (PGI2) ve endotel kaynakl
hiperpolarize faktor gibi vazodilatatorler ile endotelin-1 ve superoksid
radikalleri gibi vazokonstriktorler arasindaki denge ile duzenlenir. PGI2,
guclu bir vazodilatator, trombosit agregasyonunun inhibitdrt ve fibrinolitik
bir ajandir. NO ve NO iceren bilesikler duz kaslari gevsetir ve trombosit
agregasyonunu inhibe ederler. Ayrica, en gugli vazokonstriktor olan
endotelini ve angiotensin I'i angiotensin ll'ye donusturen guglu
vazokonstriktor angiotensin-converting enzimini (ACE) de salgilar.

inflamasyonda da blyik rol oynayan endotelyal hiicreler
inflamatuar aktivasyona ugradiklarinda selektinlerin, adezyon molekulu
olan VCAM-1 ve ICAM-1 in ekspresyonu ile monositlerin adezyonunu artirir.
Adezyon molekul ekspresyonu IL-1 ve TNF-alfa gibi proinflamatuar
sitokinler ile, IL-6 ya cevap olarak CRP ile, proteaz aktive edici reseptor
sinyalleri ile ve CD40/CD40 ligand (CD40L ve CD154) etkilesmesi ile
indUklenir. Bir kere yapisan monositler endotel hicreleri arasindan tunika
intimaya dogru hareket ederler. intima tabakasina girdiklerinde makrofajlari
olustururlar ve SR-A, CD-36, ve LOX-1 gibi ¢copgu reseptorleri ile modifiye
edilmig lipoproteinlerin iclerine alinmasinda rol oynar. Bu lipoprotein
partikillerinin ice alinmasi erken aterosklerotik lezyonlarin karakteristik
Ozelligi olan lipid yUkli makrofajlara veya kdpuk hlcrelerinin olusmasina
neden olur.

Endotelin diger fonksiyonlar gibi, damar gecirgenliginde de aktif rol
oynar. Lipofilik ve duguk molekul agirlikh hidrofilik maddeler engellenmeden
kan ve dokular arasinda hareket edebilirler. Fakat damarlar
makromolekiiller icin secici olarak gecirgendir. intravaskiler ve

6



ekstravaskuler sivi dengesinin surdirilebilmesi igin bu yari segici bariyer
gereklidir (11,13-15).

Bazal lamina~.__

Baglantt
kompleksi

Sekil-3: Endotelin diyagrami ve tarama elektron mikrografi (11)

Damarin Endotel Hiicre Hasarina Yaniti

Endotel zedelenmesi tromboz, ateroskleroz ve hipertansif vaskuler
lezyonlar gibi ¢esitli patolojik sureglerde rol oynar. Endotel hlcresi kaybina
neden olan damar zedelenmesi duz kas hucre proliferasyonunu ve es
zamanh matriks sentezini uyarir. Prolifere olan diz kas hucreleri intimaya
g6c¢ ederler. Bu slre¢ sonucunda endotel hasari boélgesinde intakt bir
endotel tabakasi iceren neointima olusur. intimal diz kas hiicrelerinin
migratuar, proliferatif ve sentetik aktiviteleri trombositler, endotel hicreleri
ve makrofajlar tarafindan salgilanan biyime faktorleri, sitokinler, aktive
koagllasyon ve kompleman faktorleri ile dizenlenmektedir. Neointima
olusumu damar duvarinin herhangi bir zedelenmeye karsi verdigi

kaliplasmig bir yanittir (14).



Tablo-1: Endotel hiicrelerinin 6zellikleri

Ozellik/Fonksiyon Medyatérler/Uriinler
Gegirgenlik bariyerinin korunmasi

Antikoagilan, antitrombotik, Prostasiklin

fibrinolitik diizenleyicilerin salinimi Trombomaodiilin

Heparin benzeri molekuller
Plazminojen aktivatora
Protrombotik molekullerin salinimi Von Willebrand faktor

Doku Faktéri

Plazminojen aktivator inhibitori

Ekstrasellliler matriks Gretimi Kollajen, proteoglikanlar

Kan akimi ve vaskdler reaktivitenin Vazokonstriktorler:Endotelin, ACE
dizenlenmesi Vazodilatatorler:NO, prostasiklin
inflamasyon ve immiinitenin IL-1, IL-6, kemokinler

dizenlenmesi Adezyon molekiilleri:VCAM-1, ICAM, E-

selektin, P-selektin,

Doku uygunluk antijenleri(HLA)
Hucre blyumesinin dizenlenmesi Buyime uyaranlari:PDGF, CSF, FGF
Biiyiime inhibitérleri:Heparin , TGF-

LDL oksidasyonu

ACE: Angiotensin donlstiricli enzim. CSF: Koloni uyarici faktér. FGF: Fibroblast blyime
faktérii. ICAM: interselliiler adezyon molekilii IL: interlékin. LDL: Disik yogunlukiu
lipoprotein. NO: nitrik oksit. PDGF: Trombosit koékenli buyime faktéri. TGF- B:

Transforming blyime faktori-. VCAM: Vaskiler hiicre adezyon molekili (14).

Anastomoz Hattinin iyilesmesi

Uygun bir anastomozda ama¢ bazal membran ile internal elastik
laminanin devamlihdinin saglanarak endotelyal butinligin korunmasidir.
Subendotelyal alanla temasi azaltilan trombositler anastomoz hatti
uzerinde ince bir tabaka seklinde dizilirler. Trombosit adhezyonu ve
agregasyonu ilk 4-6 saat boyunca devam eder ve daha sonra trombosit
sayisi azalmaya baslar. 3-7. gunlerde trombositler belirgin olarak azalir ve
fibrinolizis aktivasyonu ile duvar yapisinda goérlilmezler. Anastomoz
olusturulduktan sonra saatler icerisinde nétrofiller cogalmaya baglar ve 3.
gunden sonra yerlerini makrofajlara birakirlar. Makrofajlar 3.-7.gunler
arasinda belirgin olarak gozlenirler ve daha sonra giderek sayilari azalir.
Anastomoz hatti 5. glnde trombosit, fibrin ve Idkositlerden olusan
psodointima ile kaplanir. 8. gunden itibaren endotelizasyon belirgin hale

gelir ve 14 guinde tamamlanir. Bu donemde fibrin ve trombus artiklarinin



tamamina yakini uzaklastirlmistir. Baslangi¢ta dizensiz yapida olan
endotel tabakasi 8 haftada remodelingi tamamlayarak diz hale gelir
(15,16).

Trombis Olusumu

Tromboz sdrecinin baglamasi Virchow triadi olarak da bilinen
endotel hasari, staz ve hiperkoagulopati ile meydane gelir. Tromboz
trombositlerin damar i¢ ylzine yapisip kimelesmesiyle baslar. Primer
trombUs yalnizca trombositlerden ve ¢ok az fibrinden olusur. Normal
kosullarda endotel hucreleri trombositlerin yapismasini ve kimelesmesini
engeller, Urettikleri medyatorleri  etkisizlestirir.  Trombin, trombosit
kimelesmesini tetikleyen 6nemli bir medyatérdur. Endotel hiicreleri trombin
varligini  algiladigi  anda prostasiklin  (PGI2) Ureterek trombosit
kimelesmesini engeller. PGI2‘'nin ikinci bir iglevi de vazodilatasyondur.
Vazodilatasyonla genigleyen damarlardan hizla akan kan toplanan
trombositleri uzaklastirir. Ortamda beliren ve trombosit kiimelesmesini
uyaran adenozin difosfat (ADP) endotel hucreleri tarafindan adenin
ndkleotidlere donusturulir. Adenin nukleotidler trombosit kimelesmesini
engeller. Endotel hicreleri Urettikleri alfa-2 makroglobulin, heparin etkili
maddeler ve trombomodulin gibi maddeler ile kanin pihtilagsmasini inhibe
ederler. Doku plazmin aktivatori ve Urokin gibi Uranleriyle de fibrinolitik
aktiviteyi tetiklerler. Antitrombotik ve fibrinolitik aktivitenin yetersiz kaldigi
durumlarda fibrin ¢okugu hizlanir, I0kositler ile eritrositler bu agin igine
tutunurlar ve trombus giderek buyur. Damar [iUmeninin tam kapanmadigi bu
duruma mural trombus denir.Sureg ilerlerse olusan trombus damar [imenini

tamamen tikayabilir ve okluzif trombis meydana gelir (15).

Organ Naklinde Onemli Bir Komplikasyon - Vaskiiler Tromboz

immiin supresif ilaglarin kesfedilmesi ile 1960’lardan itibaren organ

nakli ivme kazanmis, son donem karaciger ve bobrek yetmezliginin altin



standart tedavisi haline gelmistir (1-3). Organ naklinin basarisi greftin
vaskuler yapisiyla dogrudan iliskilidir. Arteriyel ve venoz greft trombozlari
nadir olmasina ragmen greft kaybina yol agan ve erken greft kayiplarinin
onemli bir kismini olugturan yikici komplikasyonlardir. Vaskuler trombozun
ortaya ¢ikmasinda rol oynayan en énemli risk faktorleri; donér yasinin 60’in
Uzerinde olmasi, uzamis soguk iskemi suresi, sigara kullanimi, vaskuler
endotelyal hasar, ateroskleroz, hiperkoagulobilite, peroperatif veya
postoperatif hemodinamik instabilite, tromboz 6ykusu, pediatrik alicilar ve
greftin anatomik anomalileridir (2). Akut arteriyel tromboz insidansi KT'de
%5 ile %17 arasinda degdismektedir. Bobrek nakli icin ise %1 ile %7,5
arasinda degismektedir ve genellikle bu oran pediatrik alicilarda daha
yuksektir. Vendz tromboz insidansi ise bobrek nakli igin %1 ile %8,2

arasinda, KT i¢in %2’den dusuk oranda seyretmektedir (1,2,4).

Vaskuler komplikasyonlardaki kilit nokta erken teshistir. Doppler
ultrasonografi, tarama protokolleri ve tromboz tanisi igin altin standart
uygulanan tetkiktir. Erken tromboz tanisi konulan, 6zellikle organ hasarinin
olmadig1 vakalarda acil revaskularizasyon girisimleri tedavide ilk adim
olmahdir. Acil trombektomi ile rekanalizasyon saglanamayan durumlarda
vaskuler rekonstruksiyon yapilmalidir(17). Vaskuler rekonstruksiyon igin
kullanilan greftler otojenik, allojenik veya politetrafloroetilen (PTFEE) gibi

sentetik greftlerle olabilir (5).

Akut tromboz disinda vaskuler greftler, karaciger sag lob greftleri
kullanilarak canlh vericili KT yapilan olgularda vaskuler greft interpozisyonu
ile orta hepatik ven (OHV) rekonstriksiyonunda, portal ven (PV)
trombozlarinda PV rekonstriksiyonunda kullaniimaktadir. Benzer sekilde
bobrek naklinde de kisa, hasarl, ¢ift renal ven veya arter anomalilerinde de

vaskuler greftler kullaniimaktadir (18,19).
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Resim-1: Superior mezenterik ven—portal ven arasi taze iliyak ven grefti

Vaskiiler Greftler

Otojen safen ven (SV) , lokal enfeksiyon durumunda ve ekstremite
kurtarma cerrahisinde, yeniden enfeksiyona direng ve lUmen acikhgi
acisindan altin standart olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikte, venoz
yetmezlik, varis cerrahisi 6ykusu, daha dnce revaskularizasyon greftti olarak
kullanilmasi ve organ nakli gibi daha genis vaskuler greftlere ihtiya¢ olmasi
durumlarinda kullanimi sinirli olmustur. Bu nedenlerle sentetik ve allojenik

vaskuler greftlere yonelim olmustur (20).

Otolog venlerin yerine politetrafloroetilen (PTFE)
greftlerin kullanilmasi, bazi yuksek hacimli nakil merkezlerindeki yayinlarda
olumlu sonuglari olmasina ragmen, OHV rekonstruksiyonu sonrasi greft
enfeksiyonu, tromboz, gastrointestinal penetrasyon ve komsu organ
erozyonu gibi komplikasyonlar tespit edilmistir (7,18). Canh vericili KT'de
kullanilan PTFE greftlerinin daha once bildirilen disuk agiklik oranlarinin bir
hayvan c¢alismasinda gosterildigi gibi anastomoz bodlgelerinde siddetli
subendotelyal fibréz hiperplazi ve tromblisin neden oldugu Iimen
daralmasi sonucunda greft stenozu gelismesine bagh oldugu gdsterilmistir
(21). Bu nedenlerle, dondurularak saklanan vaskuler allogreftlere yonelim

olmustur (20).
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Vaskiiler Allogreftler ve Koruma Yontemleri

Vaskduler allogreftler (VA) ilk olarak 1903'te Hopfner tarafindan ve
daha sonra Alexis Carrel ve Claude Guthrie tarafindan 1908'de
kullaniimistir (22). Yillar igerisinde VA kullaniminda artis izlenmekte olup
birgok koruma yontemi gelistirilmistir. Bu koruma ve saklama yontemlerinin
temel amaci, damarin yapisal hasarini en aza indirecek sekilde yapisal

butunlagunu ve hemodinamik 6zelliklerini korumaktir (23).

Soguk Depolama Yontemi

VA’nin +4°C’ de farkli solusyonlar igerisinde, kisa sureli korunmasi
icin uygulanan ydéntemlerdir.[8]Gross ve arkadaslari 1951 yilinda VA'yi
Tyrode ¢ozeltisinde 2 ile 4°C arasinda 6 hafta kadar saklamis ve hastalikli
abdominal aorta bu greftlerle revaskuilarizasyon yapmistir (24). Martinez ve
arkadaglari 1-26 gun boyunca +4 °C'de Terasaki solusyonunda (McCoys
lenfosit kultar ortami, sigir fetal serumu, HEPES tamponu, gentamisin)
saklamistir. Benzer sekilde Sellers ve arkadaslari L-Glutamin iceren
antibyotikli solusyonda(240 ug/mL sefoksitin, 120 ug/mL linkomisin, 50
ug/mL vankomisin ve 100 ug/mL polimiksin B) +4-10 °C'de maksimum 30
gun saklamistir (9). Bu prosedirin en 6énemli problemi, greftin belli bir

sureden sonra pargalanmasi ve endotelyal butinlGgunin kaybolmasidir (8).

Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon) Yontemi

Liyofilizasyon, biyolojik materyallerin dondurulmasi ve vakum
atmosferi altinda olusan buz kristallerinin stblimlestiriimesi islemidir.
Sublimlesme, kati maddelerin isitilinca ara bir hal olan sivi hadle gegmeden
dogrudan gaz héle gecmesidir. Greftler -70 °C'de hizla dondurulur. 2

asamall sublimasyon-kurutma islemine tabi tutulur;

1-Donmus greftlerden buzun yuksek vakum altinda su igeriginin

%90-95 uzaklastiriimasi,

2- Kalan nemin uzaklastirilmasi islemidir.



1949 yilinda Debackey ve Hufnagel, arteriyel allogreftleri bu
teknikle dondurarak kurutmustur (25). Foster ve arkadagslari ayni teknikle
110 implante edilmis allogreftte 2 ruptir ve 12 tromboz bildirmistir. Bu
prosedirle homogreftler 2 hafta ile 24 ay arasi saklanmistir. 40 vakada 18
ay Uzeri saklanan greftler kullaniimistir (26). Dondurarak kurutma
yonteminin pahali olmasi, uzun kurutma sureleri ve ylksek enerji ihtiyaci

nedeniyle bu alanda kullanimi sinirli olmustur.

Kriyoprotektan ile Dondurma (Kriyoprezervasyon) Yontemi

Hucreler hizli donduruldugunda ortamdaki tuz konsantrasyonu
aniden artar ve osmotik basingtaki artis sonucu hucreler buzusur ve olur.
NaCl iceren ortam hizla sogutuldugunda ise (> -15 °C/dak) htcre igi sivida
kristallesme gorulur, hicre pargalanir ve olur(Sekil-4). Bu sebeple hicreler
dondurulurken su molekullerini  baglamak, suyun kristallesmesini
yavaslatmak, kristalizasyonun solutlerle es zamanli olmasini saglamak
temel ¢6zUm olacaktir. Bu da kriyoprotektan denilen baglayici ajanlarin
kullaniimasiyla mumkundur. Boylece, kristalizasyon hizi yavaslar, ani
osmotik basing artisi engellenir. En sik %10-15 Dimetil sulfoksit (DMSO),
Gliserol, Histidine-tryptophan-ketoglutarate (HTK) soltsyonu, Universty of
Wincosin  (UW) solusyonu, Euro-collins solisyonu gibi kriyoprotektif

maddeler kullaniimaktadir.

oda sicakliginda
hiicre soltsyon
etkisi

dondurma

p——11

hucre ici
ristallesme

Sekil-4: Yavas ve hizli dondurmada hucrenin fizyolojik seyri
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ilk olarak 1949'da Polge ve arkadaslari kriyoprotektan kullanarak
sperm hucrelerini disuk 1silarda saklamayi basarmislardir. O'Bryan ve
arkadaslar 1975'te DMSO kullanarak kardiyovaskuler dokularin uzun sureli
depolanmasini tanitmigtir. Kriyoprezerve edilmis allogreftler disuk dozlu
antibiyotik solisyonunda 24 saat bekletildikten sonra sivi nitrojen buhar
fazinda implantasyona kadar -196°C de dondurularak saklandi (27).
Brockbank deneysel olarak allogreft Smrunun protein sentezi gibi hicresel
fonksiyonlarin korunmasina bagl oldugunu ve DMSO ile —135 °C'nin altinda
bir sivi nitrojen dondurucusunda saklanabilecegini gosterdi (28). Mestre ve
arkadaslari ispanya doku bankasinda penisilin, streptomisin ve amfoterisin
B iceren antibiyotik solisyonunda -196°C'de sivi nitrojen iginde
kriyoprezerve edilen greftleri kullandi. Vaskuler rekonstriksiyon igin 16
hastaya kriyoprezerve edilmis 20 arteriyel allogreft implante etti ve
kriyoprezerve arteriyel allogreftlerin klinik uygulamada basaril bir sekilde
kullanildigini gosterdi (29). 1989 yilinda Belgika ve diger Avrupa Ulkelerinde
vaskuler allogreft programi baslatan Avrupa Homogreft Bankasi (EHB),
vancocin, lincocin ve polymixin B karigimi hazirlanan solisyonda greftler
%210 DMSOQ'dan olusan bir kriyoprotektan ile sivi nitrojen icinde -174°C de
sakladi (30). Kiefer, 179 hasta deneyimini yayinlandigi makalede hem
enfekte arteriyel protezlerin hem de dogal arterlerin anevrizmalarinda 48
saatten 37 gune kadar 4°C'de saklanan taze greftlerle ve doku bankasinda
kriyoprezerve edilmis insan arterlerini kullanarak karsilastirmistir. Taze
allogreftler yerine dondurularak saklanan allogreftlerin kullaniimasini

Oonermistir (31).
Gluteraldehit ile Greftlerin Korunmasi Yontemi

Gluteraldehit (GA), esas olarak kollajen liflerinin amin gruplarina
baglanarak doku fiksasyonu yapar. Greftler oda sicakhginda 20 dakika
boyunca limen i¢i 100 mm Hg basing altinda, sodyum fosfath %0.625 GA
tamponu ile doldurularak fikse edilir. Fiksasyondan sonra 24 saat boyunca
%0.625 GA tamponunda bekletilir ve %0,2 GA ¢dzeltisinde veya %50 sulu
etanolde saklanir. Bu korunmus greftler, kullanimdan énce 30 dakika soguk

SF ile yikanir (32). GA'nin vaskuler allogreft korumasiyla ilgili tum

14



makalelerde umblikal venin kondit olarak kullanildigi ¢alismalardi. Bu
biyogreftler GA tabaklanmis polyester dacron ag ile kaplanmigtir. GA ile
korunan greftlerin PTFE greftlerine kiyasla primer aciklhk oranlari daha
yuksek bildirilmistir. GA molekuliunun vaskuler dokudaki doku uyumlulugu

antijen bolgelerini maskeledigi gosterilmistir (8).

TUdm bu saklama ydntemlerinin amaci ideal bir VA elde etmektir.
Vaskuler allogreft; yluksek greft acgiklik, dusik greft parcalanma oranina
sahip olmali, immunsupresif tedaviye ihtiyag duymamali, farkh cap ve

uzunluklarda raflarda bulunmali ve uzun sure saklanabilmelidir.

Aktif organ nakli yapillan merkezlerde, her an vaskuler
rekonstriksiyon ihtiyaci olabileceginden, vaskiler doku bankasi
gerekmeksizin surekli VA kaynagina sahip olmasi gerekmektedir.
Kriyoprotektan cozeltilerinin pahali olmasi, sivi nitrojen azot tanklarinin
hastane sartlarinda kullaniminin zorlugu nedeniyle alternatif ve daha basit

VA koruma yontemi gelistiriimesi intiyact dogmustur.

Bu calismada -24 ° C sicaklikta dondurulmus vaziyette bulunan
vaskuler greftlerin mekanik, mikrobiyolojik Ozelliklerini ve yapisal
batunltgunun bozulma derecesini inceleyerek, ne kadar sure depolanarak
kullanilabileceklerini test etmek, vaskuiler kaynakh komplikasyonlarin
engellenmesi igin bu greftlerin kullaniminin uygun olup olmayacagini ortaya

koymak amaglanmistir.
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GEREG ve YONTEM

Bursa Uludag Universitesi Etik Kurulu tarafindan 18-08-2020 tarihli
B.30.2.ULU.0.20.12.01-40-02.899 nolu karar ile etik kurul onayi alindi.
Ocak 2018 — Haziran 2021 yillari arasinda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinde Karaciger Nakli icin kabul edilen 28 farkli dondrun fiziksel
degerlendirmesi, tibbi kayitlari ve tibbi anamnezleri gdézden gegirildi. AIDS,
hepatit B, hepatit C, aktif tiberkuloz gibi bulagici hastaliklari olan ve
malignite saptanan kadavra vericilerinden greft alinmadi. Beyin o6limu
gerceklesmis olan donérun yas, cinsiyet, BMI, komorbidite, beyin 6lumu

nedenleri gibi verileri analiz edildi.

Greftlerin Cikarilmasi ve Saklanmasi

Organ bagisinda bulunan ve beyin 6lumu gergeklesen dondrin
greftlerinin mikrobiyal ve fungal kontaminasyonunu onlemek igin, tum
islemlerde aseptik teknikler kullanildi. Dondr organ c¢ikarimi sirasinda
hepatektomi ve nefrektomi sonrasi, iliyak arter ve ven homogreftleri
eksternal iliak arter ve venin bir kismini igine alacak sekilde ¢ikarildi. Organ
muhafaza solUsyonu olarak Universty of Wiscosin igeren steril bir kapta
saklanan VA’lar soguk zincirle organlarla beraber nakil merkezine ulagtirildi.
Back-table isleminde damar ¢evresi yad dokulari ¢ikarildi ve damar limeni
soguk SF (0,1-10° C) ile yikandi. Greftler ayrica yapisal buttnluk, skleroz
veya travma varligi agisindan da degerlendirildi. Dejeneratif, sklerotik veya
travmatik degisiklikleri olan greftler calisiimaya dahil edilmedi. +4°C de
bekletilen greftler(taze greftler) nakil esnasinda kullanilmamasi durumunda
saklanma prosedurine tabi tutuldu. 100 ml SF igerisine 1gr sefazolin
sodyum(10mg/ml) eklenerek hazirlanan solusyonla yikandi ve ayni
antibiyotik solUsyonlu kapali steril kaba konuldu ve devamli 1s1 kontrolu

yapilan derin dondurucu dolapta dondurularak (-24°C) saklandi.
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Greftlerin Gozdiiriilmesi ve Karsilastiriimasi

Ocak 2018 — Haziran 2021 vyillan arasinda ayni prosedurle
saklanan 54 adet greft deneysel ¢alismada kullaniimak Uzere saklanma
surelerine goére gruplanarak mekanik, yapisal butlnlik ve mikrobiyolojik
Ozellikleri yonunden kontrol grubu olan taze greftlerle karsilastirmali

incelendi.

Bu gruplar kontrol grubu I. Grup (0-24 saat), Il. Grup 0-6 ay, llI.
Grup 6-12 ay, IV. Grup 12-24 ay ve V. Grup >24 ay olarak belirlenmigtir.
Kontrol grubuna 5 adet arter-5 adet ven, II. gruptan 5 adet arter-5 adet ven,
[ll. gruptan 6 adet arter-4 adet ven, IV. gruptan 6 adet arter-6 adet ven ve
V. gruba 6 adet arter-6 adet ven dahil edildi (Tablo-2).

Tablo-2: Calisma gruplari ve ozellikleri

Grup Saklama suresi Arter Ven Toplam
Grup | 0-24 Saat 5 5 10
Grup Il 0-6 Ay 5 5 10
Grup Il 6-12 Ay 6 4 10
Grup IV 12-24 Ay 6 6 12
Grup V >24 Ay 6 6 12

Dondurulmus greftler ¢ézilmesi igin incelemeden 6nce 5 dakika
oda sicakhginda, sonra 37° C suda bekletildi. Cozulme isleminden sonra,
greftler steril ameliyat masasinda U¢ kez SF ile yikandi. Hazir olan her
greftlerde oncelikle 5 mm boyutunda tam kat kesilen parga mikrobiyolojik
degerlendirme igin tiyoglikolatli buyyon besiyerine konuldu. Daha sonra
histopatolojik degerlendirme icin her greftten 1 cm boyutunda enine ve
boyuna Kkesitler alinarak %10’luk formaldehit solisyonu olan kaplara

koyuldu ve fikse edildi.
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Mikrobiyolojik Degerlendirme

Mikrobiyolojik degerlendirme icin tiyoglikolatli buyyon icerisine
konulan ornekler 36°C sicaklikta inkibe edilerek 24, 48 ve 72. saatlerde
ureme varligini ifade eden bulaniklik agisindan degerlendirildi. Bulanikhk
gelisen besi yerlerinden kati besi yeri olarak %5 koyun kanli agar eozilen
metilen blue agar, sabouroud dekstroz agara pasaj yapilmasi aerob
ortamda, CDC anaerob agara pasaj yapilarak, anaerob ortamda 36°C’de
inkibe edilerek Ureyen aerob, anaerob bakteri ve mantar izolatlarinin
(Bakteri izolatlari MALDI-TOF (Bruker, ABD), mantar izolatlari API-ID 32C

(Biomerieux, Fransa) sistemleriyle) tanimlanmasi planlandi.

Histopatolojik inceleme

Gozdurulen damar oOrnekleri (arter ve ven), %0,9’luk NacCl
solusyonunda yikandiktan sonra enine ve boyuna kesitler almak Uzere
bolunerek %10’luk formalin solisyonunda 48 saat sureyle fikse edildi.
Fiksasyon sonrasi rutin doku takibine alindi: Bu amacla derecesi artan
etanol serilerinde dehidre edilen dokular, sonrasinda ksilen ile
saydamlastirildi ve 56°C’de sivi parafin impregnasyonunu takiben parafin
bloklar haline getirildi. Parafin bloklardan mikrotom yardimi ile 5 ym
kalinhginda enine ve boyuna seri kesitler alindi. Ardisik kesitler 1s1k
mikroskobik dizeyde genel morfolojik degerlendirme icin Hematoksilen-
Eozin (H&E) ile internal elastik lamina ve bag dokusu vyapilarinin
degerlendirmesi icin de Verhoeff metotlart ile boyandi. Hazirlanan

preparatlar Olympus BX50 fotomikroskop ile degerlendirildi ve fotograflandi.
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Isik Mikroskobik Degerlendirme ve Morfometrik Analiz

Enine ve boyuna damar kesitleri, intimal kalinlagsma, internal elastik
laminanin (iIEL) butunligli ve tunika mediada dejeneratif degisiklikler
acisindan degerlendirildi. Ek olarak tunika media’nin kalinh@i ol¢uldu. Isik
mikroskobik degerlendirmelerde 6rnek basina 100 ym araliklarla alinan 10
enine/boyuna kesit kullanildi. Internal elastik laminanin butinlGginin
histolojik degerlendirilmesinde enine kesitler kullanildi ve agsagidaki yapisal

degisiklikler puanlandirildi (33).

Arter greftlerinde IEL fragmantasyon ve reduplikasyon gdzlenen
morfolojik degisiklikler Tablo-3'te belirlenen kriterlere goére puanlandi. Ven

greftlerinde ise IEL izlenmedigi icin degerlendirilmedi.

Tablo-3: Arterlerde IEL’nin degerlendiriimesinde kullanilan puanlama

sistemi
Puan IEL’de Gozlenen Yapisal Degisiklikler
Fragmantasyon Reduplikasyon
1 Morfolojik olarak intakt IEL

2 (Hafif) | Damar ¢apinin Y2’UnU kapsayan yapisal degisiklik

3 (Orta) | Damar ¢apinin Ya-'%'sini kapsayan yapisal degisiklik

4 (Agir) | Damar gapinin ‘2'den fazlasini kapsayan yapisal degisiklik

IEL: internal elastik lamina

Tunika medianin kalinligi Verhoeff yontemi ile boyanan enine
kesitlerde, 20x objektif ile labSens (version 1.1; Olympus Soft Imaging
Solutions, Hamburg, Germany) software programi kullanilarak &lguldu.
Olctimler; arterlerde internal elastik lamina ile eksternal elastik laminanin
tunika mediaya komsu olan ylzeyleri arasinda (Sekil-5A), venlerde ise
subendotel - tunika media siniri ile tunika media - adventisya siniri arasinda
yapildi. Olgiimler igin, 100 ym aralikla alinan 10 kesitten her biri dort

kadrana ayrildi. Her kadrandan rastgele secilen bir optik alanda 3 olgum
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yapildi(Sekil-5B). Her bir érnek icin elde edilen 120 6lgimin aritmetik

ortalamasi alinarak tunika medianin kalinligi hesaplandi (34).

| ee—
500 pm

Sekil-5: A. Arter greftlerinde olgulen tunika media kalinligi. B. Tunika

media kalinliginin 6lgimunde kullanilan yontem.

Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope) (SEM)

Cozdurilen ve formaldehitte ilk fiksasyonu yapilan 3*4mm
boyutundaki greft ornekleri, %2,5'lik Gluteraldehit solisyonu iceren
eppendorf tupleri icerisine alinarak 4 saat bekletildi ve fiksasyon saglandi.
Fiksasyon sonrasi 6rnekler 0,1 M Sérensen Fosfat Tamponunda (PBS) 15
dakika bekletilerek yikama yapildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Takiben %
1 ‘lik Osmium Tetraoksit iceren eppendorf tupleri icerisine alinarak 1 saat
bekletildi ve ikinci fiksasyonu saglandi. Fiksasyon sonrasi PBS de 3 kez
tekrarlanan 15 dakikalik yikama yapildi. Daha sonra dokular % 50 ‘lik
Etanolde 10dk, % 70 ‘lik Etanolde 10dk, % 90 ‘lik Etanolde 10dk, % 96’lik
Etanolde 10dk ve Absolu Alkolde 15dk iki kez bekletilerek dehidratasyon
islemi yapildi. Takiben Absolu Alkol / Amil Asetat; 2/1 oraninda 15 dk,
Absolu Alkol / Amil Asetat; 1/1 oraninda 15dk, Absolu Alkol / Amil Asetat;
1/2 oraninda 15 dk ve Saf Amil Asetatta 12 saat bekletilerek
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saydamlastirma islemi tamamlandi. Kritik Nokta Kurutucu (BIO-RAD) ile
kurutulan dokular, Uzerinde her iki ylzeyi de yapiskan karbon bant bulunan
aliminyum disklere uygun sekilde yerlestirildi. Bu drnekler, BIO-RAD SC
502 kaplama cihazi yardimiyla Altin — Argon ile 250 saniye sure ile kaplandi.
Marmara Universitesi Tip Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvari’nda
bulunan JEOL JSM-5200 taramali elektron mikroskobu ile toplam 54 adet
doku birbirinin benzeri en az 10 farkl alanda taranarak incelendi ve analog
goruntuler alindi. Histopatolojik degerlendirmede endotelyal butunlik ve

endotel hicrelerin ylizeysel morfolojisi dederlendirilip skorlandi (23).

Tablo-4: Endotel hicrelerinin yuzeysel morfolojisinin degerlendirilmesi,
SEM skorlama (23).

Grade Morfoloji

1 Morfolojik olarak saglam endotelyum; varsayilan fizyolojik degisiklikler, endotel
hicrelerinin yizeysel morfolojisi

) Yapisal homojen olmayan birlesik endotelyum; tek tek hicreler seklindeki
duzensizlikler ve zarlarindaki degisiklikler

3 Hucreler arasi temaslarin bozulmasi; endotel tabakasi surekliliginin kaybolmasi
ve endotel hiicreleri halen bazal membrana yapisik ve kigulmis

4 Endotel hicrelerinin ayrilmasi; bazal laminadan ayrilmis endotel hcreleri,
hicre kenarlarindan limene dogru ¢ikinti yapmis

5 Endotelin tamamen kaybi; bazal laminanin agiga ¢ikmasiyla endotel tabakanin
soyulmasi
Subendotelyal tabakanin hasari; lGmen ylzeyi sadece bazal membran

6 kalintilari ile kaph ve lamina fibroza ve lamina ventrikularis lif yapisi ¢6zlImuUs

Anastomoz Patlama Basinci Testi

Greftin mekanik testi icin sag ve sol ana iliyak arter, ¢ap farki
olmayacak sekilde 5/0 prolen(Monofilament polypropylene
17mm,Coviden™, Ireland) ve parasit teknigi ile ug-uca anastomoz
edildi(Resim-3D). Ayni sutur materyali kullanilarak ug¢ uca sag ve sol iliyak

ven anastomozu yapilarak hazirlanan greftler basing olgim duzenegiyle

21



anastomoz patlama basinci degerlendirildi (Resim-4E). Ayni prosedur

kontrol grubu olan taze greftler i¢in de uygulandi.

Resim-2: A. Steril kapta 37°C ¢ézdurllen greftler. B. Cozdurulen greftlerin
gordnuma.

Cozdurdlen greftler diseke edilerek tim yan dallar baglandi ve distal
u¢ 3/0 ipekle baglanarak kapatildi (Resim-2B). Damarin proksimal ucu 20
G kandl ile kantle edildi ve serum fizyolojik, metilen mavisi karigimi igeren

¢cOzelti kanule baglandi (Resim-3C).

Resim-3: C. Greftin kanule edilmesi. D. Anastomoz yapimi.
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Basing baslangicta 120 mmHg olarak ayarlandi. Mevcut damarda

sizintl yoksa damar ¢api ve makroskopik 6zellikler kaydedilerek anastomoz

yapimina baslandi (Resim-3D).

Resim-4: E. Basing O6lgim dlzenegi. F. Anastomoz hattinin sizdirmasi

Bir kan basinci monitoru, bir inflzyon torbasi ve bir inflzyon
setinden olusan bir basing olgum diuzenegi yapildi. Basinci dlgmek ve

kontrol etmek igin 6lcim mansonu inflizyon torbasinin etrafina sarildi.

Resim-5: Anastomoz hatti ve ¢api
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Torba 5 ml metilen mavisi ile karistiriimis 1000 ml serum fizyolojik
ile dolduruldu (Resim-4E). Metilen mavisi, anastomozlardaki sizintiyi
gériinur kilmak icin kullanildi. Olglime inflizyon torbasindaki basinci 280
mmHg' ye yukselterek baslandi. Damarlar hazirlanan solusyon ile
doldurularak metilen mavisinin goraldigu basing degeri kaydedildi (Resim-
4F). Taze greftler ile ¢ozdurulen greftler arasindaki patlama basinci
karsilastirildi (35,36).

Veriler IBM SPSS Statistics 26 programi kullanilarak istatistiksel
analizi yapildi. p = 0,05 anlamli kabul edildi. Parametrik veriler 6rnek sayisi
azhgi nedeniyle normal dagiimadigi kabul edildi ve Kruskal-Wallis H testi ile
analiz edildi. Nonparametrik veriler ise Fisher's Exact testi kullanilarak

istatistiksel analizi yapildi.
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BULGULAR

Ocak 2018 - Haziran 2021 arasinda

merkezimize KT igin kabul edilen 28 farkli kadavra dondrden elde edilen 28

Calismamiz, yillan

adet arter ve 26 adet ven iliyak damarlar incelendi. Dondrler 20-89 yas

arasinda dagihm goOstermektedir. Beyin 6limu SAK, anevrizma,
intraserebral kanama ve serebral enfarkta bagh gergeklesmistir.
Tablo-5: Demografik verilerin gruplar arasi karsilastirmasi
Grup | Grup I Grup Il Grup IV Grup V
Taze 0-6 Ay 6-12 Ay 12-24 Ay >24 Ay p
(n=5) (n=5) (n=6) (n=6) (n=6)
Cinsiyet
Kadin | 4 (%80) 3(%60) | 2(%33,3) | 3(%50) | 3(%50) | 0,6992
Erkek | 1 (%20) 2 (%40) | 4 (%66,7) | 3(%50) | 3 (%50)
65 70 52 58 56
Yas 0,196
(20-81) (60-81) (26-57) (42-89) (36-85)
30 27 25 25 27
VKI 0,601°
(22-41) (23-31) (24-27) (21-29) (24-31)
Sigara 0 (%0) 1 (%20) | 6(%100) 2(%33,3) | 3 (%50) | 0,0072
Alkol 0 (%0) 0 (%0) 3 (%50) | 1(%16,7) | 0(%0) | 0,0952
DM 2 (%40) 2 (%40) | 1(%16,7) | 1(%16,7) | 0(%0) | 0,185%
HT 3 (%60) 4 (%80) | 4(%66,7) | 2(%33,3) | 3 (%50) | 0,675°
KAH 1 (%20) 1 (%20) 0(%0) | 1(%16,7) | 0(%0) | 0,6042
KOAH 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) |1(%16,7) | 0(%0) | >0,992

Veriler, n(%) ve medyan (minimum-maximum) seklinde yazilmistir. VKI: Viicut kitle
indeksi. DM: Diyabetes mellitis. KAH: Koroner arter hastaligi. KOAH: Kronik obstruktif

akciger hastaligi. 2 Fisher's Exact. Test ®: Kruskal- Wallis H Testi.

Yas, cinsiyet, VKI, kan grubu, DM, HT, KAH, KOAH ve alkol
kullanimi agisindan gruplar arasi anlamli farklilik yoktu. Sigara kullaniminda

gruplar arasi anlamli farklihk vardi (p=0,007). Alt grup analizlerde grup | ve
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[Il arasinda (p=0,002), grup Il ve lll arasinda (p=0,015) anlamli farkliliklar

saptandi fakat diger gruplar arasinda anlaml farkllik yoktu.

Isik Mikroskopisi Bulgulari

Isik mikroskobik olarak enine ve boyuna kesitleri degerlendirilen
dondurularak saklanan iliak arter greftlerinin buylk bir kisminda intimal
kalinlagma, aterom pladi, IEL'de yapisal degisiklikler, tunika mediyada
dejeneratif degisiklikler ve medial skleroz gibi histopatolojik degisiklikler
g6zlendi (Tablo-6).

Tablo-6: Isik mikroskopik olarak degerlendirilen arter grefti gruplarinda

gozlenen histopatolojik degisiklikler.

IEL’deki Tunika Mediadaki Dejeneratif
. Degisiklikler Degisiklikler
Intimal Aterom _
. Odem/Hyalinizasyon/
Kalinlagma Plag
Frag. Redup. Bag Dokusu Skleroz
Artigi/Nekroz
Grup | 5 1 5 5 o 0
(n=5) (%100) (%20) (%100) (%100) (%60)
Grup 1l 3 1 4 3 ; 0
O-B-N-H
(n=5) (%60) (%20) (%80) (%60) (%0)
Grup Il 4 2 2 5 . 2
O-B-N-H
(n=6) (%66,7) (%33,3) | (%33,3) | (%83,3) (9633,3)
Grup IV 6 0 5 6 i 1
O-B-N-H
(n=6) (%100) (%0) (%83,3) | (%100) (9%016,7)
Grup V 4 1 6 6 . 1
O-B-N-H
(n=6) (%66,7) (%16,7) | (%100) (%2100) (%16,7)

Veriler, n(%) seklinde girilmigtir. Frag: Fragmantasyon. Redup: Reduplikasyon. B: Bag
dokusu artisi. O: Odem. N: Nekroz. H: Hyalizasyon.

Arter greflerindeki intimal bulgular kapsaminda; arterlerin bir
kisminda limen yuzeyinin iyi korundugu gorulurken, bir kisminda rastgele

dagilmis alanlarda endotel hucrelerinin gruplar halinde subendotelden
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ayrildigi, bir kisminda ise tamamen endotelden yoksun alanlar oldugu
gorulda (Sekil 5).

Sekil-5: Arter greftlerinin endotellerinde gdzlenen morfolojik degisiklikler. Az
ve A,: intakt endotel. B1 ve B,: Endotel hiicrelerinde deskuamasyon. C; ve
C.: Endotelden yoksun Iiminal ylzey. Panelin sol tarafindaki érnek kesitler

H&E, sag tarafindakiler ise Verhoeff metodu ile boyanmistir.
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Sekil-6: Arter greftlerinde 1s1k mikroskopik olarak gézlenen intimal
degisiklikler. intimal degisiklikler, farkli derecelerde intimal kalinlagsma (Ax,
A2, Bive B2) ve aterom plagi (C1 ve Cz) sekinde izlendi. C1/Cz-kuguk resim:
aterom plaginin buyuk buyltmedeki fotografi. Panelin sol tarafindaki 6rnek
kesitler H&E, sag tarafindakiler ise Verhoeff metodu ile boyanmistir. Ok
baglari: internal elastik lamina, Ti: tunika intima, TM: Tunika media, TA:

tunika adventisya.
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Arter greflerinin  tunika intimalarinda gdézlenen morfolojik
degisiklikler, minimal bir intimal kalinlagsma ile aterom plagl arasinda
farklihklar gosterdi (Sekil-6).

Arterlerin biyUk bir kisminda IEL’'de da fragmantasyon ve/veya
reduplikasyon seklinde vyapisal dedigiklikler gozlendi (Tablo-6).
Fragmantasyon, aterom plagi ve ileri derecede intimal kalinlagma olan arter
greftlerinde daha belirgindi. Hafif intimal kalinlagsmasi olan veya hi¢ olmayan

arterlerde ise hafif fragmantasyon izlendi (Sekil-7).

Sekil-7: internal elastik laminada gézlenen yapisal degisiklikler.

A: Fragmantasyon (Verhoeff). B: Reduplikasyon (Verhoeff). Ci-Co: internal elastik

laminada ayrisma ve 6dem (H&E ve Verhoeff).

IEL'de gbzlenen fragmantasyon velveya duplikasyonun
skorlanmasi sonucunda edilen veriler ve istatistiksel degerlendirmesi tablo
7'de verilmistir. Istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda IEL

fragmantasyonu acisindan farkliik bulunmadi. Reduplikasyon agisindan
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yapilan analizlerde, Grup V (>24 ay)’in Grup Il (0-6 ay) harig, diger gruplarla
olan karsilastirmasinda anlamli faklihk mevcuttu. Diger gruplarin birbirleri

ile yapilan karsilagtirmalarinda anlamli farklilik yoktu.

Tablo-7: Arter IEL’de gdzlenen yapisal degisikliklerin gruplara gére dagihmi

ve istatistiksel analizi.

Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V
Taze 0-6 ay 6-12 ay 12-24 ay >24 ay p
(n=5) (n=5) (n=6) (n=6) (n=6)

IEL Frag. 0,830

Skorl| O0(%0) | 1(%20) | 0(%0) | 1(%16,7) | 0 (%0)
Skor2 | 4(%80) | 4(%80) | 5(%83,3) | 4(%66,7) | 6(%100)
Skor3 | 1(%20) | 0(%0) | 1(%16,7) | 1(%16,7) | O (%0)
Skord | 0(%0) | 0(%0) | 0(%0) | 0(%0,) | 0 (%0)
IEL Redup. 0,006
Skorl| O(%0) | 2(%40) | 1(%16,7) | 0 (%0) 0 (%0)
Skor2 | 3(%60) | 0(%0) | 3 (%50, | 4(%66,7) | 0 (%0)
Skor3 | 2(%40) | 2(%40) | 2(%33,3) | 2(%33,3) | 1(%16,7)
Skor4 | 0(%0) | 1(%20) | 0 (%0) 0 (%0) | 5(%83,3)

Veriler, n(%) seklinde girilmistir. IEL: internal elastik lamina. Frag: fragmantasyon.

Redup: Reduplikasyon. # Fisher’'s Exact Test.

Tunika media ile ilgili olarak; arter greftlerinin cogunda édemden
medial skleroza kadar degisen formlarda (bag dokusu artisi, hyalinizasyon,
nekroz gibi) dejeneratif degisiklikler gozlendi (Sekil 8).

Arter  greftlerinin  tunika media tabakasinin  morfometrik
degerlendirmesi sonucunda; Grup I'de tunika media kalinhdi ortalama 361
mikrometre (um), Grup I'de 296 pm, Grup lIl'de 311 pym, Grup IV'de 412
pm ve Grup V'de 233 um olarak dlguldi. Ven greftlerinde ise ortalama tunika
media kalinliklart Grup I'de 60 ym, Grup II'de 53 uym, Grup ll'de 78 um,
Grup 1V’de 45 uym ve Grup V’de 80 um olarak belirlendi (Tablo-8).
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Sekil-8: Arter greftlerinin tunika medialarinda goézlenen dejeneratif
degisiklikler. A. DUz kas hucreleri arasinda 6dem. B. Koagulasyon nekrozu
ve tunika media’da incelme. C. Hyalinizasyon D. Medial skleroz ve internal
elastik laminada ayrisma.

Tablo-8: Arter ve ven greft gruplarinda tunika media kalinliklar ve
istatistiksel degerlendirmesi.

Grup | Grup |l Grup I Grup IV Grup V
Taze 0-6 Ay 6-12 Ay 12-24 Ay >24 Ay
(n=5) (n=5) (n=6) (n=6) (n=6) P
(A)Tunika
361 296 311 412 233
media 0,075°
. (286-639) | (242-546) | (290-528) | (234-439) | (188-324)
kalinhgi(pm)
(V)Tunika
) 60 53 78 45 80
media 0,666°
. (38-99) (38-87) (37-98) (35-99) (37-112)
kalinhgi(pm)

Veriler, medyan (Minimum-Maximum) seklinde yazilmistir. ®* Kruskal-Wallis H Testi
(A):Arter, (V):Ven, ym: mikrometre.
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Sekil-9: Ven greftlerinde tunika medialarin goérinisl ve ortalama
kalinhklari. A. Grup | (Taze doku) B. Grup Il (0-6 ay), C. Grup Il (6-12 ay),
D. Grup IV (12-24 ay), E. Grup V ( >24 ay)

Yapllan istatistiksel degerlendirme, ne arter greft gruplari arasinda
ne de ven greft gruplari arasinda tunika media kalinliklar1 agisindan farklilik
belirlenmedi (Tablo-8) (Sekil-9).
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Taramali Elektron Mikroskobik Bulgular

Grup | deki tim Orneklerin endotel batunligunun ve morfolojisinin
saglam ve Scanning Electron Microscope (SEM) degerlendirme skorunun
grade 1 oldugu izlendi. Grup II'deki greftlerin yarisi dogal morfolojide
olmakla birlikte grade 2 morfolojik 6zellik gosteren drneklerde artis oldugu,
sadece bir ven greftinde grade 3 oOzellik oldugu izlendi. Grup III'teki
orneklerin %70’i grade 2 dizeyinde izlenirken grade 3 érnek sayisinda artis

oldugu ve normal morfolojide olan drneklerin sayisinin azaldigi izlendi.

Grup IV te ise endotel surekliliginin kayboldugu subendotelyal
tabakanin ortaya ciktigi grade 3 ve grade 4 morfolojisinde artis oldugu
izlendi. Normal morfolojide drneklerin izlenmedigi grade 5 iceren orneklerin

gorulmeye baglandigi izlendi.

Grup V te dogal morfolojide ve grade 2 duzeyinde degerlendirilen
ornek gozlenmezken grade 3, grade 4 ve grade 5 morfolojide ornekler
izlendi. Endotel tabakanin tamamen kaybi ve subendotelyal tabakanin
goéruldigu grade 5 morfolojisindeki 6rnek sayisinin arttigi izlendi. Tim
gruplarda subendotelyal tabakanin hasari ile karakterize grade 6 ornek
izlenmedi (Tablo-9) (Grafik-1).

12
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4 4 4
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2 2
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Grafik-1: Endotelyal morfolojinin gruplararasi degisimi
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Tablo-9: Tum greftlerde endotelin SEM degerlendirmesi ve gruplar arasi

kargilastirmasi

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V
Taze 0-6 Ay 6-12 Ay | 12-24 Ay >24 Ay p
(n=10) (n=10) (n=10) (n=12) (n=12)
Sem Grade <0,001%

Grade 1 | 10 (%100) | 5 (%50) | 1(%10) | 0 (%0) 0 (%0)

Grade2 | 0 (%0) 4 (%40) | 7 (%70) | 2 (%16,7) | 0 (%0)

Grade 3| 0 (%0) 1(%10) | 2 (%20) | 5(%41,7) | 3 (%25)

Grade 4 | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) | 4(%33,3) | 4 (%33,3)

Grade5| 0 (%0) 0 (%0) 0(%0) | 1(%8,3) | 5(41,7)

Grade 6 | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

Veriler: n(%) seklinde girilmistir. * Fisher's Exact Test

Endotelin SEM degerlendirmesinin gruplar arasi karsilastirmasinda
en az 2 grup arasinda anlamli farklihk saptanmistir. Grup l'in diger alt
gruplar ile karsilastirimasinda sadece grade 1 Ornekler icermesinden
kaynaklanan anlamli farkliik saptandi. Grup IV ve Grup V’un Grup Il ile
karsilatirilmasinda artis gosteren SEM gradeleri mevcuttu ve bu istatistiksel
olarak anlamliydi. Benzer sekilde Grup llII'in de Grup IV ve V ile
karsilastirimasi anlamliydi. Grup Il ve Grup III’Un karsilagtirrmasinda her iki

grupta da Grade 2 agirlikli oldugundan istatistiksel olarak benzerdi.

Tablo-10: SEM alt grup analizleri

Grup | - Grup |l p=0,033 Grup II- Grup V p<0,001
Grup | - Grup 11l p<0,001 Grup Il - Grup IV p=0,020
Grup | - Grup IV p<0,001 Grup Il - Grup V p<0,001
Grup I - Grup VvV p<0,001 Grup Il - Grup IlI p=0,168
Grup II- Grup IV p=0,005 Grup IV - Grup V p=0,176
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Resim-6: Grade-1 SEM gdéruntuleri A-B: Taze ven grefti C: 6-12 ay sure

araliginda saklanan arter grefti *: Dogal morfolojiye sahip endotel tabakasi.
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Resim-7: Grade-2 SEM goéruntileri A: 0-6 ay arter grefti, B: 6-12 ay arter
grefti, C:0-6 ay ven grefti *. Dogal morfolojiye sahip endotel tabakasi

—: hdcreler arasinda agilmalar ve morfolojide duzensizlik.
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Resim-8: Grade-3 SEM goruntuleri A: 12-24 ay arter grefti, B: >24 ay ven

grefti *: Dogal morfolojiye sahip endotel tabakasi —: endotel surekliliginin

bozuldugu yer yer epitelin ayristigi alanlar
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Resim-9: Grade-4 SEM goruntlleri A: 6-12 ay arter grefti, B: 12-24 ay arter

grefti *: Dogal morfolojiye sahip endotel tabakasi —: endotel surekliligi
kaybi, endotel hucrelerin dokuldugu subendotelyal tabakanin ortaya ¢iktigi
alanlar
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Resim-10: Grade-5 SEM goruntlleri A: >24 ay arter grefti, B: >24 ay ven

grefti, C: >24 ay arter grefti *: Dogal morfolojiye sahip endotel tabakasi
—: endotel tamamen ayrismasi subentotelyal tabakanin yaygin ortaya

ciktigi alanlar
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Damar Patlama Basinci Testi

Cozdurulen ve yan dallar baglanarak u¢ uca anastomoz edilen
damarlar yukarida tarif edildigi basin¢g dlgum dizenegi ile anastomoz
sizdirma basinci kaydedildi. Arterlerin medyan patlama basinci 320 (180-

400) milimetre civa (mmHg) idi. Arter anastomoz ¢apli medyan 11,5 (8-18)

milimetreydi(mm). Venlerin ise medyan patlama basinci 220(150-
320)mmHg, anastomoz ¢api ise medyan 17,5 (12-24)mm idi.
Patlama basincinin ve anastomoz ¢apinin gruplar arasi

karsilastirmalarinda anlamli farkhlik yoktu (Tablo-11).

Patlama basincinin endotelyal morfolojik degisiklik gostergesi olan
SEM skorlamasi ile yapilan karsilastirmada da anlamli farklihk gértlmedi
(Tablo-12).

Tablo-11: Greftlerin patlama basinci ve anastomoz c¢apinin gruplar arasi

kargilastirmasi

Grup | Grup Il Grup 1l Grup IV Grup V
Taze 0-6 Ay 6-12 Ay | 12-24 Ay | >24 Ay p
(n=5) (n=5) (n=4) (n=6) (n=6)
(A)Patlama 350 310 285 350 310 0,092
basinci(mmhg) | (290-400) | (300-380) | (180-400) | (320-370) | (230-360)
(V)patlama 250 220 200 235 210 0,353
basinci(immhg) | (190-300) | (200-260) | (180-220) | (200-320) | (150-260)
(A)anastomoz 10 15 12 11 12 0.507
capi(mm) (8-15) (10-18) (11-15) (10-15) (9-16)
(V)Anastomoz 15 20 18,5 17 18,5 0.371
Capi(mm) (12-18) (15-22) (16-24) (14-24) (13-24)

Veriler: Medyan (Minimum-Maximum) seklinde yazilmistir. Kruskal-Wallis H Testi
(A):Arter, (V):Ven, mm: milimetre, mmHg: milimetre civa
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Tablo- 12:Greftlerin patlama basincinin SEM skoru ile karsilastirmasi

Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 | Gradeb
n=8) | (=8) | (=5 | (=4 | (=3 | °
(A) patlama 350 300 320 325 350 0,483
basinci (220-400) | (180-400) | (310-370) | (230-350) | (300-360)
(V)patlama 225 200 220 195 220 0.412
basinci (190-300) | (180-250) | (210-320) | (150-270) | (200-230)

Veriler: Medyan (Minimum-Maximum) seklinde yaziimistir. Kruskal-Wallis H Testi
(A):Arter, (V):Ven

Mikrobiyolojik Degerlendirme

Tiyoglikolath buyyon igerisine konulan toplam 54 adet greftin 36°C
sicaklikta inkibasyon sonrasi 24, 48 ve 72. saatlerde Ureme varligini

gOsteren bulaniklik saptanmadi.
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TARTISMA ve SONUG

Gegen yuzyilin basindan beri aort, iliyak ve femoral damar
sisteminin stenotik ve anevrizmal hastaliklarinin tedavisinde c¢esitli damar
segmentleri kullanilarak vaskuler rekonstruksiyonlar yapilmistir (37). 1954
yiinda baslayan organ naklleri immunsupresif ilaglarin kesfi ile ivme
kazanmis olsa da greft kaybina neden olan vaskuler komplikasyonlar
tanimlanmistir (1,2,4). Akut arteriyal veya vendz tromboz, psédoanevrizma
gibi komplikasyonlarda rekanalizasyon saglanamamasi durumunda greft
kaybini dnlemek igin otojenik, allojenik veya PTFEE gibi vaskuler greftlerle
rekonstriksiyonlar yapilmaktadir. Bununla birlikte aort veya periferik arter
hastaliklarinda, canli vericili KT yapilan olgularda HA, PV ve orta hepatik
ven rekonstruksiyonlarinda, canli vericili bobrek naklinde de renal arter veya
ven anomalilerinde bu vaskuler greftler kullaniimaktadir (5,17-19). Otolog
safen ven lokal enfeksiyon, ekstremite kurtarma cerrahisinde ilk tercih
olmakla beraber genis ¢apli vaskuler greftlere ihtiya¢g olmasi durumunda
kullanimi sinirh olmustur (20). PTFEE greftlerinin kullaniimasi tromboz, greft
enfeksiyonu, gastrointestinal penetrasyon gibi komplikasyonlara neden
olmasi ve dusuk greft aciklhik oranlari nedeniyle dondurularak saklanan

vaskduler allogreftlere yonelim olmustur (7,20,21).

Organ nakli merkezimizde transplantasyon esnasinda vaskuler
rekonstriksiyon ihtiyaci dogabilecegi dusunulerek, kadaverik donorlerden
organ cikarimi esnasinda alinan iliyak arter ve ven greftlerinin farkli
kosullarda ve surelerde muhafaza edildigi bu calismada; her klinikte
kolaylikla uygulanabilecek, hazirhk asamasi basit, ucuz maliyetli ve
kriyoprotektan solUsyonlarina ihtiyag duymadan, -24°C’de standart
dondurucuda saklanmasinin vaskuler greftler Uzerine histopatolojik,

mekanik ve mikrobiyolojik etkileri incelendi.

Cesitli calismalarda damarlarinin dondurularak saklanmasi igin
farkli kosullar bildirilmis (1,8,9,24-31) olsa da standartlagsmis ve birgok doku
bankasinin kriyoprotektan (DMSQO) ve genis spektrumlu antibiyotik

solUisyonu igerisinde, sivi nitrojen tanklarinda -140°C ile -196°C de
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bilgisayar kontrolli sistem ile sakladi§i gorilmektedir (29-31).
Calismamizdaki saklama kosullari ve suresi ile ilgili tek ¢alisma, Aydin ve
arkaslarinin -22 °C de kriyoprotektan kullanmadan maksimum 3 aya kadar
sakladiklari, 16 safen ven, 10 iliyak ven ve 3 iliyak arter greftlerini canlh
vericili KT'de segment 5, segment 8 ven rekonstruksiyonunda kullandigi ve
5 aylik takipte greft komplikasyonu gelismedigi bildirilen g¢alismadir (5).
Optimal olarak dondurularak saklanan damar, dogal bir damarin benzer
anatomik ve fizyolojik 6zelliklere sahip olmahdir (37). Calismamizda benzer
bir ydntemle saklanan vaskuler greftlerde gelisen histopatolojik ve mekanik
degisikliklerin, taze greftlere nazaran farkliliklari ve bu saklama kosullarinda

maksimum saklama siresinin belirlenmesi hedeflendi.

Vaskdler greftlerin alindigi donérler yas, cinsiyet, VKI, kan grubu,
DM, HT, KAH, KOAH ve alkol kullanimi agisindan incelendiginde gruplar
arasi anlamli istatistiksel fark izlenmedi. Bu Spadek ve arkadaslarinin
yaptigi calismaya benzerdi (38). Greftlerin 6-12 ay arasi saklandigi gruptaki
donorlerin hepsinin sigara kullanicisi olmasi istatiksel olarak anlamliydi. Bu
gruptaki tunika intima ve mediadaki dejeneratif degdisiklikler ile agiklanabilir.
Greftin olasI dejeneratif risklerini ortadan kaldirmak igin Avrupa homogreft
bankasi (EHB) ancak 60 yas alti ve kardivaskuler risk faktéri olmayan
bagiscilari kabul etmektedir (10). Fakat bélgemizde dondér bagisinin sayica
az ve marjinal dondr kullaniminda artis olmasi nedeniyle makroskopik

olarak yaygin dejenerasyonu olmayan damar greftleri de saklanmaktadir.

Kriyoprezervasyon ile 3-5 yil arasi saklanan insan safen ven
greftlerinin +4°C ve +37°C’de ¢dzdurme sonrasi endotelyal butunligunu
degerlendiren ve ayni SEM skorunu baz alarak yapilan c¢alismada
¢bzduirme hizi arasinda fark izlenmemekle beraber, greftlerin endotel
tabakasinda grade 3 ve grade 6 arasi morfolojik degisiklikler izlenmigtir (38).
Bizim galismamizda ise 12 aya kadar saklanan ve +37°C’de ¢bdzdurllen
arter ve ven greftlerinin endoteli grade 1 ve grade 2 gogunlukta iken 12 ay
Uzeri saklanan greftlerde grade 3, grade 4 ve grade 5 arasi morfolojik
degisim izlenmigstir. Novoty ve arkadaslari ise 1-4 yil arasi sakladiklari insan
iliyak arterlerini kullanarak yaptiklari benzer g¢alismada ¢ézdirme hizinin

endotelyal butunligu bozdugunu gostermistir fakat her iki grupta da
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cogunluklu tam endotel kaybi izlemigtir (23). Tim bu ¢alismalarda saptanan
endotelyal bozuklugun greftlerin saklama proseduri veya c¢o6zdirme
teknikleriyle iligkili olmadigini, saklanma suresiyle iligkili oldugunu
dusundurmektedir. Doktora ve arkadaglari yavas sogutma hizi ve
kriyoprotektan kullanarak sivi nitrojen icinde -196 derecede 6 ay kadar
sakladiklari domuz femoral arterlerin SEM incelemesinde endotelin dogal
morfolojisini korudugunu gostermistir (39). Deneysel calismamizda da kisa

sureli saklanan greftlerde benzer morfolojik 6zellikler saptanmistir.

Vazquez ve arkadaslan kriyoprezerve edilen insan femoral
arterlerde endoteldeki duzensizliklerin damarin kontraktilite ve endotel
bagimli gevsemede azalmaya neden oldugunu tespit etmiglerdir (40).
Benzer kriyoprezervasyonda Pascual ve arkadaslari sican femoral arteri
kullanarak yaptiklari in vivo ve in vitro ¢alismada damarlarin SEM analizinde
endotelden yoksun ve yer yer diizensiz alanlar tespit etmislerdir. invivo
calismada %26 ya varan tromboz oldugu ve bunu endotelyal buttnlukteki
dizensizlige bagh oldugunu savunmuslardir(6). Baska bir calismada
kriyopreservasyonla saklanan vendz allogreftler ile endotelin korunmasi
sorununu ele alinmis in vivo ve in vitro olarak endotel tabakasinin
immunolojik reaksiyon igin guglu bir uyarici oldugunu ve kriyoprezerve
edilen damarlarda korundugunu gdésterilmistir (41). Endotel tabakasinin
korunmasinin dnemi kardiyovaskuler literatirde de vurgulanmistir, burada
bu tabakadaki herhangi bir hasarin muhtemelen erken trombozu indukledigi
gosterilmistir (42,43). Tum bu ¢aligmalar damarlarin saklanmasinda
endotelin korunmasinin en oOnemli parametrelerden biri oldugunu
gOstermektedir (6,40-43).

Dondurularak saklanan damarlardaki diger énemli nokta damarin
vizkoelastik yapisini saglayan yapilarda hasar olmasi ve buna bagh
anevrizma ve ruptur gelismesidir (23,44). Bu durum ayni zamanda
anastomozun saglamhgini da olumsuz yonde etkileyebilecegdi kolayca
tahmin edilebilir. Damarin dinamik &zelliklerinin korunmasi, duz kasin
canlihgina ve duvarlardaki elastik lamellerin ve kollajenin butlinligine
baghdir (37). Calismamizda i1sik mikroskobunda degerlendirilen tunika

intimadaki yapisal degisikliklerden intimal kalinlagsma, saklanma suresiyle
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badimsiz taze grefler dahil olmak Uzere tum greftlerde farkh derecelerde
gériilmekteydi. in vivo yapilan ¢alismalarda intimal kalinlasmanin immin
kompleks birikimine bagh oldugu saptanmistir (34). Fakat in vitro olan
calismamizda bu bulgunun taze greftlerde de gérulmesi, aterom plagi
olmamasina ragmen dondrlere ait aterosklerotik risk faktorlerine ve damar
¢gikarimi sirsinda cerrahin damar traksiyonlarina bagl olabilecegini

dusundurmektedir.

Calismamizda kullanilan  greftlerde aterom plagi  nadir
izlenmekteydi fakat internal elastik laminada (IEL) tim gruplarda damarin
Y4 Unl kapsayan fragmantasyon ve rediiplikasyon izlenmistir. IEL de
fragmantasyon istatiksel olarak saklanma suresi ile anlamli gérinmese de
aterom plagi ve ileri derecede intimal kalinlasma olan greftlerde daha
belirgindi. 24 ay Uzeri saklanan arterlerde ise reduplikasyon damar ¢apinin
Y2 sinden fazlasini olusturmakta ve istatiksel olarak da anlamh artis
gorulmektedir. Calismalarda internal elastik lamina delaminasyonun
aterosklerotik plaklarin cevresinde daha belirgin oldugu
g6zlemlenmistir(45). Elastin bilesenlerinin kaybi diz kas hucrelerinin
transdiferansiyasyonuna ve dolayisiyla kollajen sentezine neden
olmaktadir. Karnik ve ark. elastinin hicre g¢ogalmasini ve migrasyonu
dizenledigini, neointimal olusumu azaltip, vaskuler diz kas hucrelerinin
kasiimasini indukleyerek arteriyel yapiyi stabilize ettigini gostermigtir (46).
Calismamizda taze arterlerde de IEL’de fragmantasyon ve rediiplikasyon
izlenmesi, greftlerin saklanmadan once ateroskleroz varhginin ayrintili
incelenmesi ve dondr aterosklerotik risk faktorlerinin g6z &énidnde

bulundurulmasi gerektigini Gnermektedir.

Saklanan tim arter ve venlerin tunika media kalinligi taze greftlere
benzerdi. istatiksel olarak anlamli olmasa da 24 ay (izeri saklanan arterlerde
tunika media kalinhginda belirgin azalma izlendi. Arterleri tunika
mediasinda 6dem, hyalinizasyon, bag dokusu artisi ve yer yer nekroz
alanlari izlenmigtir. Bu dejeneratif degisiklikler taze greftlerde 6dem seklinde
iken 12 ay Uzeri saklanan greftlerin hepsinde belirgin izlenmekteydi. Damar
duvar hasarina neden olan bu bulgular, donma sirasinda meydana gelen

hiacre igi kristal olusumu ile acgiklanmaktadir (47). Benzer etkiler,
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Pacholewick ve arkadaslari tarafindan, kopekte i¢ torasik arteri kullanarak
bir karotid arter baypas olustururken medial tabakanin diz kas hicrelerinin
onemli oOlgude kaybina dikkat cekti (48). Bir baska c¢alisma hem
kriyoprezerve edilmis allogreftlerde hem de izogreftlerde medial tabakada

diz kas hucrelerinin eksikligini tanimlamaktadir (49).

Calismamizda arter ve venlerin deneysel ortamdaki anastomoz
patlama basinci tim gruplarda benzer ve fizyolojik damar basincinin ¢ok
Ustlinde degerlere sahipti. intima ve mediadaki yapisal bozukluklara
ragmen mekanik testin tim gruplarda benzer olmasi1 damarlarin dondurarak
saklanmasinin damarin  biyomekanik Ozelligini ¢ok etkilemedigini
gOstermistir. Benzer durum Delgadillo ve arkadaslari tarafindan farkli
saklama kosullarindaki damarlari aksiyel ve sirkimferansiyel mekanik
testlerinin  birbirine yakin olmasi seklinde gdzlemlemiglerdir (50).
Calismamizda kullanilan 7 greftin 70 yas Uzeri ve sayica az olmasina
ragmen bu greftlerin ortalama patlama basincinin 300 mmhg Uzerinde
olmasi normal damar basincina benzer dayaniklilikta olabilecegini
go6stermistir. Ozellikle atereskleroz veya makroskopik olarak sert izlenen
damarlarda patlama basincinin arterlerde 180-250 mmhg arasinda
izlendigi, makroskopik olarak dogal izlenen arterlerde ise 320 mmhg
Uzerinde oldugu izlenmigtir. Bu duruma yas bagimli faktoérler de etki
edebilecegi gibi damarlardaki aterosklerotik ve makroskopik dejeneratif
degigikliklerin daha o6nemli rol oynadigini gostermektedir. Bu sebeple
aterom, kalsifikasyon, Ulseratif lezyonlar, anevrizma veya ruptur saptanan

damarlarin saklanmasini 6nermemekteyiz.

Calismamizda greftler 10 mg/ml sefazolin sodyum igerisinde
dekontamine edilerek saklanmigtir ve ¢dzdirme sonrasi mikrobiyolojik
analizinde higbir greftte aerob veya aneaerob kontaminasyon belirtisi
gOzlenmemistir. Burda dikkat edilmesi gereken en 6nemli problem viral
bulag riskidir. Ozellikle seropozitif dondrlerden alinan greftlerin seronegatif
dondrlerden alinan greftlerden ayri  dondurucularda saklanmasi
gerekmektedir (51). Bu tarz teknik hatalari énlemek igin, saklama kaplari
uzerinde dondrun Ozellikleri ve viral belirteg sonuglari  mutlaka

etiketlenmelidir.
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Cahismamizin sonucunda SEM incelemelerinde beklenildigi gibi
taze greftlerin endotel tabakasi intakt ve morfolojik olarak duzenli
gorunimdeydi. Saklanma suresi uzadik¢a endotel yapisinda duzensizlikler
izlenmekle beraber 12 ay Oncesi saklanan greftler taze greftlere en yakin
morfolojik gérinime sahipti. 12 ay Uzeri saklanan cogu greftte ise yaygin
endotel kaybi ve subendotelyal tabakanin ortaya ¢ikmasiyla karakterize

gOrunim mevcuttu.

Sonug¢ olarak bu calisma, her klinikte kullanilabilecek basit ve
maliyeti ucuz olan bu saklama proseduru ile vaskuler greftlerin endotel
morfolojisi ve mekanik Ozellikleri 12 aya kadar taze greftlerle benzer
Ozellikte muhafaza edilebilmektedir. 12 ay Gzeri saklanan gretlerin endotel
yapisinda belirgin dejeneratif degisiklikler saptandidi ve vaskuler
rekonstriksiyonda kullaniminin ¢alismada belirtilen riskler getirecegi goz
onunda bulundurulmaldir. Bu calismadan elde edilecek sonuglar in vivo,

prospektif calismalar ile desteklenmelidir.
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aldigim aile dostum Dr. Ahmet Karamustafaoglu’'na,

5 yil boyunca omuz omuza vererek tum engelleri beraber agtigimiz
ekurim Dr. Burak Bakar’a, bu zorlu suregte birbirimize destek oldugumuz
¢ok sevdigim galisma arkadaslarim; Dr. Israa Al-Jorani, Dr. Murat Sen, Dr.
Osman Jafarli, Dr. irem Zehra Acar, Dr. Ahmet Ali Aktas, Dr. Aysun Sahin,
Dr. Tural Bagirov, Dr. Ali Vuslat Ozen, Dr. Farid Mohammad Hamad, Dr.
Eyiip Anil Balkan, Dr. Unal Gdzcl, Dr. Huseyn Aghazda, Dr. Nezh Zengin,
Dr. Burak Buyukpolat, Dr. Demet Duruk, Dr. Melike Sema Kogbey’e,

Tez calismamda destegdini esirgemeyen Histoloji ve Embriyoloji A.D
Prof. Fatma Zehra Minbay’a, Dr. Ceren Toy’a, elektron mikroskobisi
galismamizi yUrittigimiz Marmara Universitesi Histoloji ve Embriyoloji
A.D Prof. Dr. Feriha Ercan’a, kendi gibi guzel fikirler sunan ve ilk damar

anastomozunu yaptigimiz canim kardesim merhum Dr. Mustafa Yalgin’a,

Basta hems. Sevim Topgu olmak lGzere tim genel cerrahi Kklinigi ve
Hem. Hllya Tepedelen, Hem. Arzu Kokllican, Pers. Murat Kalem olmak

uzere tum ameliyathane ekip arkadaglarima,

Ayrica bu zorlu suregte her tarlt fedakarligi gostererek bana destek
olan, sevgisini her zaman hissettigim biricik Esim Sevda’ya ve dort gozle
eve donmemi bekleyen biricik oglum Yakup Ege’'ye, anneme, babama ve

tum aileme en kalbi duygularimla, sonsuz sukranlarimi sunuyorum.
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D G i ccsinde dogdum. ilkogretimimi
Midyat‘ta, ortaokul egitimimi Mardin’de tamamladim. 2008 yilinda Mardin
Anadolu lisesinden mezun oldum. 2014'te Firat Universitesi Tip
Faklltesinden mezun olarak Batman Gergus Devlet Hastanesinde
Pratisyen Acil hekimi olarak goreve basladim.2 yil gorev yaptiktan sonra
2016 yilinda Bursa Uludag Universitesi Genel Cerrahi Anabilim Dalinda
Arastirma Gorevlisi olarak cerrahi ihtisasima basladim. Evli ve 1 ¢ocuk

babasi olup genel cerrahi ihtisasima devam etmekteyim.
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