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1. GIRIS VE GENEL BILGILER

1.1. Buerger Hastaliginin Tanimi

Tromboanyjiitis obliterans veya Buerger hastaligi sebebi tam olarak bilinmeyen
ve genelde gangren ve doku kaybi ile sonuglanan, non-aterosklerotik, episodik, keskin
segmentasyonlar gosteren, inflamatuar, tikayici-trombotik, non-destriikktif bir
hastaliktir. Buerger hastaligi genelde alt ekstremite, daha az yogun olarak iist
ekstremite ve ¢ok nadir olmak iizere de serebrovaskiiler bolgedeki distal segmentte
norovaskiiler demet igerisindeki damarlar1 ve sinirleri etkilemektedir. Cogunlukla
diisiik sosyoekonomik sinifta bulunan sigara icicisi erkeklerde goriilen bu hastaligin
temel karakteristiklerinden bir tanesi olan vaskiiler inflamasyon periyodik bir sekilde
ve Ornegin haftalik, aylik veya yillik araliklar ile ortaya ¢ikabilmektedir. Hastalik
ortaya ¢iktig1 ekstremitenin distalinde goriilmeye baslar ve proksimale dogru ilerleme
gosterir ancak hastaligi her iki ekstremitede simetrik olarak bir dagilimi da yoktur.
Cogu zaman etkiledigi iki alt ekstremitede sag ve sol ayagi ikisi de farkli derecelerde
etkilenirler.

Glinlimiizde 2. ile 4. dekat arasindaki geng¢ erkeklerde en sik goriilen damar
hastaligi olan Buerger hastaligi inflamatuar karakterde vaskiiler bir hastalik olup
tarihgesi 1879 yilina kadar gitmektedir.

Von Winiwarter 1879 yilinda 57 yasindaki 12 yildir ayak agris1 sikayeti olan ve
ilerleyen siliregte gangren olusup ampute edilen bir erkek hastanin {izerinde yaptigi
calismalardan elde ettigi bulgular1 yaymlamis ve bu hastada goriilen rahatsizligin
aterosklerozdan fakli karakteristige sahip olan bir tikayici arter hastaligi tiirevi
oldugunu gormiistiir. Von Winiwarter bu sekilde tanimladigi hastalia endarteritis
obliterans admi vermistir ve yaptig1 patolojik incelemelerde intimal proliferasyon,
trombus ve fibrosis gormiistiir. Tarihte ilk kez Felix Von Winiwarter ampute edilen
bacaktaki endoterit ve endoflebitin aterosklerozdan farkli oldugunu bildirmistir (5).

Bu donemden yaklasik olarak 30 yil sonra 1908 yilinda Leo Buerger
Tromboanjiitis obliterans olarak adlandirdigi hastaligin  klinik ve patolojik
ozelliklerinin tanimlamasmi 11 hasta tizerinde uyguladigi gozlemler ve caligsmalar ile
ayrintili ve dogru bir bigcimde gostermistir (6). Hastaligin Tromboanjiitis obliterans

olarak isimlendirilmesinin sebebi akut sathadaki histolojik tabloda hem arter, hem de



venlerde gelisen inflamatuar bir reaksiyon ve trombozun 6n planda bulunmasidir.
Patolojik olarak kan damari duvarlarinin goéreceli olarak korundugu yiiksek oranda
hiicresel inflamatuar bir trombus vardir.

Leo Buerger daha sonra 500 hasta {lizerinde yaptigi muayene ve gozlemlerini
Ekstremitelerde Sirkiilatuvar Bozukluklar (The Circulatory Disturbances of the
Extremites) kitabinda yaymlamistir (7).

Leo Buerger’in 1908 yilinda yapmis oldugu kapsamli yaymindan sonra Allen ve
Brown 1922-1926 yillar1 arasinda Mayo Klinikte inceledikleri ¢ogu Yahudi ve erkek
olan tromboanjiitis obliteransli olgulara ait bulgular1 bildirmislerdir. Bu olgularda
ayaklarinda kladikasyo, parmaklarda gangrendz iilserler, parmagin veya ayagn
tamamint kaplayan gangrenler gelistigini rapor etmislerdir. Allen ve Brown’in
yaptiklari incelemeler sonucunda hastaliga dair ortaya koydugu tanim ise 1908 yilinda
Leo Buergerin yaptig1 tanim ile ayn1 6zellikte idi (8) .

Leo Buerger’in hastaligin tanimlanmasinda yapmis oldugu ¢alismalardan dolayz,
hastaligin Tromboanjiitis obliterans olan ad1 eponim isimlendirme ile Buerger hastalig1

olarak da kullanilmaktadir.

1.2. Buerger Hastaliginda Demografi ve Epidemiyoloji

Buerger hastaligi hemen hemen tiim cografi bolgelerde goriilmesine ragmen
Orta ve Uzak Dogu iilkelerinde, Kuzey Amerika ve Avrupa’da goriilenlere gore yaygin
olarak ortaya c¢ikmaktadir (9,10). Buerger hastaliginin goriilme oranlar1 Amerika
Birlesik Devletleri’nde %1 in altinda, Avrupa’da %0.5-%5 arasinda degisen oranlarda,
Uzak Dogu’da %32 ve iilkemizde de %10 civarinda tespit edilmistir (11). Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde tromboanjiitis obliterans insidansinin azalmis olmasi
bu tilkelerde daha ciddi tani kriterleri kullanilmasina baglanilmistir (8).

Mayo Klinikte tromboanjiitis obliterans tanisi alan hastalarin sayis1 1947 yilinda
104/100.000 iken, 1987 yilinda bu oran 12.6/100.000’e gerilemistir (12). Buerger
hastaliginin prevalans oranlarinin Avrupa ve diger iilkelerde c¢ok degiskenlikler
gosterdigi pek cok calismalar ile gosterilmistir. Buna gore Buerger hastaligi, Bati
Avrupa llkelerinde %0.5 - %5.6 araliginda, Hindistan’da %45-%63 araliginda, Kore
ve Japonya’da %16-66 araliginda, Israil’de Askenazi irkima mensup olan Yahudilerde

%80 civarinda bir oran ile karsimiza ¢ikmaktadir (13,14).



Wessler, uzun siiren calismalar1 sonucunda, literatiirdeki cesitli calisma ve
goriigleri karsilastirmis ve Tromboanjiitis Obliterans’in Aterosklerosis Obliterans’in
sik rastlanmayan bir formu oldugunu 6ne siirmiistiir. Wessler’in bu savina karsilik Mc.
Kusick, Goodman, Shaltz, Brown gibi arastirmacilar bu goriise karsi ¢ikarak
Tromboanjiitis Obliterans’in, aterosklerosisden farkli bir antite oldugunu ve klasik
goriisiin dogrulugunu savunmuslardir (15,16).

Hill ve ekibinin Buerger hastalar1 iizerinde yaptig1i analiz c¢aligmasinin
sonuclarina gore hastaliga yakalanan kisilerin neredeyse tamaminda sigara
kullaniminin oldugu gosterildi. Buna bagli olarak sigara ve tiitiin tirtinleri kullaniminin,
soguk hasar1, mikotik enfeksiyon gibi etkenlerin Tromboanjiitis Obliterans gelisiminde
etkili oldugunu da agiklamiglardir.

Buerger hastaligi daha ¢ok erkek cinsiyetinde ve 20-40 yaslar1 arasinda goriiliir
(%98). 1970 yilindan O©nce vyapilan yaymlarda Buerger hastaliginin kadin
cinsiyetindeki insidansmin %1-2 arasinda oldugu bildirilmis olmasina karsin son
yillarda yapilan calismalarda hastaligin kadin cinsiyetindeki insidansmnm %5-%30
arasinda degiskenlik gdsterdigi rapor edilmistir (17,20). Insidanstaki bu kadar belirgin
artisgin nedeni bilinememektedir ancak en O6nemli nedenin kadin cinsiyetinde son
yillarda artan sigara kullaniminin oldugu diistiniilmektedir. Sigara icen kadin sayis1 ile
Buerger hastalig1 insidansi arasindaki iliski ¢ok uyumlu gibi goriinse de Japon
kadinlarinda Buerger hastaligi prevalansmnin, sigara icen kadmn sayis1 ile
karsilastirildiginda goreceli olarak oldukca diisik oldugu gozlenmistir (21,22).
Buradan da Tromboanjiitis Obliterans gelismesinde sigaradan baska faktorlerin de
sorumlu olabilecegi diistiniilmelidir.

Hastaligin zenci wkinda nadiren goriilmesine karsin Yahudilerde siklikla
goriildiigline dair bir tez one siiriilmiisse de daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar bu
kaniy1 destekler nitelikte sonuglar vermemistir (8). Hastaligin irklar arasinda goriilen
insidans farkliliginda tani kriterlerinin farkli olmasmin da etkisi olabilecegi

diistiniilmektedir.



1.3. Tromboanjiitis Obliterans Patofizyolojisi

Buerger hastaligi ekstremitelerdeki kiigiik ve orta boy arterlerde gelisen
segmental trombotik okliizyonlar ile karakterize klinik bir sendromdur. Hastalik
nekrotize arterit ve aterosklerozdan patolojik bulgular ve klinik sunum bakimimdan
farkliliklar tasimaktadir. Hasta grubunu cogunlukla sigara kullanan geng¢ erkekler
olusturmaktadir. Etkilenen ekstremite distalinde iskemiye bagl iilserasyonlar, ayagin
tamamimnda veya sadece ayak parmaklarinda gangrenler gorilebilir. Buerger
hastaliginda atipik olarak koroner arterler, serebral arterler ve visceral arterler de
tutulabilmektedir ancak alt ekstremitede ¢ok sik bir sekilde ortaya ¢ikan bu tutulum iist
ekstremitede alt ekstremitedeki kadar sik goriilmemektedir. Hastaligin mortalite
oranlar1 ¢ok yiiksek olmamakla birlikte bu hastalarda agir iskemi, iskemiye bagh doku
kaybt ve major/minor amputasyonlar goriilebilmektedir. Ayni zamanda hastaligin
tanisinin konulmasinda 6nemli olan noktalar olarak, sigara kullanimi olmasi (sigara
kullanim Oykiisiiniin aktif olmasi ile beraber Onceden kullanmig ve giincel olarak
sigaranin birakilmis olmas1 da tani kriteri olarak goz oniine alinmalidir), hastanin 45-
55 yas arasinda bulunmasi, proksimal vaskiilarizasyondan ayr1 olarak infrapopliteal
arterial segmentte okliizyonlar, ekstremite distal kesimlerinde arteriyal yapilarin
azalmis olmasina bagh olarak parmaklarda tlserler goriilmesi ve Raynaud sendromu
belirtileri, gezici tromboflebitler, ateroskleroz, diyabet, arterit, proksimal emboli ve
hiperkoagiilabilite durumlarinin ekarte edilmesine dikkat edilmelidir (1).

Cogunlukla diisiik sosyoekonomik sinifta bulunan sigara igicisi erkeklerde
goriilen bu hastaligin temel karakteristiklerinden bir tanesi olan vaskiiler inflamasyon
peryodik bir sekilde ve Ornegin haftalik, aylik veya yillik araliklar ile ortaya
cikabilmektedir (2). Hastalik ortaya ¢iktig1 ekstremitenin distalinde goriilmeye baglar
ve proksimale dogru ilerleme gosterir ancak hastaligin her iki ekstremitede simetrik
olarak bir dagilimi1 da yoktur. Cogu zaman etkiledigi iki alt ekstremitede sag ve sol
ayagn ikisi de farkli derecelerde etkilenirler (3,4).

Buerger hastaligi, sigara igicisi, gen¢ erkeklerde siklikla goriilen bir hastaliktir.
Bununla beraber giliniimiizde kadinlarin sigara i¢me oranmn artmasi ile birlikte,
kadinlarda da Buerger hastaliginin goriilme orami artis gostermektedir. Hastaligin
patofizyolojik temellerine bakarken neden erkek hasta grubunda daha yogun olduguna

baktigimizda bunun cevabinin 1995 yilinda Ajayi ve ekibi tarafindan arastirildigi ve



sonug¢ olarak da testosteronun, platelletler lizerindeki TXA,(Trombaksan A,) reseptor
yogunlugunu artirarak; trombositlerin aktivasyonunu ve aggregasyon ozelliklerini
artirdig1 ortaya konulmustur (23). Ayrica sigara kullanimi I6kosit sayisin1 ve damar
endotelinden salman Von Willebrand Faktor (vVWF) miktarini erkeklerde kadinlara
gore daha fazla artrmaktadir (24). Burada erkekler ve kadinlar arasindaki bir diger
ayrim ise erkeklerin daha cok platellet kaynakli arteriel tromboembolizm, kadinlarin
ise pihtilagma faktorlerinden kaynaklanan vendz tromboz yasamalaridir (25).

Buerger hastaligi ile ilgili olarak yapilan pek ¢ok ¢alismadan belirli bir boliimii
de bu hastaligin genetik temellerini ortaya koymaya yoOneliktir ve bu c¢alismalarda
Buerger hastaliginda ortaya ¢ikan durumlarin genetik kontrol etmenlerine dayandigi
ortaya konulmustur. Burada genetik temelden kastedilen genom iizerinde belirli
lokuslardan kodlanan HLA ylizey proteinleridir. Bu proteinlerin dominant gen
lokuslarmin tromboanyjiitis obliteransta bdlgesel dagilimi ise; Ingiltere’de HLA-BS5 ve
HLA-A9, Japonya’da HLA-DRBI ve HLA-B54, Hindistan’da HLA-B40 ve Israil’de
HLA-DR4 olarak gosterilmistir. Japon toplumunda HLA-DRB1 ve CD14 TT
genotiplerinin prezentasyonu Buerger hastaliginin etiyopatogenezinde 6nemli roller
oynamaktadir (26-30). Tiim bu bilgilerin 1s1g1nda tromboanjiitis obliterans yada diger
ismi ile Buerger hastaliginin sadece dis etmenler ile degil genetik faktorler ile de
kontrol edilen multifaktoriyel bir hastalik oldugunu soyleyebiliriz. Platellet reseptor
polimorfizmleri de bu hastaligin ortaya ¢ikisinda temel olgulardan bir tanesi olan
arteriel tromboembolizm i¢in Onemlidir. Hastaligin ortaya cikmasinda etkili olan
genetik faktorler ortaya konuyor olsalar dahi bunlardan higbirisi basli basma hastaligin
nasil ortaya c¢iktigin1 agiklayamamaktadir. Bunun i¢in Tromboanjiitis obliterans
patogenezi ile ilgili daha fazla ¢alismalarin yapilmasima ihtiyag duyulmaktadir.

Ortaya cikisindaki net sebep halen agiklanamamis olmasma karsin sigara
kullannminin Buerger hastaliginin temel tetikleyicisi oldugu diistiniilmektedir (31-34).
Hastaliktan etkilenen kisilerin ¢ok biiyiik bir boliimiinde soluma yolu ile tiitlin
kullanim1 veya tiitiin ¢ignenmesi bildirilmesine karsin Buerger hastaligindan tan1 almis
ve sigara kullanmayan hastalar da bildirilmistir. Ayrica kokain kullaniminin da
Buerger hastaliginda tetikleyici sebepler arasinda oldugu bildirilmistir (35). Hastaligin
ortaya ¢ikiginda, progesyonunda ve tekrarlayan ataklarinda sigara kullaniminin ¢ok
bliylik bir rolii oldugu su gotirmez bir gercektir. Buerger hastalarinda sigara

kullannminin birakilmas1 ile birlikte uygun disiplinde uygulanan medikasyonun



iskemik tlserlerin ve iskemik lezyonlarin ilerlemesinde duraklama ve bir miktar
diizelme goriildiigli bildirilmistir. Nitekim bu da sigaranin roliiniin goriilebilmesi i¢in
1yi bir 6rnek teskil etmektedir.

Matsushita ve ekibi Buerger hastaliginda, nikotinin viicuttaki primer yikim
irlinii olan cotininin seviyesini dl¢miisler ve bu seviyeler ile Buerger hastaliginin
progresyonu arasida giiclii bir iligski oldugunu rapor etmislerdir (36). Cotinin, nikotinin
viicuttaki primer yikim {Uriinlidiir ve yarilanma 6mrii 20-30 saat arasindadir. Viicuttan
primer atiim yolu idrar iledir. Buerger hastaliginda idrarda goriilen cotinin
seviyelerinin diismesi ile iskemik semptomlarin diizelmesi arasinda korelasyon
goriilmektedir.

Hastaligin olas1 prognozunda segmental arterial ve vendz trombiisler olmasina
ragmen hiperkoagiilabilite durumu ile Buerger hastali§1 arasindaki iliski net olarak
saptamamistir. Endovaskiiler tromboz {izerinde yapilan pek c¢ok calisma immun
mekanizmalar iizerinde yogunlagmaktadir. Adar ve ekibinin Israil’de yaptigi bir
calismada tip 1 ve tip 3 kollajene kars1 otoimmiin yanitlarin gelisebildigi goriilmiis ve
bu durumun Buerger hastaliginin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecegi diisiintilmiistiir
(37). Tip 1 ve tip 3 kollajenin normo-fizyolojik sartlarda damar duvarinda bulunmasi
bu ¢alismada temel dayanak noktalarindan bir tanesini olusturmaktadir. Buna istinaden
Eichorn ve ekibi de bu durum ile iligkili bazi antikorlarin Buerger hastalarinda
yiikselme egilimi gosterdigini tespit etmistir. Bu hastalarda kontrol gruplarma gore
antikor seviyelerinde anlamli yiikselmeler goriilmiistiir (38).

Japonya - Nagoya’da Kobayashi ve ekibi tarafindan Buerger hastalarindan
almmis  ve  parafine  gomilerek  kesitlenmis  preparatlarda  yapilmisg
immunohistokimyasal caligmalarda intima tabakasindaki damar duvarinda bulunan
bilesenlerde ve trombiis i¢erisinde belirgin immun sistem elemani infiltrasyonu oldugu
gosterilmistir (39). Intimada olan akut lezyonlarda CD3+ T hiicreleri ve CD68+
makrofajlarin ve S-100+ dentritik hiicrelerin rol aldiklar1 da bu calismada goriilen
sonuclardan bir tanesidir. Tiim vakalarda makrofajlar ve dentiritik hiicrelerin HLA-DR
antijeni ile iliskili intimal infiltrasyon gd&steriyor olmasi da elde edilen ilging
sonug¢lardandir. Damar internal elastik laminasinda da ¢esitli immunoglobulinler ve
kompleman sistem elemanlar1 (C3d, C4c) birikimi de izlenmistir. Bu denli yapilan
calismalar ve bu calismalarin sonuglarma ragmen Buerger hastaliinin olusumundan

sorumlu olan antijen halen net olarak bilinmemektedir.



Buerger hastaliginin fizyopatolojisinde inflamasyon ve trombozun ¢ok giiclii bir
iliskisi vardir. Inflamasyonun hiicresel ve molekiiler komponentleri olan Iokositler,
trombositler, mast hiicreleri, endotelyal hiicreler ve ndropeptidler bu olayda birbirleri
ile ¢ok yakin iliskiler igerisindedirler (40,41,42). Buerger hastaliinda patolojik durum
trombiisiin paternine ve inflamatuar hiicrelere gore; akut, subakut ve kronik olmak
iizere kategorize edilebilmektedir (43,44). Diger vaskiilitlerden farkli olarak
Tromboanjiitis obliteransin her ii¢ fazinda da damar yapisini olusturan komponentler
ve internal elastik lamina yapis1 intakt olarak goriilebilmektedir (45,46).

Akut faz tromboanjiitis obliteransin en karakteristik 6zelligi etkilenen damarin
duvarinda olusmaya baslayan hiperseliiler ve minimal inflamatuar trombiis yapisidir.
Bu fazda inflamasyon alaninin baskin hiicreleri olan polimorfoniikleer l6kositler
trombus icerisinde mikroabseler meydana getirirler. (45,46). Her ne kadar subakut
fazda bu PMN (polimorfoniikleer) lokositler ve mikroabse alanlar trombiisiin
rekanalizasyonunu saglasa da son donem kronik fazda vaskiiler fibrosis ile birlikte
olgun bir trombiis formasyonunun icerisinde goriliirler.

Akut fazda gerceklesen ilk olay tartismalidir. Bazi kaynaklarda ilk olarak
gerceklesen olaym trombus sekillenmesi oldugu ve daha sonra inflamatuar cevabin
sekillenen trombiis tizerinden gelistigi sOylenmektedir (47). Bunun tam tersi olarak da
vaskiilit indiikleyicisi olarak damarm intima katmanma karsi gelisen bir antijen
cevabin tiim bu olaylarin tetikleyicisi oldugu savunulmaktadir (48). Ikinci hipoteze
gore akut intimal inflamasyon mikroabselerin ve trombiis sekillenmesinin sebebi
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Intima katmanmda trombiisun olustugu yerde CD68+
makrofajlar, S100+ dentritik hiicrelerin goriilmesi bize burada bu hiicreleri ¢agiran ve
tam olarak ne oldugu bilinmeyen bir antijenin varligini gostermektedir (49). Hastaligin
akut faz1 gectikten sonra daha fazla TCD4+ ve bir miktar TCD8+ lenfositleri vaskiiler
duvara ve trombiis igerisine penetre olmaktadir (50). TCD4+ hiicreleri daha ¢ok
Therper-1 formunda TCD8+ ve 1g-G ile birlikte graniiloma alaninin olusumunda rol
oynayan immun cevabin ortaya ¢ikigini ve tromboanjiitis obliterans morfolojisinin
olusmasini saglar. Ayrica TCD4+ hiicreleri hiicre aracilikli immun yanitin olusumunda
bir orkestra sefi gibi hareket ederek hem TCD8+ hiicrelerini hem de B hiicrelerini
harekete gecirmektedir. Ilging olarak hem kompleman sistem elemanlar1 hem de

antijenler vaskiiler endotelde ise dahil olmakta ve Interferon Y (IFN-Y) ve mRNA



yapilart da damarmn okliide olan segmentindeki vasa-vasorumlarin etrafinda

goriilebilmektedirler(50).

1.4. Klinik Ozellikler ve Tani Kriterleri

Buerger hastalifinda tanmin konulabilmesi i¢in ¢ok cesitli tani kriterleri
bulunmaktadir. Tim tami kriterlerinde ortak bulunan noktalar, distal ekstremite
iskemisine bagl istirahat agrisi, llserasyon ve gangrendir (52,53). Ayrica hasta
hikayesinde bulunan spesifik durumlar da taninin konulabilmesi i¢in oldukg¢a biiytik bir
onem teskil etmektedir (54). Ekstremite distalinde goriilen iskemik istirahat agris1 ve
iilserasyonlar daha ¢ok Buerger hastaligma 6zgii olup aterosklerozda goriilme sikligi
daha diistiktiir. Buerger hastaligi ile ilgili yaymlanan pek ¢ok raporda, hastalarin
%50’sinde izole alt ekstremite tutulumu, %30-40’inda her iki ekstremitenin tutulumu
ve iskemisi, yaklasik %10’unda da sadece iist ekstremitede tutulum gézlenmistir.
Buerger hastaliginda tist ekstremitede goriilen semptomlar olan Raynaud sendromu ve
parmaklarda olan iskemi ile aterosklerozdan ayrilmaktadir. Bunlara ek olarak Buerger
hastaliginda %40-50 oraninda yiizeysel tromboflebitler goriilmektedir (52,55). Ozetle
Buerger hastalig1 aterosklerozun bir varyant1 degil bash basma kendi semptomlar1 ve
klinik sunumu olan farkli bir hastaliktir. Buerger hastaliginda takip gézlemleri, cinsiyet
fark1 gozetmeksizin benzer prezentasyon gostermektedir.

Tromboanjiitis obliteransin ayirict tamisim1 koyabilmek icin Oncelikle hasta
oykiisiine bakilmali; eger hasta kladikasyo benzeri bir kronik iskemik istirahat agris
ve lyilesmeyen iilserler tariflemis ise aterosklerotik periferik tikayici arter hastaliklari
ve diyabetik ayak durumu devre dis1 brrakilmalidir. Eger hasta gezici tromboflebit
tanimlamis ise sigara kullanimi ve Behget hastaligina bagli akciger kanseri de devre
dis1 brrakilmalidir. Burada Behget hastalig: ile ilgili belirtilmesi gereken 6nemli bir
nokta pek ¢ok Behget hastasinin vaskiiler semptomlar: tromboanjiitis obliterans ile
karistirilmakta ve bu hastalar aslinda almalar1 gereken kortikosteroid tedavisini
alamamaktadirlar.

Buerger hastaliginda tan1 konulmasi genellikle ¢ok zor degildir. Tanmi i¢in
gereken kriterler Japonya’da Shionoya tarafindan tanimlanmstir (56).

1. Sigara kullanma ge¢cmisi

2. Hastanin 50 yasindan geng olmasi;



3.
4.
3.

Infra-popliteal arterial okliizyonlar;
Etkilenen alt ekstremitede goriilen gezici flebitler;

Sigara diginda hicbir aterosklerotik faktoriin bulunmayisi;

durumlari ile birlikte eger bes kriterden en az dort tanesi saglanmis ise hastada Buerger

hastalig1 tanis1 konulabilmektedir.

Bununla birlikte tani kriterlerinde bir diger yaklasim da Olin ve arkadaglarindan

gelmistir (57). Olin Kriterlerine gore:

1.
2.
3.

45 yasindan daha geng olmast;

Gegmiste veya gilincel olarak tiitiin veya tiitiin tiriinleri kulanim hikayesi;
Kladikasyo tanimi, istirahat agrisi, iskemi ilserler veya gangrenlein
sebebinin distal ekstremite iskemisi oldugunun non-invazif vaskiiler
testler ile ortaya konmasi;

Proksimal embolizasyonun olas1 kaynaklar1 arteriyografi ve
ekokardiyografi tetkikleri ile ekarte edilmelidir.

Hastaliktan etkilenen ve etkilenmeyen ekstremiteler i¢in arteriografik

bulgular karsilastirilmali ve degerlendirilmelidir.

Ekstremite distalinde nabiz almamamasmin nedenleri arasindaki arteriyel

embolinin Buerger hastaligi tanisinda ekarte edilmesi gerekmektedir. Proksimal

embolinin muhtemel sebeplerinden, anevrizma, aterosklerotik lezyonlar, popliteal

entrapment, adventisyal kistik hastalik, ergotizm veya ilag kaynakli arterit, otoimmun

vaskiilit veya hiperkoagiilabilite gibi durumlar Buerger hastaligi tanis1 konulmadan

once diglanmis olmalidir. Hastaligin tanisinin konulmasinda belirli kriterler asagida iki

tabloda verilmistir. Birinci tabloda (OREGON) hastaligin tanisinda gecerli olan

kriterler major ve minor kriterler olarak verilmistir, bu yontemde major kriterlerin

bulunmas1 kesinlikle gerekli iken minor kriterlerin de bulunmasi taniy1 desteklemekte

kullanilmalidir (58,59).



Oregon;

MILLS VE PORTER TARAFINDAN TANIMLANAN BU TASLAGA GORE MAJOR VE MiNOR
KRITERLER:
MAJOR KRITERLER:

o Ekstremite distalinde goriilen semptomlarin 45 yasindan Once ortaya

¢ikmis olmasi;

e Sigara kullanimm

Dislanmasi gereken durumlar:
1. Proksimalde emboliye sebep olacak muhtemel kaynaklar;

Travma ve lokal lezyonlar;
Otoimmun hastaliklar;
Hiperkoagiilabilite durumu;
Ateroskleroz (Neden olabilecek sebepler asagida verilmigtir.)

kb

a. Diyabet
b. Hiperlipidemi
c. Hipertansiyon
d. Bobrek yetmezligi
6. Popliteal arter proksimalinde veya distal brakial arter seviyesinde
hasar gormemis arteriel yapilar;
7. Distal okliisif hastaliklarda;
a. Segmental arteriyel doppler ve dort uzuva pletismografi
b. Arteriografi
c. Histopatolojik tetkiklerde
Buerger hastaligi ile uyumlu sonuglar goriilmesi.
MINOR KRITERLER;
e Gezici yiizeyel flebitler
e Raynaud sendromu;
¢ Kiladikasyo tarifi
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Tablo 1.1. Nielsen (59) ve Lassen (60) tarafindan yapilmis, Buerger hastaligimnin
tanisinda puanlama tablosu (61).

Pozitif Bulgular

Baslangi¢ Yasi: <30 yas +2 30-40 yas +1
Ayak Kladikasyo Tarifi: Guncel +2 Gegmiste +1
Ust Ekstremite: Semptomatik +2 Asemptomatik +1
Gezici Flebitler: Guncel +2 Gegmiste +1
Raynaud Sendromu: Guncel +2 Gegmiste +1
Anjiografi; Biyopsi: Her ikisi de +2 Sadece birisi +1
Negatif Bulgular
Baslangi¢ Yasi: 40-50 -1 >50 -2
Cinsiyet / Sigara Kullanimi: | Bayan -1 Sigara Kullanmiyor -2
Yerlegim: Tek Uzuv Bacak Tutulumu Yok
-2
Nabiz Yoklugu: Brakial -1 Femoral -2
Ateroskleroz; Tanidan 1-2 yil sonra
Diyabet; Tanidan 5-10 yil sonra -1 -2
Hipertansiyon;
Hiperlipidemi;
01 Buerger Hastaligi Tanisi | 0-1 Buerger Hastaligi Tanis 01
Dislanabilir Dislanabilir
23 Disik intimal Buerger | 2-3 Disiik ihtimal Buerger 2-3
Hastasl Hastasl
4-5 Muhtemel / Bliylik 4-5 Muhtemel / Bytik ihtimalle 4-5
ihtimalle Buerger Buerger Hastas!
Hastasl
>6 Cok Yiiksek ihtimal >6 Cok Yiiksek ihtimal Buerger >6
Buerger Hastasi Hastas|

Buerger hastalifinda tanmin konulabilmesi i¢in ¢ok cesitli tani kriterleri
bulunmaktadir. Tim tami kriterlerinde ortak bulunan noktalar, distal ekstremite
iskemisine bagh istirahat agrisi, iilserasyon ve gangrendir. Ayrica hasta hikayesinde
bulunan spesifik durumlar da taninin konulabilmesi i¢in oldukga biiyiik bir 6nem tegskil
etmektedir. Ekstremite distalinde goriilen iskemik istirahat agris1 ve iilserasyonlar daha
cok Buerger hastaligina 6zgii olup aterosklerozda goriilme siklig1 daha diistiktiir.
Buerger hastalig: ile ilgili yaymlanan pek ¢ok raporda, hastalarin %50’sinde izole alt
ekstremite tutulumu, %30-40’mnda her iki ekstremitenin tutulumu ve iskemisi, yaklagik
%10’unda da sadece list ekstremitede tutulum gdzlenmistir. Buerger hastaliginda iist
ekstremitede goriilen semptomlar olan Raynaud sendromu ve parmaklarda olan iskemi
ile aterosklerozdan ayrilmaktadir. Bunlara ek olarak Buerger hastaliginda %40-50

oraninda yiizeysel tromboflebitler goriilmektedir. Ozetle Buerger hastahigi
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aterosklerozun bir varyanti degil bagli basima kendi semptomlar1 ve klinik sunumu olan
baslt basmna farkli bir hastaliktir. Buerger hastaliginda takip gozlemleri, cinsiyet farki
gbzetmeksizin benzer prezentasyon gostermektedir.

Bu kriterler goz oniine alindiginda distal okliizif hastaliklarin kiigiik ve orta
boyutlu distal ekstremite arterleri ile smirlandirilmis oldugunu gérmekteyiz. Dort
uzuvda yapilan digital pletismografi ve ayirict histopatolojik bulgular bu kanilari
desteklemektedirler. Buerger hastaligi ile 1ilgili aymric1 arteriografik bulgular
Kumamoto (62), Rivera (63) ve McKusick (64) tarafindan belirlenmistir. Buna gore
iist ekstremitede bilek hizasinin iistiinde radial ve ulnar arterlerden bir tanesinde veya
her ikisinde birden okliizyonlar goriilmesi, bir veya her iki palmar arkin kaybolmas1 ve
parmaklara giden digital arterlerde budanma benzeri goriiniim izlenmesi iist ekstremite
icin Buerger hastaligi ile uyumlu bulgular olarak belirlenmistir. Alt ekstremite
arteriografisinde ise infra-popliteal seviyede incelmis arteriyel yapilar goriilmesi, tibial
ve pedal arterlerde segmental diffiiz goriiniim ile beraber suprapopliteal seviyede
normal olarak seyreden arter yapisinin ani okliizyonu da alt ekstremite i¢in Buerger
hastaligi ile uyumlu olarak tanimlanmistir. Buerger hastaliginda tibialis anterior ve
posterior arterde ve daha nadir olmak {izere peroneal arterde tutulumlar goriiliir.
Kronik devrede Buerger hastalarinda kollateral gelisimi goriilebilmekle birlikte bu
kollateraller anjiografik goriiniim olarak tirblison, 6rtimcek bacagi veya agag¢ kokii
gOriiniimii olarak tanimlanmistir.

Pek ¢ok tiir nekrotize immun kokenli arterit ile Buerger hastaligi arasinda
goriilen en onemli farklilik, nekrotize immunolojik arteritte daha ¢ok {ist ekstremite
tutulumunun olmasma karsilik, Buerger hastaliginda daha siklikla alt ekstremite
tutulumu olmasidir. Bu nedenle Buerger hastaligi tanist alan kisilerde dort
ekstremitede segmental arteriyel basinglarin 6l¢iimii ile birlikte digital platismografi
uygulanmalidir. Buerger hastaligmin tanis1 konulmadan o6nce siipheli durum
kalmamasi i¢in hastaya ek olarak arteriografi tetkiki yapilmalidir ancak diger tetkikler
ile desteklendiginde duruma gore arteriografi olmazsa olmaz derecesinde gerekli bir
tetkik degildir. Eger distalde nabiz alinamamasinin sebebi olarak proksimalde
yerlesmis bir emboli veya aterosklerotik plak olabilecegine dair bir siiphemiz var ise
arteriografi tetkiki yapilmasi geregi dogar. Eger Buerger hastaligi tanisi biyopsi

olmadan konulmus ve hasta bu taninin iizerine aldigi medikasyona ve sigarayi
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birakmasima ragmen hastaligin prognozunda her hangi bir diizelme goriilmemis ise
histopatolojik tetkik amagli olarak biyopsi yapilmalidir.

Buerger hastaligi disaridan bakildiginda sadece distal ekstremite arterlerini
vuruyor gibi goriinse dahi histopatolojik tetkikler ile de dogrulanmis olmak iizere ¢ok
az vakada aort, iliak, serebral ve koroner arter yapilarina da zarar verebilmektedir.
Ayni zamanda Leo Buerger’in bizzat kendisi tarafindan rapor edildigi iizere spermatik
arteri ve spermatik kordu da vurdugu vakalar goriilmiistiir.

Buerger hastalig1 ile ilgili daha 6nce bahsedilen ana tan1 yontemlerine ilaveten
tanty1 destekleyebilecek ek tetkikler de bulunmaktadir. Bu tetkikler de asagida
gosterildigi gibi 6zetlenebilir.

e  Rutin kan tetkikleri;

e Tam kan sayimi;

e  Karaciger-Bobrek fonksiyon testleri;

e [drar tahlili;

e  Aclik kan glukoz seviyesi tetkiki;

e Lipid profili;

e  Venerapl Disease Research Laboratory (VDRL);
e  Otoimmun panel;

e ESR;

e  Romatid Faktor;

e Antiniikleer Antikor (ANA);

e  Antisentromer Antikor;

e SCL-70 (CREST ve skleroderma igin) (52)

e  Hiperkoagiilabilite paneli;

e  Protein-C, Protein-S ve Antitrombin III seviyeleri;
e Antifosfolipid Antikorlari;

e  Faktor V Leiden;

e  Ust ekstremite tutulumu igin el radyografisi;

e  Segmental arteriyel doppler dalga formlar1 ve basinglari;
e  Digital pletismografi

e Nielsen Digital Hypotermic Challange Test ;(60)
e  Arteriografi

e  Biyopsi (Daha az siklikla);
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Buerger hastaligi, bazi tiir nekrotize arteritler ve aterosklerozun prognozu
kotlidiir ve ¢ogunlukla bu hastalar major veya minor amputasyonlar ile sonuclanir
(65,66).

Hastalikla 1lgili yapilan literatiir taramalarinda ayak ve bacak beraber
amputasyon oranlart %19, major alt ekstremite amputasyon orami %19, parmak
amputasyonu %6,3 olarak goriilmiistiir (65). Hastaligin sebep oldugu amputasyon
oranlar1 ile sigara kullanimi arasinda giiclii bir iliski vardwr. Olin ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢caligmaya gore sigara kullanimina devam eden hastalarda en az
bir veya daha fazla amputasyon ile karsilasma riski %43 olarak goriilmiistiir. Buna
karsilik sigaray1 birakan hastalarin ise %94 gibi bir orani ise herhangi bir amputasyon

ile karsilasmadan yasamlarina devam edebilmektedir (52,67).

1.5. Periferik Arter Hastahklarinda Siniflandirma Yontemleri

Hastaligin teshisi konulduktan derecelendirilmesine gidilmelidir. Buerger
hastaliginda derecelendirme icin Fontaine ve Rutherford yontemi olmak iizere iki

metod vardir. Bunlarin her birisinin kendi igerisinde kriterleri farklidir.

1.5.1. Fontaine Siniflandirmasi

Tablo 1.2. Periferik arter hastaliklarinda Fontaine siniflamasi.

Siniflama ‘ Sinifin Ozellikleri ve Agiklamasi

Ciltte hafif iskemi mevcuttur. Distal arter nabzi zayiflamig
olabilecegi gibi alinamayabilir de. Bu sinifta bulunan hastalar,
Fontaine | etkilenen ekstremitede Uslime sodukluk, cabuk yoruima ve
karincalanmadan sikayet ederler. Genellikle asemptomatik evre
olarak da tanimlanabilmektedir.

Fontaine Il Bu sinifta bulunan hastalar, egzersiz ile ekstremitede kladikasyo
tarif ederler. Kladikasyonun ortaya ¢ikis zamani ve siddet,
hastaligin ilerleme derecesine gére degisim gostermektedir.

Fontaine | Fontaine Il Buna gére Fontaine Ila sinifinda kladikasyo mesafesi 200 metrenin
uzerinde, Fontaine llz sinifinda ise kladikasyo mesafesi 200
metrenin altinda gérilmektedir.

Fontaine Il Istirahat agrisi mevcuttur. Hastalik ilerledikge agrilar, gece uykudan
uyandirabilecek kadar siddetli bir hal alir.

Fontaine IV Etkilenen ekstremitede Ulser, gangren ve nekroz mevcuttur.
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1.5.2. Rutherford Siniflandirmasi

Tablo 1.3. Periferik arter hastaliklarinda Rutherford siniflandirmasi.

Evre Kategori Klinik
0 0 Asemptomatik
Hafif kladikasyo
Orta dereceli kladikasyo
Ciddi kladikasyo

iskemik istirahat agrisi

Minor doku kaybi

(= B3, B I O S R G

Ulserasyon veya gangren

1.6. Buerger Hastahginda Tedavi Secenekleri

Tromboanjiitis obliterans’in spesifik bir tedavisi yoktur. Bugiine kadar genel
olarak etkili oldugu kabul edilen herhangi bir tedavi yontemi tarif edilememistir.
Bir¢ok tartigmali tedavi secenekleri denenmis olup, hastalarda mevcut hastaligin
siddetine ve tedavi sonrasi sigara kullanimmin devam etmesine bagli olarak uygulanan
tedavi yOntemlerinin basar1 oranlar1 degiskenlikler gostermektedir. Hastaligin
ilerlemesini ve sonucunda amputasyonu onlemek i¢in kanitlanmis en onemli nokta
sigaranin birakilmasi, hicbir sekilde tiitlin iirlinlerinin kullanilmamasi, sigara icilen
yerlerden (aktif, ortak veya pasif icicilikten) kagmilmasi gerekir (68,69,70).
Ekstremiteler en kiiclik travmalardan, sicak ve soguktan korunmali, hastalara kan
akimmi arttiracak, vaskiiler kollateralleri gelistirecek egzersizler Onerilmelidir.
Egzersizlerde hastalara agr1i mesafesinin 2/3’i kadar yiirlimesi ve sanki agr1 gelmis
gibi bir siire dinlenmesi tavsiye edilir. Fakar higbir zaman egzersiz mesafesi
sinirlandirilmamalidir (68,71,72,73).

Tromboanjiitis obliterans i¢in Onerilen tedavinin prensipleri su sekilde
stralanabilir.

1. Hastanin sigara veya bagka bir formdaki herhangi bir tiitiin mamiiliini
kullaniminin engellenmesi

2. Hastanin pasif igicilikten uzak tutulmasi ve korunmasinin saglanmasi

3. Tutulan ekstremitenin enfeksiyonlardan korunmasi ve dikkatli temizligi,
travmalardan  korunmasi(tirnaklarin  derin  kesilmemesi, dar ayakkab1

giyilmemesi, mantar tedavisi gibi 6nlemler alinmasi)
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. Lokal iskemik iilserasyonlar ve agrinin tedavi edilmesi

. Kalsiyum kanal blokerleri, antiplatellet ajanlar, pentoksifilin

4
5
6. lloprost ile tedavi (PGl,=Prostasiklin analogu)
7. Analjezikler

8. Sempatektomi

9. Rekonstriiksiyona uygun ise cerrahi girisim

10. Implante edilebilir spinal kord uyaricisi

11. Seliilit var ise antibiyoterapi

12. Yiizeyel flebitler varsa nonstereroid antiinflamatuar (NSAI) ajanlar ile tedavi

13. Tiim tedavi yontemleri basarisiz olursa son ¢are olarak amputasyon

Buerger hastaliginda tedavi yontemlerini cerrahi tedavi, antikoagiilan tedavi,
antiagregan tedavi, kalsiyum kanal blokorleri, pentoksifilin tedavisi, trombolitik
(fibrinolitik) tedavi, PGI, analoglar1 verilmesi (Iloprost), vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii geni kullanimi, epidural anestezi tedavisi, epidural spinal elektriksel
stimiilasyon tedavisi, kimyasal ajanlar ile sempatik sinir blokaji olarak

gruplandirabiliriz.

1.6.1. Rekonstriiksiyon

TAO da cerrahi vaskiilarizasyon genellikle hastaligin yaygin segmental olusu ve
biiyiik oranda distal tutulum nedeni ile uygun bir tedavi olarak fayda saglamamaktadir.
Fakat arteriografide tikaniklik olan bdlgenin proksimal ve distalinde agik ve saglam
arter tespit edilirse Oncelikle otojen ven grefti daha sonraki durumda g6z Oniine
almmak iizere sentetik greftler ile rekonstriiksiyon i¢in cerrahi tedavi uygulanabilir

(74,75).

1.6.2. Sempatektomi

Direkt arterial rekonstriiksiyona dair bir cerrahi girisim, imkan dahilinde degil
ise, hastanin semptomlarin1 azaltmaya yonelik indirekt cerrahi yontem olarak
sempatektomi denenebilir (76,77). Sempatektominin etkileri; kan akiminin artmasi,
kollateral perflizyona etkileri, artan kan akiminin besleyici degeri, agr1 ileti

transmisyonunun degistirilmesi olarak incelenebilir.
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Ekstremitelerde sempatik stimulasyona cevap vazokonstriikksiyon, derinin
soluklagsmasi, sogumasi ve terlemede artma seklindedir. Sempatik stimulasyonun
ortadan kaldirilmasi ile derideki arterler ve arteriyo-vendz anastomozlardaki bazal ve
refleks vazokonstriiksiyonun ortadan kalkmasi yoluyla total kan akiminin artmasina
bagl olarak deri kanlanmasi artar. Boylece deri isisinin artmasi, derinin pembe
renginin ve terlemenin durmasi, deri kurulugunun artmasima neden olur. Sempatektomi
sonrasinda goriilen akim degisiminin ¢ok biiyiikk bir boliimii derideki arteriyo-vendz
anastomozlar yoluyla sant olur ve doku perfiizyonunda ciddi bir artma olmaz.
Kaslardaki kan akimminda sempatik kontrol Onemsizdir. Kas, deri ve prekapiler
sfinkterlerin adrenerjik uyariya verdikleri cevaplar farklidir. Deride adrenerjik uyarilar
ile kan akiminda ciddi degisimler olabilirken kaslarda kan akiminda degisimlere yol
acabilecek en Onemli bilesen, egzersiz ve istirahat esnasinda ortaya c¢ikan
metabolitlerdir.

Baz1 hastalarda sempatektominin kaslardaki kan akimmi arttrmadigir aksine
steal (¢alma) fenomeni ile azalttig1 tespit edilmistir.

Lomber bilateral sempatektomi sirasinda empotans gelismesi riskine karsin L,
sempatik gangliyon c¢ikarimamalidir. Rutin olarak L,-L4 gangliyonlar ¢ikarilmalidir.
Sempatektominin amputasyonun 6nlenmesinde ve agrinin giderilmesindeki rolii halen
bilinmemekle beraber yiizeyel iskemik ilserlerin iyilesmesinde ve istirahat agrisinin
giderilmesinde etkili oldugu (78,79) ve sempatektominin kaslara giden kan akimindan
daha ziyade deri ve kemiklere giden kan akimini arttirdig: bilinmektedir.

Sempatektomiden sonra ilk 3-4 gilinde goriilen hiperemik evreyi takiben
“Besinci Giin Fenomeni” olarak da bilinen ve kan akiminin nispeten daha azaldig1 bir
evre gelir. Bu durum daha ¢ok torakal sempatektomilerde, daha nadiren de lumbar
sempatektomilerde goriiliir. Besinci Gilin Fenomeni devresini takiben kan akimi
yeniden artmaya baslar ve sonra yavas yavas azalarak 10-12 hafta sonra stabilize
olur(80). Sempatektomiden 2 hafta ile 6 ay arasinda bir siire sonra vazomotor tonus
normal seviyeye geriler. Buradan da Tromboanjiitis obliterans’ta sempatektominin
kalict ¢6ziim sunabilecek bir operasyon olmadigini ve diger tedavilere yardimci olacak

sekilde birlikte uygulanmasi gerektigi sonucu ¢ikarilabilir (77,81).
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Sempatektominin olas1 komplikasyonlart:

1.

2
3.
4

A S AR

Alt ekstremitelerde (Lomber) yapilan sempatektomi, {ist ekstremitelerde
(Torakal) yapilana gore daha uzun siire etkilidir (80). Sinir rejenerasyonu denilen
sempatik etkinin geri donmesi ve bunun sonucu olarak vazokonstriiktor aktivitenin
ortaya ¢ikmasi, iist ekstremitelere yonelik yapilmis olan torakal sempatektomilerde
%95 iken, lomber sempatektomilerde bu oran %10 civarlarindadir (81,82). Buna gore
Tromboanjiitis obliteransta sempatektominin en son ve kesin bir ¢oziim degil, diger
tedavi segeneklerine yardimci olarak uygulanmasi gereken bir segenek oldugu
goriilmektedir.

Cerrahi sempatektomiye alternatif olarak hastalara farmakolojik ajanlar ile
yapilan sempatektomi yontemi de uygulanabilmektedir. Farmakolojik sempatektomide
sempatik gangliyonlara radyolojik goriintiileme yardimi ile kimyasal blokaj yapan

ilaclar uygulanmaktadir. Daha az invazif olmas1 ve maliyetinin daha diisiik olmasi,

Post-sempatektomi nevraljisi

. Horner Sendromu (Serviko-Torasik Sempatektomide)

Travmatik Silotoraks (Serviko-Torasik Sempatektomide)

Sempatik Innervasyonun Rejenerasyonu;

Sempatik zincirin yetersiz eksizyonu

Intermediate ganglion varhig

Diger tarafla ¢aprazlasan fibrillerin varlig

Ganglion sayisinda ve gallarimin dagilimindaki kisisel farkliliklar

Sempatik sinir sisteminin rejenasyonu

Lomber Arter ve Venlerde Kanama

Paradoks Gangren

Sekstiel Fonksiyon Bozukluklari

Sudomotor Fonksiyonlarda degisimler

Steal (Calma) Fenomeni

yontem i¢in en biiyiik tercih nedenidir.
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1.6.3. Antikoagiilan tedavi

Antikoagiilan ilaglar, pihtilagsma faktorlerinin etkinligini veya sentezini bozarak
pihtilasma olaymi inhibe eden ve bdylece kanin koagiilasyon yetenegini azaltan
ilaglardir.

Heparin, kanda bazi pihtilagsma faktorlerini (Trombin, Faktor XII, X1, X, IX, VII
ve kallikrein) antitrombin araciligi ile inaktive ederek dolaysiz etki yapar.

Oral antikoagiilanlar, karacigerde K vitaminine bagmmli olarak yapilan
faktorlerin (protrombin, faktér VII, faktor IX ve faktor X) sentezinin son basamagini
bozarak dolaysiz etki yaparlar.

Tromboanyjiitis obliterans’ta antikoagiilan tedavinin etkinligini net olarak
bildiren bir sonug¢ elde edilememistir. Antikoagiilanlar sadece kronik fazdaki siddetli
iskemik ekstremitedeki kollateral kan akimini iyilestirebilmek amaci ile
kullanilabilirler (8).

Antikoagiilan tedavi hastaligin kronik doneminde yararsizdir.

1.6.4. Antiagregan tedavi
Bu tedavi seceneginde aspirin ve tiklodipin kullanilmaktadir. Tiklodipinin yan
etkileri arasinda 16kopeni de bulundugu i¢in uzun dénem tiklodipin tedavisi alan

hastalar 16kopeni ac¢isindan takip edilmelidir.

1.6.5. Kalsiyum kanal blokorleri

Nifedipin, nikardipin, amlodipin gibi kalsiyum kanal blokerleri arterler
iizerindeki vazospazmi azaltmaya yOnelik etkileri nedeni ile tromboanjiitis obliterans
tedavisinde kullanilmaktadirlar. Indirekt bir tedavi secenegidir.

Periferik vazodilatorler, vazospastik hastaliklarin tedavisinde spazmi ¢dzerek
etkili olmalarina ragmen, tromboanjiitis obliterans’ta tedavi edici 6zellikleri diisiiktiir.
Bu durumun sebebi, tromboanjitis obliteransli hastalarin damarlarinin diiz kas
gevsetici etkiye yanit vermemesi, saglam damarlarin vazodilatasyonu sonucu goreceli
olarak stenotik damara gelen kan miktarmin azalmasidir (Calma fenomeni). Bu
sebeple vazodilator tedavi Buerger hastaliginda yararli bulunmamaktadir.

Tromboanyjiitis obliterans’li hastalarda periferik damarlarda endotel bagimli

vazorelaksasyonda bozukluk vardir (83).
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1.6.6. Pentoksifilin tedavisi

Pentoksifilin, ksantin tiirevi fosfodiesteraz inhibitorii bir ilagtir.

Periferik dilator ilaglarin ¢ogundan farkli olarak kanda reolojik etkiler de
gosterir ve kanin viskozitesini azaltir. Pentoksifilinin reolojik etkisinden yani
eritrositlerin hiicre membran esnekliklerini arttirarak (eritrositlerin fleksibilitesini yada
deformabilitesini) ve kiiglik damarlardaki alana sigmalarmi saglayarak iskemik alana
ulagsmalarini saglar. Baska bir sdylem ile kanin yiikselmis olan viskositesini diisiiriir,
akigskanligini arttirir ve iskemik alanin beslenmesini saglamis olur (84). Kladikasyolu
hastalarda bacak kaslariin oksijenlenmesini arttirir. Kronik okliisif arter hastaligi olan
kisilerde kladikasyo olusana kadar yiiriinebilen mesafeyi belirgin bir sekilde arttirir.

Pentoksifilin, trombositlerin artmis olan agregasyon yetenegini de azaltir.

Pentoksifilin, karacigerde metabolize edilerek inaktive olur. Baglica yan etkileri;
bulanti, yiizde kizarma (Flushing), bas donmesi bas agrisi ve gastrointestinal

bozukluklardir.

1.6.7. Trombolitik (Fibrinolitik tedavi)

Intraarteriyal trombotik tedavinin Buerger hastaligindaki etkinligi ile ilgili
celiskili caligmalar mevcuttur. Ciinkii Buerger hastaliginda goriilen trombiis
inflamatuar 6zelliktedir. Intraarteriyal streptokinaz uygulanarak yapilan bir ¢alismada
genel basar1 oran1 (amputasyonun Onlenmesi veya diizeyinin degismesi gibi) %53
olarak bildirilmistir. Yapilan bagka bir calismada tlirokinaz uygulanmis ve basarili
oldugu rapor edilmistir (85,86).

Fakat patolojik olarak Tromboanjiitis Obliterans’ta distal damarlarda yogun
bag dokusu ve fibr6z materyaller i¢eren inflamatuar vasifli trombiis mevcut oldugu
icin trombolitik tedavinin yliksek oranda etkili olmayabilecegi kanis1 yaygindir.
Hastanin e§er amputasyondan baska c¢aresi kalmadiysa o taktirde trombolitik ajan

verilebilir.

1.6.8. Tloprost

PGI, (Prostasiklin), trombositler, lokositler ve endotelyal hiicreler iizerinde
etkileri olan bir molekiil olarak tanimlanmis ve damar duvarmi etkileyen hastaliklar
iizerinde tedavi edici olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu siirecte yapilan calismalarda

prostasiklinin,  mikrovaskiiler = kan  akismin  diizenlenmesinde, trombosit
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agregasyonunun ve vazodilatasyonun inhibe edilmesinde o©nemli rolii oldugu

goriilmiistiir.

Periferik arter hastaliklarinda prostaglandin kullanimi ilk olarak 1973 yilinda

bildirilmistir (87). O zamandan beri hem kontrolsiiz hemde randomize klinik

calismalarda PGE; ve PGI, preparatlarinin siddetli ekstremite iskemisi tedavisinde

yararl etkileri olduguna dair ¢esitli calisma raporlar bildirilmistir (88,89).

[loprost’un etkileri; trombosit, 16kosit aktivitesinin inhibisyonu, vazodilatasyon

ve endotel korunmasi olarak 6zetlenebilir. Bu etkileri yoniiyle 6zellikle vazodilatasyon

etkisinin giiclii olmas1 ¢ogu yan etkiden sorumlu olabilir (90,91).

Hloprost’un onemli farmakolojik ozellikleri sunlardir:
Vaskiiler endotelde besleyici kan akimini gelistirir.
Lokosit aktivasyonunu ve adezyonunu inhibe eder.
ATP nedenli trombosit agregasyonu ve aktivasyonunu ve ayrica aktive olan
trombositlerden 5-HT ve tromboksan salinimini inhibe eder.
Endotelyal hiicre gecirgenligini azaltir.
Vaskiiler sistemin farkli kesimlerindeki vazokonstriiksiyonu inhibe eder.

Tiimor nekrozis faktor artigini inhibe eder.

Hloprost’un klinik yararlari, farmakolojik ozelliklerini de yansitir. Bunlar;
Siddetli iskemide, inflamatuar doku lezyonlarinda, vazospastik ataklarda ve soguk
stres intoleransinda mikrosirkiilasyon bozukluklarini iyilestirmek, amputasyon
oraninin ve mortalitenin azaltilmasini saglamak (92).

Periferik arteriyel hastaliklarda, koroner kalp hastaliginda, miyokard infarktiisiinde
vaskiiler direnci diisiirmek.

Dijital kan akimini arttirmak

Vendz cap1 azaltma ve vendz drenaji arttrma etkisi ile vendz iilserlerin
tyilestirilmesi (94)

Pulmoner hipertansiyonun tedavisinde inhalasyon yolu ile uygulama sonrasi

pulmoner hipertansiyonun diistiriilmesi ve oksjenizasyonun diizeltilmesi (95).
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1.6.9. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii geni kullanim

Yapilan caligmalarda iskemik {iilserlerin iyilesmesinde ve istirahat agrilarmin
giderilmesinde vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii kullaniminin ¢ok etkili oldugu
belirtilmektedir.

Isner ve ekibi, Buerger hastaligi olan hastalarda vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii geninin kullanimi sonucunda iskemik tlserlerde kiiclilme, iyilesme gorildigi

ve istirahat agrisinin azaldigini bildirmislerdir (96).

1.6.10. Epidural anestezi tedavisi

Epidural anestezi ile Buerger hastalarmin ekstremite agrilar1 azaltilir ve/veya
ortadan kaldirilir. Béylece sempatik aktivasyonda azalma olur ve sonugta bozuk olan
perfiizyonda diizelmeler gozlenir. Sempatektomiye benzer bir etki ile doku perflizyonu
diizeltilmesi sonucu yara iyilesmesine katkida bulunmakta ve iskemik ekstremitenin

gangrene gidisini durdurmaktadir(97-98-99).

1.6.11. Epidural spinal elektriksel stimulasyon tedavisi

Sinir trasesi boyunca elektriksel akim uygulanarak sinirin, agri esiginin
yiikseltilip sempatik aktivasyonun azaltilmast ile iskemik bdlgedeki doku
kanlanmasinin arttirilmasi amaglanmaktadir. Cerrahi revaskiilarizasyonun bir segenek
olarak diisiiniilmedigi hastalarda omurilik uyaricisi, agriy1 azalttigi ve amputasyonu
onledigi icin diger tedavi yontemleri etkili olmadiginda kullanilabilecek bir yontem

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

1.6.12. Kimyasal ajanlar ile sempatik sinir blokaj

Sempatik sinir blokajlar1 gectigimiz yiizyilin basindan beri, tani, prognoz tayini
ve tedavide kullanilmaktadir. Sempatik sinir blokajlari, vaskiiler yetersizlik nedeni ile
olan agri, visceral agr1 ve sempatik komponenti oldugu diisliniilen agr1 icin
uygulanmistir.

Norolitik lumbar sempatik bloklar kladikasyo i¢in ¢ok az bir yarar saglasa da
sonrasinda agridan kurtarmak ve cilt {lserinin iyilesmesini hizlandirmak i¢in
kullanilmistir. Sempatektominin cilt kan akimini arttirdigi, fakat kaslara giden
besleyici kan akimini arttrmadigi ileri siiriilmiistiir. Baz1 arastirmacilar bu goriisi
kabul etmemektedirler ve norolitik sempatik sinir blokaj1 sonrasi agrisiz uzun mesafe

yiiriiyiiste kisa ve uzun donemde 6nemli gelismeler rapor etmislerdir. Kimyasal ajanlar
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ile sempatik bloklar; intratekal, epidural aralikta, paravertebral ve prevertebral alanda
periferik sinirler ve postgangliyonik aksonlarda uygulanabilir. Paravertebral ve
prevertebral blok ile tiim afferent ve efferent liflerin iletisi Onlenebilir. Bununla
beraber guanitidin veya diger adrenolitik ajanlar ile yapilan intravendz rejyonal
sempatik blokla sadece efferent liflerin iletisi bloke edilebilir. Kimyasal
sempatektomide, lidokain %0.5, bupivakain %0.25, mepivakain %0.5, fenil alkol %7-
10, alkol %350-100, klorokresol ve %5-7.5’luk sudaki fenol ¢6zeltisi gibi kimyasal
ozellikteki maddeler kullanilabilir (97,98,100).
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2. GELISME

2.1. Anjiogenezde Hematopoetik Kok Hiicrelerin Rolii

Vaskiiler gelisim vaskiilogenez ve anjiogenez olmak tizere 2 farkli olayi igerir.
Bu iki olayda da endotelyal hiicreler (ECler) ve etrafin1 ¢eviren mezenkimal hiicreler
arasindaki iki yonli sinyal sarttir (101). Vaskiilo-anjiogenez siirecini diizenleyen
bircok molekiil izole edilmis ve bir¢ok molekiiliin, periendotelyal tabakay1 olusturarak
veya arter ve venler arasindaki etkilesime aracilik ederek damarlarin biitiinliigiiniin
korunmasini saglamak i¢in gerekli oldugu ortaya cikartilmistir. Bunlari arasinda iki
tirozin kinaz subfamilyasi endotele 6zgii bol miktarda ekspresyonlar ile karakterizedir.
Bir aile FIt-1/VEFR1, Flk-1/KDR/VEGFR2 ve FIt-4/VEGFR3 iiyelerini igerir.
Bunlarin tiimii vaskiiloendotelyal growth faktor (VEGF) reseptor ailesinin tiyeleridir.
Flk-1, Flt-4’iin ve VEGF’nin onemli rolleri genetik yapilanma ile elde edilen fare
mutantlarinda yapilan analizlerle gosterilmistir (104-107). Diger aile ise TIE1/TIE ve
TIE2/TEK’1 igerir. TIE1 veya TIE2’nin hedeflenmis mutasyonu bu reseptorlerin,
VEGF’lerde oldugu gibi, embriyonik vaskiiler olusumda kritik bir rol oynadigi
gosterilmistir (107,108). TIE2 veya TIE1 eksik olan embriyolarda, sirayla E9.5 ve
E13.5’te hemoraji ile sonuglanan vaskiiler sistemin yapisal biitiinliigiinii olusturmada
basarisizlik goriilmistir. VEGF ya da VEGFR mutant embriyolarda goriilen
vaskiilogenezdeki erken defekte kiyasla TIE1 veya TIE2 eksik fareler wvaskiiler
biitiinliigiin yaninda anjiogenez ve yeniden yapilanmada daha ge¢ defektler
gostermiglerdir. Bir yetigkin damarindaki anjiogenezde ilk adim periendotelyal
hiicrelerin (perisitlerin) ayrilmasi ve EClere sikica baglanmasidir. ECler ve perisitlerin
adezyonu ve ayrilmasi arasindaki siki1 denge TIE2’nin ligandlar1 olan anjiopoietinlere
baghdir. Anjiopoietin-1 (Angl) eksik embriyolar, TIE2 eksik embriyolarda
gozlemlendigi gibi agir vaskiiler anomaliler gostermistir. Bu anomaliler
perikardiumdaki ana ven veya kapillerdeki yetersiz dallanma, vitellus kesesindeki
damarlarin yeniden yapilanmasindaki eksiklik ve yetersiz kalp gelisimidir (110).
Dahasi, ultrastriiktiirel analiz, ECler ve perisitlerin sik1 adezyonunun TIE2 veya Angl
yoklugunu baskiladigini ortaya koymustur. Angl’in dogal olarak bulunan antagonisti
olan Ang2 ise, Angl’in TIE2’yi aktive etme Ozelligini bloklar (111). Ang2’yi asir1

eksprese eden transgenik farelerde, TIE2 veya Angl eksik embriyolarda gozlenene
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benzer fenotip gostermistir (111). Bu nedenle, Angl embriyoda genis damarlari
cevreleyen mezenkimde ve yetiskinlerde de bol miktarda eksprese edilirken Ang2
sadece vaskiiler yeniden yapilanma alanlarinda eksprese edilir (111). Bu gozleme gore
Ang2, bagka bir yolla Angl’in olusum dengeleyici sinyalini bloklamakta ve lokalize
damarlarin destabilizasyonunu arttirmaktadir.

Ang2 tarafindan damarlarin destabilize edilmesi, perisitler veya yeni olusan
damarlarca tiretilen EClerin devami i¢in gerekli olan bloklama faktdrlerince damarlarin
gerilemesi ile baglantili olabilir. Ang2 ve VEGF birlikte eksprese edildiginde
damarlarin filizlenmesini gerceklestirmesine ragmen, Ang2’nin VEGF olmadan
uzamis fazla ekspresyonu damar gerilemesine neden olmaktadir (112,113) .Yakin bir
zamanda, Angl’in fibronektin ve kollajene TIE2 ekprese eden hiicrelerin integrin
bagimli adezyonunu stimiile ettigini bulunmustur (114). Bu rol, EC’ler ve perisitlerin
Angl ile indiiklenen siki adezyonu i¢in uygundur. Ayrica Angl’in kemoatraktan
olarak damar filizlenmesini arttirdigi bildirilmistir (115). Damar filizlenmesi Angl
sinyalinin inaktivasyonuna dayanan bir olay olup perisitlerin EC’lerden ayrilmasi ile
baglar. Daha sonra, EC’ler, Angl iireten dokulara dogru yonelirler. Perisitlerin islevini,
EClerin gogii takip eder. Angl iireten hiicreler damar filizlenmesini belli bir uzakliga
kadar arttirabilirler. TIE2-Anjiopoietin sisteminin kontrol ettigi anjiogenezi anlamak
icin, anjiogenezi ve hematopoezi uyaran para aortik splanknopleural (P-Sp) bolgede
(pre AGM bolgesi, aort-gonad-mezonefroz bdlgesi); hemanjioblastlara HSC’lerin baglh
oldugu yeni bir kiiltlir sistemi kurulmustur (116,117). Burada HSC’den kaynaklanan
Angl’in avaskiiler sahalara damar filizlenmesini arttirdi§ini ve bu stimiilasyonun
Angl dreten mezenkimal hiicrelerin bulunmadigi dokularda kritik olugunu
gosterilmistir. Dahasi, HSC’leri olmayan AML 1 eksik farede yapilan kapiller
olusumunun detayli histolojik analizini gdstererek HCS’lerin anjiogenez igin gerekli
oldugunu gosteren raporlar yaymlanmistir.

Anjiogenez embriyogenik organogenez yaninda yetiskinde doku onarimi i¢in de
onemli bir olaydir. Hematopoetik kok hiicrelerin (HSCler) embriyogenez boyunca
angiogenezde onemli rolleri vardir.

EC’ler ve hematopoetik hiicreler arasindaki etkilesimi karakterize edebilmek
icin yapilan bir caligmada, vaskiilo-anjiogenez ve hematopoez i¢in in vitro bir kiiltiir
sistemi gelistirilerek, E9.5 embriyolardan aliman P-Sp eksplantlar OP9 stromal

hiicrelerde kiiltiire edilip, bu kiiltirde PECAM-1" EC’ler carsafs1 bir sekil aldig:
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gozlenmis (vaskiiler bed, vb) ve daha sonra endotelyal yatagin periferinde bir ag
(vaskiiler network, vb) seklini aldig1 izlenmistir. PECAM-1, Flk-1 ve TIE2 markerlar1
kullanilarak EC biiylimesi gozlendigine kiiltiiriin ilk donemlerinde P-Sp eksplanttan
PECAM-1 ve Flk-1 pozitif EC’ler iiredigi, bu hiicrelerin go¢ ettigi ve OP9
hiicrelerindeki eksplantin etrafinda bir ¢ember olusturdugu goézlenmistir. Cemberin
etrafinda filizlenen EC’lerin TIE2’y1 kuvvetle eksprese etmelerine ragmen go¢ eden
hiicrelerde TIE2 ekspresyonu zayif olarak izlenmis, daha sonra eksplanti1 ¢evreleyen
PECAM-1, Flk-1 pozitif EC’ler ¢ogaldigi, vaskiiler yatak seklini aldigi ve EC’lerin
biiyiik bir kismmin vaskiiler yataktan filizlendigi ag seklinde bir yap1 olusturulmustur.
Bu kiiltiir sisteminde PECAM-1"Flk-1"TIE2'" immatiir EC’lerin eksplanttan gog
ettigini ve vaskiiler yatak seklini aldig1 bu siirecte vaskiilogenezi tanimlanmis,
anjiogenez ise PECAM-1"Flk-1"TIE2" ve EC’lerin bir yataktan filizlendigi ve ag
seklini aldig1 bir siire¢ olarak tanimmlanmistir. P-Sp kiiltiir sisteminin sonuglarina
dayanarak HC’lerden gelen ekstrinsik sinyalin anjiogenezi uyardigini goriilmiis ve bu
olay1 kontrol eden faktorleri arastirilmistir. Angl ve VEGF kemik iliginde HSC’ce
zenginlestirilmis populasyonda (Linc-Kit Sca-1") eksprese edilir fakat matiir HC’lerde
(CD45'Lin") edilememektedir. Embriyogenez boyunca, CD45 c-Kit'CD34" hiicreler
HSC’ler olarak tammmlanmistir (118). Kemik iliginde gozlendigi gibi, CD45 c-
Kit"CD34" hiicreler Angl’i yiiksek miktarda eksprese etmelerine ragmen VEGEF’yi
etmemektedir. Matur ya da immatiir HClerde anjiogenezle iligkili diger genler olan

Ang?2 ve ephrin B2’ nin eksprese olmadig1 goriilmektedir.

2.1.1. HSC’lerde Ang-1 ekspresyonu

Angl’in HSC zenginlestirilmis populasyonlarda bir protein olarak {iretimini
aciklamak i¢in B-galaktozidaz (LacZ) ekspresyonunun Angl promotoru kontroliinde
E12.5 fetal karaciger ve Angl alleli i¢cin heterozigot farenin kemik iligini kullanilmis
(110) ve Angl ve LacZ’nin ekspresyonunu incelenmistir. Anti-Angl antikoru ile HSC
zenginlestirilmis poplilasyonda Angl proteini saptanmis fakat matiir HClerde
gbzlenmemistir. Angl® hiicrelerin siklig1 fetal karacigerindeki CD45 c-Kit' CD34"
hiicrelerde %90, yetiskin kemik iliginin Lin'c-Kit Sca-1 hiicrelerinde %50 olarak
bulunmustur. Dahasi, HSC zenginlestirilmis populasyonlarda LacZ pozitif hiicrelerin
sikliginin Angl ekspresyonu ile ayni siklikta goriildiiglinii dogrulanmistir. Sonugta,

RT-PCR analizi ile mRNA seviyesinde, LacZ geni HSC zenginlestirilmis
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populasyonlarda bol miktarda eksprese edildigi gozlenmistir. HSC’lerin anjiogenezdeki
roliinii tanimlamak i¢in AML [ mutantlarinda gbzlenen bas bolgesindeki agir
anjiogenez defektlerinde HSC’nin roliinii arastirilmis ve E10.5’te, primer hematopoez
sahalar1 vitellus kesesi ve AGM alam olarak rapor edilmistir (117,118). HSC’lerin
E10.5teki lokalizasyonunu degerlendirmek i¢in embriyolar vitellus kesesi, AGM
sahas1 ve bas olarak ii¢ pargaya diseke edilmis; ayrilan hiicrelerin dis fenotipik
gériiniisii FACS ile analiz edilmistir CD45" HC’ler CD34 ¢c-Kit" hiicreler ve CD34%!"-
cKit" hiicreler olmak iizere hiicre tipleri gdzlenmistir. CD34 ¢c-Kit" hiicrelerin siklig1
vitellus kesesi ve AGM bdlgesine kiyasla basta daha diisiik olarak gézlenmistir. OP9
hiicreleri, diliisyonu sinirlandirilms CD34 ¢c-Kit" hiicrelerle veya CD34 ¢c-Kit  hiicreler
birlikte kiiltiire edildiginde multipotansiyel hematopoetik progenitdrlerin CD34 ¢c-Kit"
kisma eklendigini fakat CD34°c-Kit kisma eklenmedigi goriilmiistiir.

Bu bulgular 6zellikle HSC zenginlestirilmis populasyonlarda HClerden eksprese
edilen Angl ‘in anjiogenezi tetikledigini gostermektedir. Bu hipotezi test etmek i¢in
E10.5 Angl mutantlar1 ve yabaml tip embriyolardan alman CD45 c-Kit'CD34"
hiicreleri, AML I mutant embriyolarm P-Sp kiiltiirlerine eklenmis ve kemik iligindeki
HSClerde gozlendigi gibi yabanil tip embriyolarm CD45 c-Kit'CD34" hiicreleri
EClerin defektif vaskiiler olusumunu gerceklestirdigi goriilmiistiir. Bunlara ek olarak,
TIE2’de oldugu gibi P-Sp kiiltiirlerinde Angl sinyalini aktive etmek igin HSC
zenginlestirilmis yabanil tip embriyoya soluble TIE2 reseptorleri veya Ang2
eklendiginde AML [ mutantlarnda HSC kontroliinde defektif anjiogenezin
kurtarilmasi tamamen durmustur

Perisitler ve diiz kas hiicreleri gibi periendotelyal hiicrelerde Ang-1 Sekresyonu
oldugu rapor edilmistir(103). P-Sp kiiltlir sisteminde ve in vivo olarak Angl
ekspresyonunu analiz edildiginde 6nce P-Sp Kkiiltiirlerinde perisitlerin varligini
anlamak i¢in, a diiz kas aktin (o SMA) pozitif hiicrelere bakilmig, « SMA hiicrelerin
varlig1 ve yokluguna gore iki tip vaskiiler yatak gozlenmis ve kafes seklinde olan
vaskiiler yatak a SMA", diiz, EC’lerden olusan bir tabaka seklinde olan da o SMA”
olarak adlandirildi. PECAM-1" hiicrelerin dagilimma gére, EC’lerin filizlenmesinin o
SMA hiicrelere bagli gerceklesmedigi goriildii. In situ hibridizasyon analizinde
gozlendigi gibi (110), E10.5 embriyolarin miyokardial hiicrelerde, genis damarlar1
cevreleyen periendotelyal hiicrelerde ve intersomiter alandaki mezenkimal hiicrelerde

Angl ekspresyonu saptanmistir. Angl eksprese eden HClerin bulundugu alana uyumlu
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olarak PECAM-1" EC’ler vaskiiler yataktan go¢ etmis ve bir ag seklini almistir. o
SMA" periendotelyal hiicrelerin eksikligi ile uyumlu olarak bu asamada kiigiik
damarlar1 cevreleyen mezenkimal hiicrelerde Angl ekspresyonu gézlenmemistir;
halbuki damarlara adhere olmayan bazi mezenkimal hiicrelerde Angl eksprese

edilmektedir.

2.1.2. HSC’ler ve vaskiiler ag olusumunun regiilasyonu

HSC’lerin anjiogenezdeki roliinii anlamak i¢in yabanil tip ve AML I mutant
embriyolarin E10.5 beyin ektoderminde kapiller olusumlar1 karsilastirilmis ve yabanil
tip embriyolarda oncelikle ECler CD45" hiicrelere dogru noral katmanda gog
etmislerdir. Bu CD45" hiicreler c-Kit veya CD34 de eksprese eden EClerin 6niinde gog
etmektedir ve bu da CD45 hiicrelerin HSC populasyonunda bulundugunu
gostermektedir. P-Sp kiiltiirlerinde gézlendigi gibi ECler bir ag seklini aldiktan sonra
HSC’ler, EC’lerin yaninda kalmistir.

2.1.3. HSC’ler ve damar filizlenmesi

Vaskiilo-anjiogenezde 6zellikle damar filizlenmesinde 6nemli bir soru, EClerin
besin ve oksijen gereksinimi olan dokulara nasil goc ettigidir. Burada gosterilen
bulgular, EClerin HSClerden {iretilen Ang 1 yoniinde goc ettigi sdylenmesine ragmen,
HSClerin intralaminer bosluktan bir damarin dar kismindaki parankimal hiicrelere
nasil gd¢ ettiginin temel mekanizmasi1 agik degildir. Periferal CD34" hematopoetik
progenitorlerin yiiksek miktarda matriks metallo-proteinaz (MMP)-2 ve 9’u (119)
eksprese ettigi rapor edilmistir, bu bulgu mekanizmaya 1sik tutabilir. Onceki
verilerimiz de embriyonik HSC’lerin (CD45"c-Kit ' CD34" hiicreler) MMP-9u yiiksek
miktarda eksprese ettigini gostermektedir. Dahast HSC’lerin TIE2 ekspresyonu ve
fibronektine (FN) baglanmalari, Angl stimiilasyonunu takiben olmaktadir (120).
Bunlar g6z Oniine alindiginda HSCler iskemik alanin yakinindaki EC’lerdeki
fibronektine adhere olur, matriksi sindirir; kapillerlerin ECler1 ise bazal membrandan
parankimal hiicrelere dogru transmigrasyon yapar. Bu yiizden, EClerin luminal
alaninda FN iiretimi, HSC’lerin ve EC’lerin gociinde ilk adimi olusturur. Ang 1 ve
VEGF kornea uygulamalar1 ve transgenik farelerde gozlenen giiclii anjiogenik
etkilerinden dolay1 iskeminin tedavisindeki klinik uygulamalarda 6nemli bir rol

oynayabilir (110,112). AML I mutant ratta soluble Ang 1 ag olusumunu iyilestirdi;,
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fakat embriyolardan ve yetigkin ratlardan alinan HSC’ler vaskiiler ag olusumunu
iyilestirmede daha etkilidir. K14 keratinosit spesifik promotorun kontrolii altinda
cildinde Ang 1 sentezleyen transgenik ratlarda, yalnizca dermiste olmak {izere
hipervaskiilarite gozlendi (110). HSC’ler lokal anjiogenezi arttirrken Ang 1 tatbiki
TIE2" EC’lerin genis capli stimiilasyonu ile sonuclanir. Bu yiizden, burada gosterilen

bulgular klinik uygulamalar i¢in 6nemli olabilir.
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Sekil 2.1. Arteriogenez prosesinde meydana gelen olaylar.

Ozetle Anjiogenez Mekanizmasi

Bacakta perferik arter hastalig1 gelisimi, arterlerde bir daralma veya tikanma ile
karakterize, genellikle distal perflizyonu bozan bir durumdur. Viicut bu durumu
kompanse edebilmek i¢in kollateral arterial damarlar olusturma yoluna gider (5-6).

Tim bu kollateral arterler ve kapillerlerin biiylimesi, anjiogenez olarak adlandirilan bir
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siirecin pargalaridir ve terapdtik anjiogenez igerisinde kullanilmaktadirlar. Anjiogenez
birbirinden bagimsiz iki proses ile gelismektedir. Bunlardan birincisi olan kapiller
biliylime; lokal hipoksiye cevap olarak zaten var olan damar yapilarindan yeni
endotelyal tiipler yapisinda damar filizlenmeleri gelismesine verilen isimdir. Bu siire¢
hipoksi ve buna bagli sitokinler-kimokinler ile (Ornegin: VEGF ve bununla iliskili
biiylime faktorleri) yonetilir. Sonug itibari ile yeni olusan damarlar 10-20 pm capinda
ve okliide olan biiyiik arterin boslugunu kompanse etmek icin yetersiz durumdadirlar.

Anjiogenezde daha 6nceden var olan kollateral arteriollerin tikanan damarlar ile
paralel oryantasyon gostermesi seklinde tesekkiil eder. Arteriorgenez siirecinde daha
onceden var olan arteriol 20-30 kat arasinda bir biiyime gdosterir (8.,9).
Kollateralizasyonlar sayesinde bazen periferik arter hastaliklar1 sesmptom vermeyebilir.
Bu durumun sebebi olusan kollaterallerin distal damar dolumunu saglayabilecek
seviyede olmasidir.

Anjiogenez damar duvar stresi ile meydana gelebilecegi gibi arterial tikanmalar
ve daralmalar ile de ortaya ¢ikabilir. Bu durumda kan akimi kii¢iik kollateral damar
dallarma yOnlendirilir. Sivilarin  yarattigi duvar stresi anjiogenezin primer
stimulatoriidiir. Damar duvardindaki gerilim stresinin elemanlari, damardan dallanan
oldukea kiiciik yapidaki kollaterallerden kemotaktik faktorlerin salimimini ve liretimini
uyarrr. 11k olarak anjiogenezin inflamasyon benzeri evresinde dolasimdaki bulunan
monositik prekiirsér hiicreler i¢in salgilanan kemoatraktanlar ile bir kemotaktik
gradient olusturulur. Dolasimdaki monositik hiicrelerin adezyonu ve invazyonu ile
birlikte, adezyon molekiilleri up- regiilasyona tabi tutulurlar. Perivaskiiler alana
migrate olan monositler, kollateral damar duvarinin olugmasini saglar. Bu esnada doku
proteinazlar1 ile biiyliyen damarin etrafindaki dokular yikilir ve kollateral damarin
biiyliyebilmesi i¢in gerekli bir yer ac¢ilmis olur. Bu durum bizlere monositlerin
kollateralizasyon i¢in olduk¢a 6nemi olduklarini1 gostermektedir.

Ana damarin tikanmasinin ardindan yaklasik 6 hafta i¢erisinde yeni kollateraller
tikanan kan akimini restore edebilecek seviyeye gelebilirler ve ayrica bu gelisen
kollaterallerin genislik ve c¢aplarinin artmast da arterio-arterial kollateral

baglantilarinin uyarimu ile olur.
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Kemik iliginden kdken alan monositler fizyolojik anjiogenezde oldukc¢a 6nemli
roller oynamaktadirlar, bu gorevlerin en Onemlilerinden bir tanesi de dolasimda
bulunan endotelyal progenitor hiicrelerinin aktivitelerini giiglendirmektedir.

Arteriogenesis ile ilgili olarak iki 6nemli nokta akilda tutulmalidir. Bunlardan
birincisi, arteriogenez esas olarak hipoksi ile degil, endotel duvar stresi ile
indiiklenmektedir ve ayrica arteriogenez olusumu damarin tikanan kismimin
proksimalinden baslayip okliide damar segmentine paralel seyreden bir sekilde ilerler.
Bir digeri de kemik iliginden koken alan monositik hiicrelerin toplanmasi
arteriogenezin temel olgularmmdan bir tanesidir. Bir diger onemli nokta da bu
adaptasyon mekanizmalary, bu hastalarm biiylik bir bolimiinde kaybedilmis ve
ardindan gelisen periferal iskemi ve ekstremite kaybi gibi durumlara ortam
hazirlanmistir. Insanlarda yaslanma ile birlikte damar rejenerasyonu, arteriogenez gibi
fonksiyonlar da azalmaktadir. Kollateralizasyonun gelismesine sebep olan proksimalde
yer alan arter okliizyonu veya daralmasin altinda yatan ana sebep kollateralizasyonun
da yetersiz sekilde gelismesine veya hi¢ gelisememesine sebep olabilmektedir. Bu

sebeplerden bazilar1 diyabet, hiperlipidemi, ilerlemis yas olarak gdsterilebilirler.
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Sekil 2.2. Arteriogenez prosesinde meydana gelen olaylar.

EC: Endotel Hiicresi, SMC: Diiz Kas Hiicresi, MCP-1: Monosit Kemiatraktan Protein-1, GM-CSF:
Graniilosit-Makrofaj Koloni Stimule Edici Faktér, PDGF: Platellet Derivated Growth Factor, TNF-a:
Tumor Necrosis Factor -a

31



3. HASTALAR - MATERYAL VE METOD

3.1. Calismanin Amaci

Calismanin amaci1 kritik bacak iskemisi olan Tromboanjiitis Obliteransh
hastalarda otolog kemik iliginden elde edilen mononiikleer hiicre implantasyonunun
etkinlik ve giivenilirligini incelemektir.

Calismanin primer sonlanma noktasi olarak major veya minor amputasyon
olmadan hastanin istirahat agrismin 6 ay boyunca analjezik ihtiyact olmadan
rahatlamasi belirlendi

Sekonder sonlanma noktalar1 olarak ise Ankle-Brachial Basing Indeksi (ABPI)
Ol¢timiinde artis, maksimum yiirlime mesafesindeki degisiklikler ve anjiografik olarak
yeni kollateral damar olusumu, vaskiiler remodelling ve yasam kalitesinde artis olarak
belirlendi.

Bu amaca yonelik parametreler hastalara kemik iliginden elde edilmis otolog
mononiikleer kok hiicre implantasyonu yapilmasindan bir, ii¢ ve alt1 ay sonra
gergeklestirilen takipler sonucunda toplandi. Hastalara yapilan ilk takip implantasyon

isleminden 4 hafta sonra ger¢eklestirildi.

3.2. istatistiksel Veriler ve Analizler

Elde edilen verilerin bilgisayara girilmesi Microsoft Office Excel versiyon 2007
ile yapildi. Verilerin bilgisayara girilmesi esnasinda herhangi bir hata olmamasima
dikkat edildi. Microsoft Office Excel versiyon 2007 ile hali hazirda bilgisayara girisi
tamamlanmis olan verilerin artma azalma miktari, ortalama, standart sapma, ortanca
deger, birinci ve liglincli dorttebirlik degerleri hesaplanmasi ve bu degerler ile uygun
bir sekilde grafiklerin ¢izilmesi de ayni sekilde Microsoft Office Excel versiyon 2007
programu ile gerceklestirildi. .

Bilgisayara girilmis durumdaki veriler SPSS yazilim paketi versiyon 18 ile
istatistiksel analizlere tabi tutuldu. Elde edilen veriler, Friedman testine gére anlamli
olarak goriildiikten sonra ikili karsilastirmalar i¢in post hoc c¢oklu karsilagtirma
yontemi olarak, yanilma diizeyini asagi cekerek, Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon
isaretli sira testi uygulandi. Agrisiz yiirime zamani testi i¢in yaptigimiz istatistiksel

analizin ikili karsilagtirma boliimiinde elde edilen o degeri 0,008 olarak elde edildi ve
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Wilcoxon isaretli sira testinden elde edilen p degeri 0,008 degerinden diisiik olan
analizler anlamli olarak kabul edildi. Visual Analog Skala testi i¢in yaptigimiz
istatistiksel analizin ikili karsilagtirma boliimiinde elde edilen a degeri 0,008 olarak
elde edildi ve Wilcoxon isaretli sira testinden elde edilen p degeri 0,008 degerinden
diisiik olan analizler anlamli olarak kabul edildi. ABPI testi icin yaptigimiz istatistiksel
analizin ikili karsilagtirma boliimiinde elde edilen o degeri 0,016 olarak elde edildi ve
Wilcoxon isaretli sira testinden elde edilen p degeri 0,016 degerinden diisiik olan

analizler anlamli olarak kabul edildi.

3.3. Calisma Grubu

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dalma
Mayis 2006 ile Haziran 2011 tarihleri arasinda basvuran ve Rutherford
Smiflandirmasma gore Class II ve III grubunda yer alan 11 hasta ¢alismaya dahil
edildi. Caligmaya dahil edilen hi¢bir hastanin cerrahi veya cerrahi olmayan yollar ile
revaskiilarizasyonu saglanamamaktayda.

Hastalarin preoperatif donemde ayrintili anamnezleri alindi ve fizik muayeneleri
yapildi. Hastalara anamnezlerinde c¢alismaya dahil edilme ve ¢aligmadan dislanma
kriterleri sorgulandi. Ayrica 6nemli noktalardan bir tanesi olarak tiim hastalardan son 5
yilda kanser Oykiileri sorgulandi. Hastalarin tamami 4. Hafta, 3. Ay, 6. Ay kontrolleri

icin poliklinigimize geldiler.

3.4. Cahsmaya Dahil Edilme ve Dislanma Kriterleri

Calismaya dahil olan hastalarda;

(1) Tek tarafli bacak iskemisi ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan iskemik bacak
agrisinin olmas1 gerekmektedir. Ancak hastalarda olusan iskemiye bagh sekilde ortaya
cikan iskemik {ilserlerin goriilmesi olmazsa olmaz sart olarak aranmamaktadir.
Hastanin ABPI degeri aralikli olarak diizenli en az ii¢ kere ol¢limiin ortalamasinda 0.6
degerinden diisiik goriilmesi, (2) ABMMNC implantasyonundan en az 6 ay oOnce
sigaranin brrakilmasina cevaben klinik tabloda bir gelisme goriilmemesi veya daha
kotiiye gidis gdzlenmesi, (3) Intavendz Iloprost infiizyonu verilmesine karsmn hastanin
klinik durumunda bir gelisme goriilememesi, (4) Hastanin cerrahi veya cerrahi

olmayan yontemler ile revaskiilarizasyon saglanmaya elverissiz damar lezyonlari
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bulunmasi, (5) En az 6 aylik dikkatli ve diizenli bir sekilde yapilan yara bakiminin
ardindan halen deride iyilesmeyen deri {ilserasyonlar1 goriilmesi, (6) Rutherford
siniflamasina gore Class II veya Class III olmasi (7) Bilgilendirilmis Goniilli Onam
Formunu onaylayip imzalamalar: sartlar1 aranmaktadir.

Calismaya dahil olan veya olmaya aday olan hastalarda asagidaki problemlerden
bir veya birka¢i var ise hastalar calismadan dislanacak veya c¢alismaya dahil
edilmeyecekledir.

(1) Aterosklerozu olmasi, Diabetes Mellitusu veya Konnektif Doku Hastaligi
bulunmasi, (2) Atrial Fibrilasyon gibi emboli kaynag1 olabilecek hastaliklara sahip
olan hastalar, (3) Neoplazi veya diger ko-morbit hastalig1 olabilecek hastalar; (4)
Primer hematolojik hastaligi bulunan hastalar; (5) Proliferatif Retinopatisi bulunan
hastalar; (6) Entrapment (Tuzak) sendromu olan hastalar, (7) Kokain, amfetamin, esrar
gibi madde bagimlilig1 olan ve halen tiitiin kullanimma devam eden hastalar; (8)
Osteomyeliti olan hastalar calismaya dahil edilmeyecek veya dahil edilmislerse

calismadan dislanacaklardir.

3.5. Takipte Kullanilan Parametrelerle ilgili Genel Bilgiler

3.5.1. Visual Analog Skala

Visual analog skala pek ¢ok calismanin sonug ¢iktilar1 amaci ile ilgili olarak
kullandig1 bir yontemdir. Visual Analog Skala testi hastanin agr1 durumunu 6lgmekte
kullanilan anket formunda bir testtir. Test psikometrik bir yaklasim ile yapildig: i¢in
direkt olarak Ol¢ciim yapilamamaktadir. Temel olarak oldukca basit bir mantiga
dayanan bu test esnasinda hastaya verilen test kagidinin iizerindeki 100 mm
uzunlugundaki ¢izgi tizerinde kendi agrismm konumunu degerlendirmesi istenilir. Bu
cizginin bir ucunda hi¢ agr1 yok ifadesi yer alirken diger ucunda ¢ok siddetli ifadesi
yer almaktadir. Bu test agrinin siddetini ve yogunlugunu belirtmeye yarayan basit,
kullanighh ve giivenilir bir test yOntemidir. Visual Analog Skalanin diger agri
skalalarindan farki 6l¢lim yonteminin analog bir bakis agisina sahip olmasidir. Bu
sayede visual analog skala ile diger agr1 6l¢iim skalalarina gére ¢cok daha hassas ve
daha metrik bir 6l¢lim almabilir. Bununla beraber visual analog skala ile diger agri
skalalarmin biiyiik sonug farkliliklar1 olmamasina karsin Visual Analog Skala kullanim

orani daha yiiksek oldugundan dolay1 ¢ogu ¢alisma i¢cin daha kullanighdir.
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3.5.2. Ankle-Brakial basin¢ indeksi

ABPI 6l¢timii perferik arter hastaliklarmin tanisinda kullanilabilen basit ve non-
invazif bir tekniktir. ABPI 6l¢limii, bir poliklinikte bulunabilen kan basmci 6l¢iim
mangsonu ve vaskiiler proba sahip bir doppler ile rahatlikla yapilabilemektedir. ABPI
hesaplamasi i¢in her bir koldan ve bacaktan sistolik kan basinci deger Olclimii
yapilmalidir. Islem ¢ogunlukla 10 dakikadan daha kisa siirmekte ve asagidaki
asamalardan olugmaktadir.

ABPI 0l¢limiiniin ilk asamasinda hastalarin her iki kolundan da sistolik kan
basinci Ol¢limii gergeklestirilir. Bu islem yapilmadan 6nce hastalar supine pozisyonda
5-10 dakika kadar dinlendirilir ve dl¢iim o sekilde yapilir. Olgiim igin kan basimnci
Olciim mansonu hastanin antekiibital fossanin yaklasik 3 cm yukarisma yerlestirilir ve
manson sisirilmeden, brakial arter nabzi palpe edilir. Doppler vaskiiler probu palpe
edilen brakial arterin lizerine konulup arterial akimin sesi net ve temiz bir sekilde
almincaya dek kiiciik miktarlarda hareket ettirilir. Alinan arterial pulsasyon sesinin
kesildigi basmng degerinin yaklasik 20 mmHg {izerine kadar kan basinci mansonu
sisirilir ve ardindan her bir saniyede 2 mmHg olacak sekilde mansonun basinci
indirilir. Arterial kan akimina dair ses alabildigimiz ilk basing degeri o kola ait sistolik
basing degeri olarak kaydedilir ve ayn1 islemler diger kol i¢in tekrarlanilir.

Testin ikinci asamasinda her iki alt ekstremitede tibialis posterior ve dorsalis
pedis arterine ait sistolik basing degerleri 6l¢iiliir. Bunun i¢in kan basinci mansonu
ayak bileginde medial malleus hizasindan ortalama olarak 6-7 cm yukariya
yerlestirilir. Burada doppler ve vaskiiler prob ile tibialis posterior artere ait net ve
temiz akim sesi alindiktan sonra brakial arterde sistolik basing Olglimii ile ayni
prosediirler izlenir. Daha sonra ayni bacak i¢in dorsalis pedis arteri nabzina ait doppler
ile nabiz sesleri alinarak brakial ve tibialis posterior arterleri i¢in uygulanan
protokoller uygulanilir.

Testin iiglincii asamasinda tibialis posterior ve dorsalis pedis arterlerine ait
sistolik nabizlardan biiylik olani degerlendirmeye alinir. Ayni tarafin alt ve iist
ekstemitelerinden alinan sistolik basing degerlerinden alt ekstremite sistolik basing
degeri, list ekstremite sistolik basing degerine boliiniir ve ABPI degeri hesaplanir.

ABPI, aterosklerozun 6nemli belirteclerinden bir tanesidir. ABPI degerlerinin

normal ve fizyolojik degerleri konusundaki ortak goriis 0.9 degerinin lizerinde Olgiilen
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ABPI degerlerinin genel baglamda dogru oldugudur. ABPI Olclimlerinde 0.9
degerinden kiigiik olarak bulunan Olgliimler ise alt ekstremitede bir veya daha fazla
arterde olusan problemi isaret etmektedir. ABPI degerinin klinik kullanimdaki
oneminin incelenebilmesi i¢in ¢esitli klinik tablolar1 gosteren hastalardan Olgiilen
ABPI degerlerine bakmak gerekmektedir. Kladikasyo tanimlayan hastalarda ABPI
degeri 0.3 ila 0.9 arasinda degismekte iken, iskemik istirahat agris1 goriilen hastalarda
ABPI degeri 0.5 degerinin altinda goriilmektedir. 0.2 degerinin altinda dlgiilen ABPI
degerlerinde ise ekstremitede iskemiden dolayr meydana gelen gangrendz bir klinik
sunum ortaya ¢ikmaktadir. ABPI 6lciimi ile %95 gibi yiiksek bir oranda dogru
sonuglar elde ederiz ancak diyabet gibi bazi durumlarda ABPI degeri >1 seklinde
yalanc1 bir yiikselme saglayabilir. Bu durum fizyolojik sekilde perfiizyon artisi
saglanmasi ile karsilastirilmamalidir.

ABPI degerinde diigme olmaksizin bazi hastalarda periferik arter hastaliklarma
dair bulgular goriilebilmektedir. Bu durumun aksi de miimkiindiir. Baz1 durumlarda da
periferik arter hastalig1 olmaksizin ABPI degerlerinde diigme olmaktadir. Bu ylizden
periferik arter hastaliklarinin tanisinda en 6nemli kosullardan bir tanesi anjiografik
tetkiktir. Bu tetkiklerin sonucunda periferik arter hsataligi tanist kesin olarak

konulabilmektedir.

3.5.3. Maksimum yiiriiyiis mesafesi (Treadmill) testi

Periferik arter hastaliginda goriilen en karakteristik bulgulardan bir tanesi de
egzersiz ile ortaya cikan ve istirahat ile diizelen iskemik agridir. Periferik arter
hastalig1 lizerinde yapilan caligmalarin pek cogunun primer sonlanma noktas1 olarak
yilirime mesafesi, treadmill testi ile degerlendirilir. Treadmill testine ait sonuclardan
bir tanesi ICD (kladikasyonun basladigi mesafe degeri), bir digeri ACD’dir (testin
kladikasyodan dolay1 biraklmak zorunda kalindig: kladikasyo zamani). Treadmill testi
giinliik yagsamda hareket kapasitesine biiyiik kisitlamalar getiren egzersiz agrisini tespit
etmeye yonelik yapilan bir testtir. Arterlerde bulunan aterosklerotik lezyonlarin veya
baska bir takim sebeplerden dolay1 olusan tikaniklik veya darliklarin seviyesi ile
treadmill testinde ortaya c¢ikan azalmis yliriime mesafesi arasinda anlamli bir iliski
bulunmaktadir. Buna gore darlik ve tikaniklik miktar1 arttikca arterial kan akimi ve
kladikasyo zamani da azalma gdstermektedir. Ayrica treadmill testi ile hastalarin

cerrahi veya medikal tedaviden gordiikleri faydalar da karsilastirilabilir.
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Treadmill testinin igerisinde ¢esitli hizlar ve egimler ile pek ¢ok prosediir
tanimlanmistir. Bizler ¢alismamizda hastalar1 %12 egim agis1 ile 2 km/saat hizinda

yiirtiterek dl¢limlerimizi yaptik.

3.5.4. Anjiografide kollateralizasyon
Vaskiiler yapilarin filizlenerek veya IMG yolu ile yeni damar yapilari
olusturmasi iskemik kalan bolgenin kanlanabilmesi miimkiin olmaktadir. Bu duruma
gore kollateral vaskiilarizasyon gelisimi hastalarda postoperatif 6. ayda (24. haftada)
gergeklestirilen DSA (Dijital Substraction Anjiografi) veya BT Anjiografi tetkikleri ile
degerlendirildi ve sonuglar asagidaki sekilde derecelendirildi.
+0 — Yenikollateral olusmamasi
+1 — Hafif Kollateral Olusmasi
+2 — Orta Derecede Kollateral Olusmasi

+3  — Zengin Kollateral Olusmasi

3.6. Ik Degerlendirme

Poliklinigimize bagvuran her hastada basvuru sirasinda rutin laboratuar testleri
ve serolojik tetkikler calisildi. Ayrica hastalara Tam kan sayimi, karaciger fonksiyon
testleri, bobrek fonksiyon testleri, aclik kan sekeri, {ire analizi, sedimentasyon hizi,
CRP, Romatoid Faktér, Antiniikleer Antikor, Antifosfolipid Antikor, Scl-70,
kompleman oOl¢iimii, fibrinojen Ol¢limii, serum homosistein diizeyi Ol¢imi ve
hiperkoagulabilite testleri (Protein-C, Protein-S, Antitrombin-III, Faktor-V Leiden,
Protrombin gen mutasyon analizi), PA akciger grafisi, Elektrokardiografi (EKG) ve
Ekokardiografi testleri yaptirildi. implantasyon isleminden Once biitiin hastalar
tecriibeli bir hematolojist tarafindan detayli sekilde degerlendirildi. Asetil Salisilik Asit
(ASA) ve klopidogrel implantasyon isleminden 5-7 giin 6nce kesildi.

Tiim hastalara standart vaskiiler muayene uygulandi. Bu muayene igerisinde
perfiizyon durumunun degerlendirilebilmesi i¢in ABPI 6l¢iimii, agr1 durumlarinin
degerlendirilebilmesi adina Visual Analog Skala(VAS) testi ve iskemik agrilardan
dolay1 test birakilana kadar Treadmill testi uygulandi. Bununla birlikte iskemik deri
iilseri olan hastalara sistemik antibiyotik regete edildi. ABMMNC implantasyonu

yapilmadan once tiim hastalarin yara bakimlar1 ve debritmanlar1 yapildi.
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Hastalara preoperatif donemde DSA (Dijital Substraction Anjiografi) veya BT
anjiografi tetkikleri uygulanarak tedavi sonrasinda olusan kollateral damar geligimi

degerlendilebilmesi i¢in preoperatif veriler toplandu.

3.7. Kok Hiicrelerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Kemik iligi aspirasyonu, ABMMNC implantasyonundan ortalama 2 saat kadar
once hastalardan genel anestezi altinda her iki spina iliaka posterior siiperiordan
toplamda 500 ml kemik iligi materyali olacak sekilde yapildi. Kemik iligi aspirasyonu
icin dnceden heparinize edilmis siringalar ve 16 gaugelik igneler kulanildi. Kemik iligi
materyalinin aspirasyonu esnasinda farkli derinlik seviyelerine inilmeye &zen
gosterildi. Bunun sebebi de olabilecek en verimli preparati elde etmek idi. Kemik iligi
aspirasyonu islemi elde ettigimiz hiicreler i¢in mikrobial kontaminasyon riskinin en
yiiksek oldugu donemdir. Bu sebepten dolay1 aspirasyon islemi steril sartlar altinda
yapilmaktadir. Tiim hastalar aspirasyon islemi esnasinda vital parametrelerin takibi

acgisindan monitorize edildiler.

3.8. Kemik iligi Materyalinin Hazirlanmasi

Aspire edilen kemik iligi materyali Baxter marka kemik iligi toplama setinde
toplanarak aferez iinitesine gonderilir. Afereze gelen liriin Fresenius Ply marka set
kullanilarak Fresenius com-tech (Fresenius SE & Co. KGaA- Homburg-GERMANY)
marka aferez araci ile saflastirilip CD-34" hiicre saymmi ve mononiikleer hiicre
ayristirilmas: yapilir. Bu program sayesinde %99 oranda saflastirilmis kok hiicre
voliimii elde edilir. toplam harvest voliimii olan 500 ml seviyesinden, final volimii
olan 100 ml yogun mononiikleer kok hiicre preparati elde edilir. Elde edilen 100 ml
mononiikleer kok hiicre preparatmm 1 ml’lik kisminda 1.6£0.9x10° mononiikleer
hiicre bulunmaktadir. Elde edilen mononiikleer hiicre preparatinda toplam CD34" kok
hiicre sayis1 53+36x10° dir. Bunula beraber sitoflorometrik analiz sonuglarina gore ise
elde ettigimiz kemik iligi kaynakli otolog kok hiicre preparatinin %99 oraninda saf ve
%97.5+2.2 oraninda CD45" hiicre igermekteydi ve elde ettigimiz kok hiicreler iizerinde
implantasyon dncesinde ve sonrasinda G-CSF kullanilmamastir.

Islemin her asamasinda hiicrelerin  kullamilabilirligi ve herhangi bir

kontaminasyon ihtimaline kars: sterilitesi test edildi.
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Son agamada elde edilen 100 ml saflastirilmis ve islemden gegirilmis ABMMNC

preparati kullanilmasi i¢in operasyon odasina gonderildi.

3.9. ABMMNC implantasyonu

Aferez {initesinde kok hiicrelerin saflagtirma siireci boyunca bekleyen hastalar,
kemik 1iligi materyali aspirasyonundan yaklasik iki saat sonra. kok hiicrelerin
islenmelerinin bitimini takiben tekrar operasyon odasina alindilar.

Eger hastalara kemik iliginden elde edilen otolog mononiikleer hiicre
implantasyonu ile ayni seansta yara debritmani da yapilacaksa operasyon genel
anestezi altinda, sadece kemik iliginden elde edilen otolog mononiikleer hiicre
implantasyonu yapilacak ise hafif sedasyon altinda islem gerceklestirildi.

Ayrica tiim hastalarda islem ayni kisilerden olusan cerrahi ekip tarafindan
gerceklestirildi.

Aferez islemi ile elde edilen otolog kemik iligi orjinli mononiikleer hiicreler
(ABMMNC) hastaya dort ayr1 asamada enjekte edildi. Enjeksiyonun yapilig1 her bir
asama iskemik stimulus ile paralel bir sekilde isletildi.

Implantasyonun birinci asamasinda hastalara alt ekstremitede iskemik agr
meydana gelinceye kadar ergometrik stres testi yapildi. Bu asamayi takiben ikinci
asamaya gecildi ve hasta yatar-istirahat pozisyonunda iken kan basinci mansonunun
sistolik kan akimi basinciin 20-30 mmHg {stiindeki bir seviyeye kadar sisirilmesi
aracihigr ile kan akimi durdurularak hastaya ikinci iskemik stimulus verildi. Ikinci
iskemik uyar1 birkag dakika devam ettirildikten sonra kan basinci mansonu indirilerek
bacaga kan akiminin yeniden gelmesi saglanilir ve ardindan inguinal ligament altindan
common femoral arter (CFA) palpe edilerek ponksiyonu gergeklestirildi ardindan CFA
icerisine bir enjeksiyonda 10 ml aferez edilip islemden gegirilmis kok hiicre preparati
enjekte edildi. Calismanin bu asamasindan sonra zaman kaybetmeden {i¢iincii
calismaya gecildi. Implantasyon isleminin intraarterial sathasindan sonra gelen iigiincii
safthasinda bacak bir kan basinci mangonu ile tekrar sarildi ve manson sistolik kan
basinci degerinin 20-30 mmHg iizerindeki bir degere kadar sisirilip, birkac dakika
bekletildi. Bacakta meydana gelen iskemi durumunu takiben sisirilen kan basinci
mansonunun havasi indirilerek intramuskiiler enjeksiyona gecildi. Intramuskiiler

enjensiyonda quadriceps femoris kasi ve gastroknemius kasi igerisine elimizdeki 90 ml
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kemik iligi orjinli otolog mononiikleer hiicre preparat: implante edildi. Implantasyon
okliizyona ugrayan arter segmentinin 4-5 cm proksimalinden baglayarak distale dogru
ilerletildi. Bu injeksiyonlar quadriceps femoris kas1 ve gastroknemius kaslarina her
birisi icin 10 ayr1 bdlgeye gerceklestirildi. Her bir injeksiyon alanma enjeksiyon
yapilacak olan kas icine 3-4 cm girilerek ortalama 4-5 ml kemik iliginden elde edilmis
otolog mononiikleer hiicre preparati enjekte edildi. Enjeksiyon i¢in 22 gagugelik

igneler kullanildi.

CFA .

intraarterial

Quadriceps muscle

| [} Gastrocnemius muscle

\% Sekil 3.1. Implantasyon
b7} prosediiriiniin sematik gosterimi.

iskemik stimulasyondan sonra inguinal ligamentin
hemen altindan common femoral artere (CFA)
girilerek 10 ml ABMMNC injeksiyonu yapilir. Bunu
takiben olusturulan iskemik stimulusun ardinan
quadriseps femoris ve gastroknemius kaslarina da
intra-muskiiler enjeksiyonlar gergeklestirilir 262,
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3.10. Postoperatif Takip

Hastalar ortalama olarak implantasyon isleminden bir giin sonra hemoglobin,
hematokrit diizeylerinin kontroliiniin ardindan poliklinik kontrolii tavsiyesi ve mevcut
medikasyonlarinin devamu ile taburcu edildiler. Hastalar 9 ila 64 ay arasinda ortalama
olarak 30+22,12 ay takip edildiler. Takipler 4. hafta, 12. hafta ve 24. haftada
gerceklestirildi. Yapilan takiplerde hastalardan DSA veya BT anjiografi tetkiki ile
birlikte treadmill maksimum yliriiylis mesafesi testi, ABPI dl¢timii ve Visual Analog
Skala degerlendirmesi yapildi.

Bu takip silireci zarfinda higbir hastada isleme dair istenmeyen bir etki

goriilmedi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Ozellikler

Calismaya toplam 11 hasta dahil edildi. Caligmaya katilan hastalarin tamami
erkek idi. Calismaya dahil edilen hastalarin yas ortalamasi 48,27+11,55 olarak
hesaplandi. Hastalarin boy ortalamasi 165£8,43 cm, kilo ortalamasi ise 66,72+8,68
olarak hesaplandi1 (Grafik 4.1).

4.2. Sonuclar

Hastalar 9 ila 64 ay arasinda takip edildi. Kemik iliginden elde edilen otolog
mononiikleer hiicre implantasyonu yapilmadan Once agrisiz yliriime mesafeleri,
vaskiiler yapilari, perflizyon durumlar1 ve agri durumlar1 degerlendirilen hastalarin
implantasyon sonrasinda 1, 3, 6. aylarda yapilan poliklinik kontrollerinde,
implantasyon oOncesinde bakilan tiim degerleri tekrar incelendi. Bu tetkiklerden
Treadmill ve Visual Analog Skala testleri implantasyon sonrasi 1. ay, 3. ay ve 6. ayda,
ABPI olciimii 3. ve 6. ayda tekrarlanirken anjiografi islemi sadece implantasyon
oncesinde ve anjiografi ile kollateral gelisiminin takibi amaci ile implantasyondan

sonraki 6. ayda gerceklestirildi.

4.2.1. implantasyon oncesi dlciimler

Implantasyon islemi Oncesi yapilan degerlendirme ve &lgiimlerde hastalara
agrisiz yiirime mesafesi i¢in Treadmill testi, agr1 degerlendirmesi i¢in Visual Analog
Skala testi, vaskiiler yapilarin degerlendirilmesi icin DSA veya BT anjiografi ve
perfiizyonun degerlendirilmesi i¢in ABPI Ol¢limii yapildi. Hastalara uygulanan
Treadmill testi sonucunda ortalama agrisiz yiirime mesafeleri 62,72+20,60 metre
olarak, Visual Analog Skala testi ortalama sonuclar1 8,23+1,31 olarak, ABPI 6l¢iimii
sonuglar1 ortalamasi da 0,50+0.06 olarak hesaplandi.

Implantasyon oncesinde yapilan agrisiz yiiriime mesafesi 6lgiimlerinde 40-50
metre arasinda olan 4 hasta (%36,36), 50-60 metre arasinda olan 2 hasta (%18,18), 60-
70 metre arasinda olan 1 hasta (%9,9), 70-80 metre arasinda olan 1 hasta (%9,9), 80-90
metre arasinda olan 2 hasta (%18,18) ve 90-100 metre arasinda olan 1 hasta (%9,9)

bulunmakta idi.
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Implantasyon oncesinde yapilan Visual Analog Skala testi sonucunda Visual
Analog Skala puan1 5-6 puan arasinda olan 1 hasta (%9,9), 6-7 puan arasinda olan 0
hasta (%0), 7-8 puan arasinda olan 3 hasta (%27,27), 8-9 puan arasinda olan 3 hasta
(%27,27) ve 9-10 puan arasinda bulunan 4 hasta (%36,36) bulundu.

Implantasyon oncesinde yapilan ABPI dlgiimlerinin sonuglarina gore ise ABPI
degeri 0,4-0,5 arasinda bulunan 4 hasta (%36,36) ve 0,5-0,6 arasinda bulunan 7 hasta
(%63,63) bulundu.

Implantasyon islemi oncesinde yaptirilan DSA anjiografi islemlerinden elde

edilen goriintiilerde tiim hastalarda Buerger hastaligi ile uyumlu gériiniim izlendi.

4.2.2. implantasyon sonrasi 1. ay takip gozlemleri

Hastalara kemik iliginden elde edilen otolog mononiikleer hiicre implantasyonu
gerceklestirildikten 1 ay sonra yapilan takip gozlemlerinde Treadmill testi ile agrisiz
ylrlime zamani, Visual Analog Skala ile agri durumu tekrar degerlendirildi. Bu
Olglimler sonrasinda elde edilen verilere gore hastalarin Treadmill testinde agrisiz
yliriime mesafesi ortalama 56,90+35,40 metre artis géstemis ve ortalama 62,72+20,60
metreden 119,63+£39,57 metreye yiikselmistir (p=0,003*, p<0,008). Ayrica
implantasyondan bir ay sonra gerceklestirilen Treadmill testi ile agrisiz yliriime
mesafesi degerlendirilmesinde agrisiz yliriime mesafesi degeri 0-70 metre arasinda
olan 0 hasta (%0), 70-80 metre arasinda olan 1 hasta (%9,9), 80-90 metre arasinda olan
1 hasta (9%9,9), 90-100 metre arasinda olan 2 hasta (%18,18), 100-110 metre arasinda
olan 2 hasta (%18,18), 110-120 metre arasinda olan O hasta (%0), 120-130 metre
arasinda olan 3 hasta (%27,27), 130-170 metre arasinda olan 0 hasta (%0), 170-180
metre arasinda olan 1 hasta (%9,9), 180-200 metre arasinda olan 0 hasta (%0), 200-210
metre arasinda olan 1 hasta (%9,9) bulundu (Grafik 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve Grafik 4.6).

Implantasyondan 1 ay sonra agri durumunun gozlenmesi amaci ile tekrarlanan
Visual Analog Skala testinden elde edilen sonuglara gore ise hastalarin ortalama
Visual Analog Skala puani 8,23+1,31 degerinden 7,73+1,32 (p=0,003*, p<0.008)
degerine diismiistiir. Implantasyon dncesi ile implantasyon sonrasi 1. ay kontrollerinde
elde edilen Visual Analog Skala testine ait sonuclar arasinda ortalama 0,5+0,29 puan
fark goriildii. Implantasyon sonrasi 1. ayda yapilan Visual Analog Skala testi
sonuglarina gore Visual Analog Skala degeri 0-4 puan arasinda olan 0 hasta (%0), 4-5

arasinda olan 1 hasta (%9,9), 5-6 puan arasinda olan 0 hasta (%0), 6-7 puan arasinda
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olan 1 hasta (%9,9), 7-8 puan arasinda olan 4 hasta (%36,36), 8-9 puan arasinda olan 3
hasta (%27,27), 9-10 puan arasinda olan 2 hasta (%18,18) bulundu (Grafik 4.7, 4.8,
4.9,4.10 ve Grafik 4.11).

4.2.3. implantasyon sonrasi 3. ay takip gozlemleri

Implantasyondan sonra gergeklestirilen 3. ay takiplerinde Treadmill testi ile
agrisiz yiirliylis mesafesi Olclimii sonuglarinin ortalamast 210,09£101,05 olarak
hesaplandi. 3. ay tetkiklerinde elde edilen agrisiz yliriime mesafesi ortalamasi ile
implantasyon Oncesi i¢in hesaplanan agrisiz yiiriime mesafesinin arasinda olusan
ortalama 147,36+96,08 metre fark Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli sira
testinde anlamli olarak goriilmistiir (p=0,003*, p<0,008). Buna karsilik olarak
Treadmill testi ile agrisiz yliriiyiis mesafesi 6l¢limii i¢in 1.ay tetkiklerinde elde edilen
Olciim sonuglar1 ile 3. ay tetkiklerinde elde edilen 6l¢tim sonuglar1 arasindaki olusan
ortalama 90,45+85,78 metre farklilik Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli sira
testine gore anlamli olarak goriilememistir (p=0,021, p>0,008). Hastalara kemik
iliginden elde edilen otolog mononiikleer hiicre implantasyonu yapildiktan 3 ay sonra
yapilan kontrollere gore kontrolii yapilan 11 hastanin icerisinde, agrisiz yiirlime
mesafesi 0-100 metre arasinda olan 0 hasta (%0), 100-110 metre arasinda olan 2 hasta
(%18,18), 110-120 metre arasinda olan 2 hasta (%18,18), 120-170 metre arasinda olan
0 hasta (%0), 170-180 metre arasinda olan 1 hasta (%9,9),180-190 metre arasinda olan
1 hasta(%9,9), 190-200 metre arasinda olan 1 hasta (%9,9), 200-290 metre arasinda
olan 0 hasta (%0), 290-300 metre arasinda olan 1 hasta (%9,9), 300-310 metre arasinda
olan 1 hasta (%9,9), 310-350 metre arasinda yer alan 0 hasta (%0) ve 350-360 metre
arasinda yer alan 2 hasta (%18,18) goriildi (Grafik 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve Grafik 4.6).

Implantasyon isleminden sonra 3. Ayda tekrarlanan Visual Analog Skala testi
sonuglar1 ortalamas1 7,08+1,47 puan olarak hesaplanmistir. Implantasyon isleminden 3
ay sonra elde edilen bu sonuglar ile 1. ay sonuglar1 arasindaki 0,65+0,57 puanlik fark
Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli swra testinde anlamli olarak goriilmiistiir
(p=0,003*, p<0,008). Bununla beraber Visual Analog Skala testine ait implantasyon
oncesi sonuglar ile implantasyon sonrasi 3. ayda yapilan testin sonuglar1 arasindaki
1,15 + 0,58 puanlik fark da Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli sira testinde
anlamli olarak goriilmiistiir (p=0,003, p<0,008). Buna gore Visual Analog Skala testine

ait 3. ayda yapilan test sonuglarina goére 11 hastadan; 0-4 puan arasinda 0 hasta (%0),
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4-5 puan arasmnda 1 hasta (%9,9), 5-6 puan arasinda 2 hasta (%18,18), 6-7 puan
arasinda 2 hasta (%18,18), 7-8 puan arasinda 2 hasta (%18,18), 8-9 puan arasinda 4
hasta (%36,36) gortilmiistiir (Grafik 4.7, 4.8, 4.9, 4.10. ve Grafik 4.11).

Implantasyondan 3 ay sonra yapilan gozlemlerde Olgiilen ABPI degeri
ortalamas1 0,58+0,09 olarak 6l¢iildii ve implantasyondan dnce yapilan ABPI 6l¢iimii
ortalamasi ile arasinda 0,08+0,05 olarak bulunmus ve bu fark Bonferroni diizeltmeli
Wilcoxon isaretli sira testinde anlamli olarak gorildi (p=0,003*, p<0,016).
Implantasyondan 3 ay sonra ABPI degerleri &lgiilen 11 hastanin, 2 hastada (%18,18)
0,15 puandan daha fazla, 8 hastada (%72,72) 0,05 puandan fazla artis gorildii (Grafik
4.12,4.13, 4.14 ve Grafik 4.15).

4.2.4. implantasyon sonrasi 6. ay takip gozlemleri

Implantasyondan sonra 6. ayda gerceklestirilen Treadmill ile agrisiz yiiriime
zamani testinin sonuclarma gore ortalama agrisiz yiiriime mesafesi 310+£172,54 metre
olarak belirlendi ve implantasyon Oncesi yapilan Ol¢iimlerin ortalamasi ile arasinda
272,27+164,96 metre fark goriildii ve bu fark Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli
stra testinde anlamli olarak goriildii (p=0,003%*, p<0,008).

Implantasyon sonras1 1. ayda yapilan Treadmill ile agrisiz yiiriime mesafesi
Ol¢limii sonucu ile implantasyon sonrasi 6. ayda yapilan Treadmill ile agrisiz yiiriime
mesafesi 6lgiimii sonuglar1 arasinda 190,36+152,86 metre fark goriildii. Implantasyon
sonrasi 1. ayda yapilan Treadmill ile agrisiz yiirlime mesafesi testi sonuglar1 ortalamasi
ile implantasyon sonras1 6. ayda yapilan Treadmill ile agrisiz yiirlime mesafesi testi
sonuglar1 ortalamasi arasinda goriilen bu farklilik Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon
isaretli sira testinde anlamli olarak gortldi (p=0,003*, p<0,008).

Implantasyon sonrasinda 3. ayda yapilan Treadmill ile agrisiz yiiriime mesafesi
testi sonuclar1 ortalamasi ile implantasyon sonrasi 6. ayda yapilan Treadmill ile agrisiz
yliriime mesafesi testi sonuglart ortalamasi arasinda 99,91+91,61 metre fark goriildii.
Implantasyon sonras1 3. ayda yapilan Treadmill ile agrisiz yiiriime mesafesi testi
sonuclar1 ortalamasi ile implantasyon sonrasi 6. ayda yapilan Treadmill ile agrisiz
yliriime mesafesi testi sonuglar1 ortalamasi arasindaki farklilik Bonferroni diizeltmeli
Wilcoxon isaretli sira testinde anlamli olarak goriildii (p=0,003%*, p<0,008) (Grafik 4.2,
4.3,4.4, 4.5 ve Grafik 4.6).
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Implantasyon sonrast 6. ayda yapilan Visual Analog Skala testi sonuglari
ortalamas1 6,25+1,50 olarak hesaplandi. Implantasyon sonrasi 6. ayda takip gdzlemleri
gerceklestirilen 11 hastadan Visual Analog Skala puani 0-3 arasinda bulunan O hasta
(%0), 3-4 puan arasinda bulunan 1 hasta (%9,9), 4-5 puan arasinda bulunan 1 hasta
(%9,9), 5-6 puan arasinda bulunan 3 hasta (%27,27), 6-7 puan arasinda bulunan 1
hasta (9%9,9), 7-8 puan arasinda bulunan 3 hasta (%27,27), 8-9 arasinda bulunan 2
hasta (%18,18) gorildii.

Implantasyon sonrasinda 6. ayda yapilan Visual Analog Skala testi sonug
puanlar1 ortalamasi ile implantasyon oncesinde gergeklestirilen Visual Analog Skala
testi sonuclar1 ortalamasinin arasinda 1,97+0,86 puanlik bir fark goriildii. Bu azalma
Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli sira testinde anlamli olarak gorildi
(p=0,003*, p<0,008).

Implantasyon sonras1 6. ayda yapilan Visual Analog Skala testi sonug puanlari
ortalamasi ile implantasyon sonrasi 1. ayda yapilan Visual Analog Skala testi sonug
ortalamas arasinda 1,47+0.83 puan fark goriildii. Implantasyon sonrasi 1. ayda yapilan
Visual Analog Skala testi sonuglar1 ortalamasi ile implantasyon sonrasi 6. ayda yapilan
Visual Analog Skala testi sonuglar1 ortalamasi arasindaki farklilik Bonferroni
diizeltmeli Wilcoxon isaretli sira testinde anlamli olarak goriildi (p=0,003*, p<0,008).

Implantasyon sonras1 6. ayda yapilan Visual Analog Skala testi sonu¢ puanlari
ortalamasi ile implantasyon sonrasi 3. ayda yapilan Visual Analog Skala testi sonug
ortalamasi arasida 0,83+0,59 puan fark goriildii. Implantasyon sonras1 3. ayda yapilan
Visual Analog Skala testi sonuglar1 ortalamasi ile implantasyon sonrasi 6. ayda yapilan
Visual Analog Skala testi sonuglar1 ortalamasi arasindaki farklilik Bonferroni
diizeltmeli Wilcoxon isaretli sira testinde anlamh olarak goriildi (p=0,003*, p<0,008)
(p=0,003*, p<0,008) (Grafik 4.7, 4.8, 4.9, 4.10 ve Grafik 4.11).

Implantasyondan 6nce doku perfiizyonunun gdzlenmesi amaci ile yapilan
takiplerde Olclilen ABPI ortalamasi 0,507+0,06 iken, implantasyondan 6 ay sonra
yapilan takip gozlemlerinde gercgeklestirilen dl¢iimlerden elde edilen ABPI degerleri
ortalamas1 0,66+0,1 olarak elde edilmistir. Implantasyon islemi &ncesindeki ABPI
degerleri ile implantasyon isleminden 6 ay sonrasindaki ABPI degerleri arasindaki
ortalama fark degeri 0,15+0,07 olarak bulunmus ve bu fark Bonferroni diizeltmeli
Wilcoxon isaretli sira testinde anlamli olarak goriilmistiir (p=0,003*, p<0,016).

Implantasyon isleminden sonra 6. ayda gerceklestirilen kontrollerde yapilan ABPI
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Olciimlerinde 6 hastada (%54,54) 0,15 degerinden, 9 hastada (%90,9) 0,1 degerinden
daha ytiksek bir artis saglandig1 goriildii (Grafik 4.12, 4.13, 4.14 ve Grafik 4.15).

Implantasyondan 6 ay sonra yapilan gozlemlerde Olgiillen ABPI degeri
ortalamas1 0,66+0,1 olarak 6l¢iildii ve implantasyondan 6nce yapilan ABPI 6lgiimii
ortalamasi ile arasmda 0,15+0,07 olarak bulundu ve bu fark Bonferroni diizeltmeli
Wilcoxon isaretli sira testinde anlamli olarak goriildi (p=0,003*, p<0,016).

Implantasyondan 6 ay sonra yapilan gozlemlerde Olgiillen ABPI degeri
ortalamalar1 ile implantasyondan 3 ay sonra yapilan goézlemlerde Olgiilen ABPI
degerleri arasinda 0,07+0,05 puan fark goriildii ve bu fark Bonferroni diizeltmeli
Wilcoxon isaretli sira testinde anlamli olarak goriildi (p=0,003*, p<0,008).

Implantasyondan sonra 6. ayda takip gézlemleri yapilan 11 hastadan, 3 tanesinde
(%27,27) 0,2 puandan daha fazla artis, 6 tanesinde (%54,54) 0,15 puandan daha fazla
artig, 9 tanesinde (%81,81) 0,1 puandan daha fazla artis saglandig1 goriildii (Grafik
4.12,4.13, 4.14 ve Grafik 4.15).

Implantasyondan 6 ay sonra tiim hastalara yeni kollateralizasyon olusumunu
gozlemek tizere yapilan anjiografi tetkikinde 4 hastada (%36,36) olusan
kollateralizasyon +3 puan, 2 hastada (%18,18) gelisen kollateralizasyon +2 puan, 4
hastada (%36,36) gelisen kollateralizasyon +1 puan ve 1 hastada (%9,9) gelisen
kollateralizasyon ise +0 puan olarak degerlendirildi (Sekil 4.1.- Sekil 4.11).
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Grafik 4.1. Hastalarin yas, boy ve kilo ortalamalar1 grafigi.
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Grafik 4.2. Hastalarin 1. ay, 3. ay ve 6. ayda yapilan gozlemlerde agrisiz ylriiyiis
mesafelerindeki artis degerleri.
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Grafik 4.3. Hastalarin 1. ay, 3. ay ve 6. ayda yapilan gézlemlerde agrisiz ylriiyiis
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mesafelerindeki artis degerleri.
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Grafik 4.4. Implantasyon Oncesi ve implantasyon sonrasi 1. ay, 3. ay, 6. ay
kontrollerinde agrisiz yiirlime zamani testi sonuglari.
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Grafik 4.5. Agrisiz yiiriime zamani testi sonuglarmma gore 1 - 3 - 6. aylarda agrisiz
yliriime zamanindaki artis miktarlar1.

10

9,5 *

9 " -

85 == - _—
8
B 7,5 [ ee— ——Tr—
<7 —
©
265 \i
s 6
T 55 \
wv

5
Bas —
g 4
c
< 35
2 0
> ’2

1,5

1

0,5

0

implantasyon 1.Ay 3. Ay 6.Ay
Oncesi

Grafik 4.6. Implantasyondan &nce, implantasyondan 1 ay sonra, implantasyondan 3 ay
sonra, implantasyondan 6 ay sonra yapilan visual analog skala testi sonuglari.
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Grafik 4.7. Visual analog skala tetinde implantasyon islemi sonrasi 1. ayda, 3. ayda ve
6. ayda yapilan takiplerde goriilen azalma miktarlar1.
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Grafik 4.8. Visual analog skala testine ait implantasyon oncesi, implantasyondan 1 ay
sonra, implantasyondan 3 ay sonra ve implantasyondan 6 ay sonra yapilan takiplerde
elde edilen degerler.
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Grafik 4.9. Visual analog skala testine ait implantasyon dncesi, implantasyon sonrasi
1. ay, 3. ay ve 6. ayda elde edilen sonugclar.
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Grafik 4.10. Implantasyondan sonra 1. ay, 3. ay ve 6. ayda visual analog skala testinde
gozlemlenen degisimler.
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Grafik 4.11. ABPI degerlerinin implantasyondan 6nce ve implantasyondan sonra 3. ve
6. aylarda degisimleri.
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Grafik 4.12. ABPI degerlerinin implantasyondan dnce, 3. ay ve 6. ay kontrollerindeki
degisimleri.
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Grafik 4.13. ABPI degerlerinde implantasyondan sonra 3 ve 6. aylarda yapilan
kontrollerde goriilen degisim araliklari.
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Grafik 4.14. ABPI degerlerinde implantasyon sonrasi 3 ve 6. aylarda implantasyon
oncesi doneme gore artig miktarlari.
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Grafik 4.15. implantasyon 6ncesi ddnem ve implantasyon sonrasi 1. ay, 3. ay ve 6. ay
takiplerinde elde edilen agrisiz yiiriime mesafesi degerleri ortalamasi.
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Sekil 4.1. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.
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Sekil 4.2. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.

57



Sekil 4.3. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.
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Sekil 4.4. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.
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Sekil 4.5. Hastalara ait anjiografi goriintiileri
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Sekil 4.6. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.
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Sekil 4.7. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.
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Sekil 4.8. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.
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Sekil 4.9. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.
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Sekil 4.10. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.
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Sekil 4.11. Hastalara ait anjiografi goriintiileri.
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5. SONUC VE TARTISMA

ABMMNC implantasyonu, giivenilirlik ve basar1 durumunu insanlar iizerinde
yapilan deneylerden daha 6nce hayvan modelleri {izerinde yapilan caligmalarda
ispatlamistir. Hayvan modelleri iizerinde yapilan c¢alismalarm c¢ok biiyiikk bir
boliimiinde tavsanlar ve ratlar kullanilmistir. Bu calismalarda s6z konusu yontemin
bozulmus kan akimini yeniden saglayarak iskemik durumdaki ekstremiteyi tekrar
kanlandirabildigi gosterilmistir. Bu calismalarin olduk¢a biiylik bir bdliimiinde
dolasimdaki endotelyal progenitor hiicrelerinin iskemiye karsi verdigi yanit sayesinde
neovaskiilarizasyon ortaya ¢ikmustir (123,124). Dolasimdaki bu hiicreler kapillerlerin
icerisinde ve iskemik doku igerisindeki arterlerde bulunmaktadir (124,125). Bu
hiicreleri parakrin etkilesim ve haberlesme yolunu kullanarak anjiogenik biiyiime
faktorleri ve sitokinleri de salgilayabilmektedir (126). Bu terapdtik yaklasim iizerine
yapilan ex-vivo c¢aligsmalarda, alt ekstremite iskemisi olan atimik farelere insan
endotelyal progenitor hiicreleri transplante edilmis ve bunun sonucunda kan akiminda
diizelme ile beraber, kollateral yogunlugunda artma ve yaklasik olarak %60 oraninda
ekstremite korunumu saglanmistir. Bu ekstremite korunum orani endotel progenitor
hiicre transplantasyonu yapilmayan farelerde ise sadece %7 oraninda kalmistir. Tablo
5.1’de diinyanin ¢esitli yerlerinde kok hiicreler kullanilarak anijogenez saglamaya
yonelik yapilan ¢alismalar ve sonuglar1 gosterilmistir.

Baz1 calismalarda heterojen hiicre kaynaklar1 ve preparatlart kullanilmig
olmasina karsin bu calismalarin biiyiikk bir bolimiinde kemik iliginden elde edilen
hiicreler ve saflastirilmis fraksiyonel preparatlar1  kullanilmistir.  Preklinik
calismalardan elde edilen yliz giildiiriicii ve cesaretlendirici sonuglar kiiciik klinik
denemelerin biiylik bir hizla baslamasina ve tikayici periferik arter hastaliklarinda
kemik iliginden elde edilen mononiikleer kok hiicreleri ekstremite iskemisine neden
olan tikayici periferik arter hastaliklarmin tedavisinde yeni bir tedavi yaklagimi olarak

kullanilabilmesini saglamistir.
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5.1. Otolog Hiicre Tedavisinin Klinik Sonug¢lar

TACT (Therapeutic Angiogenesis using Cell Transplantation) c¢alismasi
ekstremite iskemisinde kemik iliginden elde edilen mononiikleer hiicrelerin tedavi
etme amaci ile kullanimini yaymlayan ilk caligmadir (127). TACT calismas: iki
boliimden olugmaktadir, ¢caligmanin birinci boliimii agik pilot ¢aligma, ikinci boliimii
de randomize kontrollii ¢alisma fazlarini igermektedir.

Pilot calismada kemik iliginden elde edilen otolog mononiikleer hiicre
transplantasyonu yapilacak olan hastalar kritik bacak iskemisi ve buna bagl olarak
istirahat agris1 bulunan, periferik arter hastaligindan kaynaklanan iyilesmeyen cilt
iilserleri olan ve cerrahi veya cerrahi olmayan yollar ile revaskiilarizasyon sansi
olmayan hastalar olarak tanimlanmis ve ¢alismaya dahil edilecek olan grup buna goére
secilmistir. Pilot calisma safhasinda unilateral bacak iskemisi olan 25 hastalik bir grup
olusturularak ve kemik iliginden elde edilen mononiikleer hiicreler hastalarin iskemik
olan bacaginda (ABPI<0.6) gastrokinemius kasinin 40 ayri1 noktasina ve her bir
enjeksiyon alanma 1.6+0.6x10° hiicre gidecek sekilde enjekte edilmistir. Kontrol grubu
olarak iskemik olmayan karsi bacakta da aymi prosediire uygun bir sekilde tuz
soliisyonu enjeksiyonu yapilmistir. Islem uygulandiktan 24 hafta sonra yapilan
gozlemlerde hastalarm ABPI degerinin, transkutandz parsiyel oksijen basmcinin
(TcPOy) ve agrisiz yiiriime mesafesinin arttig1 ve bununla beraber Visual Analog Skala
ile degerlendirilen agr1 diizeyinin ise azaldig1 kaydedilmistir.

Calismanin ikinci bolimii olan randomize kontrollii deneylerde ise bilateral
bacak iskemisi olan 22 hasta {izerinde otolog kemik iliginden elde edilmis
mononiikleer kok hiicreler (ABMMNC) ile periferik kandan elde edilmis monontikleer
hiicrelerin (PBMNC) karsilastirmalar1 yapilmistir. Bu amagla hastalarin iskemik olan
iki alt ekstremitesinden bir tanesine ABMMNC (Aktif Tedavi) uygulanirken digerine
PBMNC uygulamas1 yapilmistir. Tedaviden 4 hafta sonra yapilan goézlemlerde
ABMMNC implantasyonu yapilan 20 ekstremiteden 13 tanesinde ABPI ve TcPO,
degerlerinde artis izlenmis, ayrica ABMMNC implantasyonu yapilan 20 ekstremiteden
16 tanesinde iskemik istirahat agrisinda azalma ve agrisiz yiirlime mesafesinde de
artma gorilmiistiir.

Bu sonuglara gore PBMNC enjeksiyonu yapilan ekstremitelerdeki sonug

parametreleri ABMMNC enjeksiyonu yapilanlara gére daha basarisiz olarak izlenmis
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ve bu durum PBMNC’lerin anjiogenez ve kollateralizasyonu saglamada yetersiz
oldugu kanisina ulagilmasina neden olmustur. TACT calismasinin yayincilari, kemik
iliginden elde edilen hiire preparatlarinin, periferik kandan elde edilen hiicre
preparatlarina gore yaklasik 500 kat daha fazla CD34" hematopoetik hiicre igerdigi
belirtilmistir. Ayrica kemik iliginden elde edilen hiicre preparatlarinin, periferik
kandan elde edilen hiicre preparatlarina gore daha fazla immatiir hiicre icermesi de
onemli bir diger farkliliktir.

TACT c¢alismasinin ardindan farkli {ilkelerde tikayici periferik arter
hastaliklarinin sebep oldugu iskemik durumlarda kemik iliginden elde edilmis kok
hiicre prepatarlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalara ait sonuglar yaymlanmistir..
Mononiikleer kok hiicrelerin kullanilmasi iizerine olduk¢a fazla sayida klinik ¢alisma
yapilmistir. Bu calismalarmn 6zetleri Tablo 5.2°de sunulmustur. Insanlar iizerinde
yapilan klinik caligmalar devam ederken es zamanli olarak hayvan modelleri lizerinde
de farkli hiicre tiplerinin kullanilmas1 ve farkli izolasyon ydntemleri denenmistir.
Ayrica diinyanin farkli yerlerinde hastalifin Rutherford, Fontaine gibi farkl
siniflandirma yontemlerine gore farkli evreleri ilizerine bu tedavi ydnteminin
denenmesine yonelik ¢aligsmalar yapilmistir.

Kemik iliginden elde edilen hiicre preparatlar1 ile yapilan c¢alismalarda
perfiizyon parametreleri olarak ABPI ve TcPO, 6l¢iimii sonuglari, klinik ¢ikt1 verileri
olarak da yara iyilesmesi ve yliriime mesafesi gibi sonug verileri dikkate alinmaktadir.
Kemik iliginden elde edilen otolog mononiikleer hiicre implantasyonu ile 1ilgili
calismalarda bu sonu¢ parametreleri farkli sekillerde ele alinarak isleme tabi
tutulmustur ancak bu calismalarin arasinda en biiyiik ortak nokta neredeyse tiim
calismalarda bu parametlerin tamamina yakiinm olumlu yani pozitif gelismeler
gostermesidir. Otolog hiicre tedavisi ile ilgili olarak yaymlanan raporlarin
sonuglarindan olusan bilgi havuzuna g6z atildiginda bu degerlerdeki pozitif yada baska
bir sdylem ile olumlu degismelerin degerleri goriilebilir. Buna gore kemik iliginden
elde edilen otolog mononiikleer hiicre implantasyonu sonrasinda ABPI degerlerinde
0.1 1la 0.2 puan, TcPO, degerlerinde de 10-20 mmHg arasinda artis goriilmektedir.
Ayrica yiirlie mesafesi 6l¢iimii baslangic degerleri yani hastaya kemik iliginden elde
edilen otolog mononiikleer hiicre implantasyonu uygulanmadan 6nceki dl¢iimlerde
elde edilen sonuglar baz alindiginda ortalama 100-200 metre arasinda artis

gostermektedir.
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Iskemik durumlarda kemik iliginden veya periferal kandan elde edilen
mononiikleer kok hiicrelerin tedavi edici amagla kullanilmasina dair elde edilen
sonuglar oldukca giizel olmasina karsin tedavinin metodolojisi ile ilgili halen tartigmali
olan noktalar bulunmaktadir. Kardiovaskiiler hastaliklarda hiicre tedavisinin etki
mekanizmasinda, teorik olarak dolasimdaki endotelyal progenitér hiicrelerin
hasarlanan damar endoteli ile etkilesimi oldugu diisiiniilmektedir. Buna alternatif
olarak hemanjioblastlar ve endotelyal progenitor hiicreler arasindaki etkilesiminde de
novo damar formasyonunda etkin rol oynadig1 hipotezi mekanizmalar arasindadir.

Endotelyal progenitdr hiicrelerin ilk olarak ortaya c¢ikartilmasi 1997 yilinda
Asahara(140) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu donemin ardindan endotelyal
progenitdr hiicreleri ile ilgili yaklasik olarak yaklasik 800 adet bilimsel makale
yayinlanmis olmasina karsin halen bulunmasi ¢ok zor olan bu hiicreleri net olarak
aciklayacak bir tanim yapilamamistir. Buna bagh olarak yetiskin bir insanda dogru
damar formasyonunu saglayacak olan anjiogenezin ne sekilde ortaya ¢iktigina dair de
ikna edici bir agiklama bulunmamaktadir. Tiim tanimlar varsayimlar ve hipotezler
iizerinden yiiriitiilmektedir ve tartismali bir sekilde endotelyal progenitdr hiicrelerin
periferal vaskiiler tikanikliklarda anjiogenezi ne sekilde sagladigi sorusuna verilen
cevaplar da siiphelidir. Bunlara karsin endotelyal progenitdr hiicreler kullanilarak
yapilan endotel tamiri ve anjiogenez temelli tedavilerin lizerinde yapilacak klinik ve
preklinik caligmalar ile daha da gelistirilerek rutin tedavi yontemleri arasinda
kullanilabilmesi miimkiindiir.

Arteriogenez olayinda tamami monositik fenotipte olan oldukc¢a fazla kemik iligi
orjinli hiicre rol oynamaktadir. Bu hiicreler heniiz olgunlasmamis kollaterallerden
perivaskiiler aralia migrate olup salgiladiklar1 sitokinler ve anjiogenik biiylime
faktorleri ile kollateral arter gelisimi iizerinde indiikleyici etki yaparlar. Bu sartlar
altinda periferik arter hastaliklarinda kemik iliginden elde edilen monositik hiicrelerin
ve periferik kandan elde edilen mononiikleer hiicrelerin kombine kullanima,
subfraksiyonel hiicre preparatlarinin kullanimlarima gére ¢ok daha yararli olacaktir.
Kemik iliginden elde edilen monositik hiicreler sayesinde aktive olan, periferik kanda
bulunan mononiikleer kok hiicreler, anjiogenezi (arteriogenezi) saglamakta sadece
PBMNC kullanimina goére daha basarili olmaktadirlar.

Periferik arter hastaliklarinda kullanilan uygulama ydntemlerinin ¢ok biiyiik bir

boliimii kemik iliginden elde edilen otolog mononiikleer hiicreler veya periferik
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kandan elde edilen monositik hiicreler kullanilarak yapilmaktadir. Hayvan modelleri
iizerinde olast dondr havuzundaki baska bir bireyden alman plasental hiicre
konsantrasyonlar1 ile faz I ¢aligmasi olarak yapilan terapodtik yaklasimlarin insan
denekler iizerinde kullanimina dair yayinlanmig bir rapor bulunmamaktadir. Otolog
veya otojen olarak adlandirilan ve kullanima miisait sekilde bulunan alternatif hiicre
kaynaklar1 arasinda dental pulpa, adip6z doku, endometrial ve plasental hiicreler ve
umblikal kord hiicreleri bulunmaktadir. Burada belirtilen hiicrelerin de kemik iliginden
elde edilen otolog mononiikleer kok hiicreler veya periferik kandan elde edilen
mononiikleer kok hiicreler gibi klinik ¢alismalarda kullanimlarma dair sonuglari igeren
raporlar beklenmektedir.

Hiicresel tedavinin dogru ve efektif sonuglar verebilmesi i¢in dogru bir sekilde
uygulanmasi gerekmektedir. Aspirasyon sonrasi elde edilen kemik iligi materyalinin
islemlerden gecirilmesi gerekmektedir. Islemden gecirilmemis ham kemik iligi
materyalinin  anjiogenezi promote etmek tiizerinde herhangi bir etkisi
bulunmamaktadir. Baz1 durumlarda hiicresel izolasyon isleminin ayri1 bir uzmanlik
gerektirmesi ve izolasyon iglemi i¢in kullanilan sistemlerin biiyiik ve kompleks olmasi
yapilmas1 planlanan ¢aligmalara engel olabilmektedir.

Kemik iliginden elde edilen kok hiireler ile yapilan ¢aligmalarin ¢ok biiyiik bir
boliimiinde hastalardan 100 ila 800 ml arasinda kemik iligi materyali aspire edilmekte
ve bu kemik iligi materyali igerisindeki mononiikleer kok hiicreler saflagtirma islemi
ile ayristirilmaktadir. Kemik 1ligi islenmesi sonucu elde edilen mononiikleer kok hiicre
miktarinmn yaklasik olarak 1.5x 10” ila 10x10° arasinda olmas1 amaglanmaktadur.

Periferik arter hastaliklarinda terapotik olarak uygulanan mononiikleer hiicre
enjeksiyonu iizerine yapilan bazi c¢alismalarda enjekte edilen kok hiicre miktari
0.1x10° diizeyinin altinda bazilarinda ise 50x10° diizeyinin tizerinde olmasina karsin bu
konsantrasyonlarda bile enjekte edilen mononiikleer hiicrelerin perfiizyon iizerinde
pozitif etkileri oldugu goriilmiistiir.

Enjekte edilen kok hiicre miktarlarina bakildiginda TACT 87 calismasinda ve
bunun ardindan Higashi’nin yapmus oldugu calismalarda®'® hastalara enjekte edilen
otolog mooniikleer hiicre miktar1 yaklasik 1.6x10° olarak bildirilmis fakat Durdu ve
ekibinin(153) yapmis oldugu calismalarda bu miktarin yaklasik olarak 50 kati hiicre
kullanilmistir. Bu alanda c¢alisma yiiriiten pek ¢ok grup enjekte edecekleri hiicre

miktarmi1 TACT calismasi ile uygun seviyede yani 1.6x10° degerinde tutmaktadir.
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Bununla birlikte enjekte edilen hiicre miktari ile ortaya ¢ikan klinik cevabin arasindaki
net iliskiyi gosteren bir ¢alisma sonucu heniiz rapor edilmemistir.

Enjekte edilen hiicre sayilarinin arasinda bu kadar biiyiik farkliliklar olmasinin
bir diger sebebi de hiicre sayimlarinda farkli metodlar kullanilmasidir. Otomatize
hiicre sayaclari; sayim sirasinda graniilositler gibi non-monositik hiicreleri de sayimda
monosit olarak degerlendirebilmektedir.

Aspire edilen 100 ml kemik iligi materyalinde yasla birlikte azalmakla beraber
yaklasik olarak 0.5x10° ila 3x10° mononiikleer hiicre bulunmaktadur. [zolasyon islemi
esnasinda implantasyona elverigli mononiikleer hiicrelerin bir miktar1 atilir ve son
miktar olarak elimizde 100 ml izole edilmis kemik iliginden elde edilen otolog
mononiikleer hiicre preparati igerisinde 0.3x10° ila 2x10° arasinda mononiikleer hiicre
yer alir. Her ne kadar direkt bir kanit bulunmasa da indirekt kayitlar enjekte edilen
mononiikleer hiicre miktarmmin klinik sunumda etkili oldugunu gostermektedir.
Enteresan bir sekilde hiicre tedavisi uygulanan Tromboanjiitis Obliteransin
hastalarindan olusturulan iki gruptan bir tanesine diger gruba uygulanan hiicre
miktarimin yaris1 kadar miktarda ABMMNC uygulanmis ve birinci gruptaki (tam
miktarda ABMMNC implantasyonu yapilan gruptaki) hastalarda, yara iyilesmesi,
istirahat agrisinda azalma ve yiirlime mesafesindeki artisin tam miktarda ABMMNC
uygulanan hastalarda daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu duruma dair net bir agiklama
olmamakla birlikte konu {izerinde daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.

Hastaya enjekte etmek iizere hazirlanan ve islemden gecirilen kemik 1iligi
materyali icerisinde yaklasik olarak %0.6 ila %2.4 arasinda degisen miktarlarda CD34"
hiicre bulunmaktadir. Ancak CD34" hiicre preparasyonlarmnin da CD34" hiicreler kadar
anjiogenez iizerinde etkili olmasindan dolay1 bu konuda CD34" sayisi ile ortaya ¢ikan
cevap arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. Sonug itibar1 ile anjiogenezin
saglanabilmesi i¢in CD34" hiicrelerin ortamda bulunmasi olmazsa olmaz bir kriter
degildir ancak CD34" hiicreler konstantrasyon isleminin ardindan elde ettigimiz hiicre
preparatinin kalitesinin degerlendirilebilmesi i¢cin kullanilabilen materyallerdir.

Anjiogenez icin gerekli olan hiicre sayisina ulasilabilmesi i¢in goreceli olarak
olduk¢a fazla miktarda kemik iligine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu durumu saglayabilmek
adina biliylime faktorleri kullanilarak kemik iliginde lokalize olan hiicrelerin mobilize
olarak periferal dolasima geg¢melerini saglayabilmek icin G-CSF veya GM-CSF

preparatlar1 birka¢ giin silirece hastaya kullandirilabilir. Bu siirecin sonunda
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prekiirsorler ve kok hiicreler kemik iliginden periferal dolasima salmirlar daha sonra
salman bu hiicreler l6koferez islemi ile toplanip ayristirilir. Ayrica bu teknik
hematolojik hastaliklarin tedavisinde uzun zamandan beri kullanilmaktadir.

In vitro olarak yapilan ¢alismalarda G-CSF kullanimi, periferik kanda bulunan
otolog mononiikleer hiicreleri mobilize ederek anjiogenik aktivite kazandirildig:
gosterilmistir ancak bu aktivitenin kemik iliginden elde edilen otolog mononiikleer
hiicrelerin aktivitesi ile kiyaslandiginda olduk¢a diisiik seviyede kalmaktadir. Ayrica
anjiogenik silire¢ igerisinde salgilanmasi zorunlu olan bir diger madde olan GM-
CSF’nin de apoptotik aktiviteyi bloke etme 6zelligi olduk¢a dnemlidir (175). Tiim bu
durumlara ilave olarak GM-CSF’lerin anjiogenez siirecinde tek basma etkisi halen
tartismalidir. Glintimiiz sartlarinda GM-CSF primer olarak; kemik iliginden progenitor
hiicrelerin ve monositik hiicrelerin mobilizasyonunu saglamak i¢in kullanilmaktadir.
Tim bu bilgileri saglamak amaci ile yapilan pek ¢ok calismanin sonucunda dayanak
olarak almabilecek en Onemli nokta PBMMNC’lerin anjiogenik aktivitesinin
ABMMNC’lerin anjiogenik aktivitesinden kayda deger bir sekilde daha diisiik
oldugudur.

Her ne kadar aterosklerotik periferik arter hastalig1 olan kisilerde, arteriogenezin
endojen olarak indiiklenmesine ve yeniden saglanmasina metabolik olarak yiiksek bir
sekilde ihtiya¢c duyulsa da, bu hastalarda kan akimmin yeniden diizenlenmesi ve
saglanmas1 yeteri kadar iyi bir sekilde gerceklesmemektedir. Bu hastalarda kan
akimmin yani sira dolasimdaki kemik iligi kaynakli monositik hiicreler ve bu
hiicrelerin fonksiyonlar1 da bozulmustur (166,167,168).

Statinler, anjiotensin reseptdr blokdrleri, vardenafil, puerarin, peroksizom
proliferator aktive edici reseptor- Y agonistleri (PPAR-Y agonistleri), dstrojen, iloprost
ve eritropoietin gibi pek ¢ok ilag veya endojen madde de endotelyal progenitor
hiicrelerin proliferasyonunu indiiklemektedir (169-172). Ayrica hastalara tedavi
oncesinde Nitrik Oksit sentez stimulatorleri verilmesi veya hastalarin implantasyondan
once iskemik kosulda birakilmalar1 da otolog hiicre tedavisinin basarisini arttiran
etmenlerden birka¢ tanesidir (173,174). Mekanizma ve kontrolii tam olarak
anlagilamamakla birlikte ABMMNC (kemik iliginden elde edilen otolog mononiikleer
hiicre) implantasyonu neovaskiilarizasyon ve arteriogenezin yani sira, yan tedavi

olarak aterosklerotik rahatsizliklar, diyabet, kronik iskemik kalp rahatsizliklar1 gibi
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durumlarda bozulmus endotelyal fonksiyonun regiilasyonu yeniden diizenlenmesi ve
tamirini de saglayabilmektedir.

Periferik arter hastaliklar1 ile ilgili olarak kesfedilen ve tanimlanan yeni tedavi
stratejilerinden bir tanesi olan otolog mononiikleer hiicre implantasyonu tedavisi,
ozellikle major ekstremite amputasyonu riski tasiyan, cerrahi veya endovaskiiler
revaskiilarizasyon saglanamayan veya bu girisimlerin yapilma sansi olmayan
hastalarda oldukca biiylik bir 6nem arzetmektedir. Yapilan pek ¢cok calismada hiicresel
tedavi ile ABPI ve TcPO, artmasi ve Visual Analog Skala puanlarinda azalma
goriilmiis ayrica kemik iligi orjinli mononiikleer hiicrelerin veya periferik kandan elde
edilen monositik hiicrelerin kullanilabildigi yeni bir tedavi seklinin ortaya ¢ikmakta
oldugunu gostermistir. Bununla beraber bu tedavi segcenegi lizerinde biiyiik randomize,
plasebo kontrollii caligmalar yapilmali ve bu ¢alismalarin sonuglarina gore tedavinin
basarisini arttiracak gelismeler ortaya ¢ikartilmalidir.

Bu konu ile ilgili olarak yapilan deneylerin sayilarinin artmast ABMMNC
(kemik iliginden elde edilen otolog mononiikleer hiicre) ve yakin zamanda PBMNC
(Periferik kandan elde edilen mononiikleer hiicre) preparatlarmin rutin klinik
kullanimda da goriilebilecegini isaret etmektedir.

Hiicre tedavisi ile ilgili olarak su anda ¢oziimsiiz bir sekilde kalan, optimal hiicre
tip1, izolasyon metodu, hiicre miktari, koloni stimule edici faktdrlerin kullanimi ve rolii
gibi konularin ¢6zliimii i¢cin c¢alismalar devam etmekt ve otolog mononiikleer hiicre
tedavisinin daha 1yi1 yerlere gelmesi saglanmaya c¢alisilmaktadir.

Bizler yapmis oldugumuz ¢alismada sayimiz oldukga az olsada hastalarin agrisiz
ylirime mesafesi ve ABPI degerlerini arttirarak, Visual Analog Skala skorunu
azaltarak ve anjiografi sonuglarinda kollateralizasyon artis1 saglayarak hastalarin
yasam kalitesinde artis oldugunu goézlemledik. Yapmis oldugumuz hiicre
implantasyonu sonrasinda hastalarm hicbirinde herhangi bir komplikasyon
gozlenmedi. Sonug¢ olarak calismamizin amaci olan kritik bacak iskemili
Tromboanjiitis Obliteransli hastalarda otolog kemik iliginden elde edilen mononiikleer
hiicre implantasyonunun etkin ve giivenilir bir tedavi yontemi olmaya aday
gosterilebilecegini gozlemledik.

Yukarida verilen bilgiler 1s18inda Buerger hastaligiinda otolog kok hiicre
tedavisi modern tedavi yontemlerinden bir tanesi olmaya aday gosterilmekle birlikte

bu yontem ve iizerinde pek c¢ok c¢alismalar yapilmistir. Bu g¢alismalar ile beraber
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Buerger hastaliginda otolog mononiikleer hiicrelerin  kullaniminin  yararmi

arttirabilmek i¢in halen pek ¢ok calismalar yapilmasi gerekmektedir.

Tablo 5.1. Alt ekstremite iskemisinde hiicre tedavisi uygulanmasi konusunda yapilmis
olan havyan modelleri ile yapilan ¢aligmalara genel bir bakis. Alt ekstremite iskemisi
olusturabilmek i¢in deney hayvanlarinda common femoral artere tek tarafli olarak

ligasyon veya koagiilasyon islemleri uygulanmaktadir.

Kan Akiminda Diizelme
1997 Asahara (128) hEPC Fare . B
Kapiller yogunlukta artma
2002 Iba (129) PBMNC, PMN Rat Kollateral damar olusumunda artis
. Kollateral biiyiime, Perivaskiiler alanda hiicre
2004 Ziegelhoeffer(130) BMC Fare
toplanmasi
L Kollateral akimda artis, bacak fonksiyonlarinda
2004 Kinnaird (131) MSC Fare B .
diizelme, kas atrofisi oraninda azalma
L Perivaskiiler alanda hiicre toplanmasi, b-FGF ve
2004 Kinnaird (132) MSC Fare . .
VEGF seviyelerinde artig
) Iskelet kast o
2004 Niagara (133) Tavsan Neovaskiilarizasyonda artig
myoblastlari
2005 Napoli (134) BMC Fare Kan akiminda ve kapiller yogunlukta artis
2005 Takagi (135) BMC Rat Neovaskiilarizasyonda artig
2005 Iwase (136) MSC, MNC Rat Kan perflizyonunda artis
2005 Nakagami (137) ADSC Fare Anjiogenik skorda artig
2005 Yoon (138) EPC, OEC Fare Neovaskiilarizasyonda artig
2006 Aicher (139) EPC Rat EPClerin yerlesmesi ve toplanmasi
2006 Awad (140) EPC Fare Iyilesme ve vaskiiler biiyiime
. Anjiografik skorda, kapiller yogunlukta, TcPO,
2006 Kobayashi (141) BMC Tavsan o L .
diizeyinde artis ve cilt iilserlerinde azalma
. Kapiller yogunluk artisi, ekstremite kaybinda
2006 Li (142) PBMNC Fare S )
azalma ve perivaskiiler alanda hiicre toplanmasi
2006 Kim (143) MSC Fare Alt ekstremitelerde (arka bacaklarda) giiglenme
2006 Moon (144) hADSC Fare Kas hasarmnda ve vaskiiler yogunlukta artig
. Kan akmmi, kapiller yogunluk ve intersitisyal
2006 Sica (145) BMC Fare .
fibrosisde artis
Mikrovaskiiler ~yogunlukta, b-FGF ve VEGF
2007 Jeon(146) BMC Fare . .
seviyelerinde artis
Kan akimindai kapiller yogunlukta ve laser doppler
2008 Zhang (147) BMC Fare
akiminda artig

hEPCs, human endothelial progenitor cells; PBMNC, mobilised peripheral blood mononuclear cells;
PMN:s, polymorphonuclear leukocytes; BMCs, bone marrow cells; EPCs, endothelial progenitor cells;
MSCs, mesenchymal stem-cell like cells; MNCs, mononuclear cells; ADSCs, adipose tissue-derived
cells; hADSCs, human adipose tissue-derived cells; OECs, outgrowth endothelial cells;281
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Tablo 5.2. Kemik iliginden elde edilen mononiikleer hiicreler ile yapilan ¢aligmalar.

2002 Tateishi-Yuyama (127) 1b 45, PAH, DM 1 1 ! ! +
2002 Esato (148) 4 8.PAI, TAO i - l l +
2004 Saigawa (149) 4 8, PAH, DM 1 1 ! ! +
2004 Higashi (150) 4 8,. PAH 1 1 ! ! +
2004 Miyamoto (151) 4 12,PAH, CLI 1 . ! - +
2005 Nizankowski (152) 4 10, TAO,CLI 1 1 ! ! +
2006 Durdu (153) 1b 28, TAO 1 1 ! ! +
2006 Bartsch (122) 4 10, PAH,CLI i i - - +
2006 Miyamoto (154) 4 8, TAO,CLI -- - ! - +
2007 Kajiiguchi (155) 4 7, CLI, TAO — i ! ? +/-
2007 Huang (156) 2 74,PAH,DM 1 1 ! - +
2007 Herhandez (157) 4 12,PAH,DM 1 1 ! ! +
2008 Gu (158) 4 16,PAH,CLI 1 1 ! ! +
2008 Chochola (159) 4 28,CLI,PAH 1 1 ! ! +
2008 Wester (160) - 8,CLI - - ! ! +
2008 Van Tongeren(161) 4 27,PAH 1 1 | ? aF
2008 De Vriese (162) 4 16,PAD — 1 l ? +/-
2009 Amann(163) 4 51, CLI 1 1 ! ! +
2009 Prohazka(164) 4 37, CLLDM 1 1 ! - +
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6. OZET

PERIFERIK VASKULER HASTALIKLARDA OTOLOG KEMIK ILIGINDEN
ELDE EDILEN MONONUKLEER KOK HUCRE DENEYIMLERIMiZzZ

Trombonyjitis obliterans veya Buerger hastali§1 sebebi tam olarak bilinmeyen ve
genelde gangren ve doku kaybi ile sonuglanan, non-aterosklerotik, episodik, keskin
segmentasyonlar gosteren, inflamatuar, tikayici-trombotik, non-destriiktif bir
hastaliktir. Buerger hastalig1 genelde alt ekstremite, daha az yogun olarak iist
ekstremite ve ¢ok nadir olmak iizere de serebrovaskiiler bolgedeki distal segmentte
norovaskiiler demet icerisindeki damarlari, sinirleri etkilemektedir. Hastalik ortaya
ciktig1 ekstremitenin distalinde goriilmeye baglar ve proksimale dogru ilerleme
gosterir.

Bizim ¢aliymamizin amaci kritik bacak iskemisi olan Tromboanjiitis Obliteransh
hastalarda otolog kemik iliginden elde edilen mononiikleer hiicre implantasyonunun
etkinlik ve giivenilirligini incelemektir. Bu amaca yOnelik parametreler hastalara
kemik iliginden elde edilmis otolog mononiikleer kok hiicre implantasyonu
yapilmasidan bir, li¢ ve alt1 ay sonra gerceklestirilen takipler sonucunda toplandi.
Hastalara yapilan ilk takip implantasyon isleminden 4 hafta sonra gergeklestirildi. Elde
edilen ve bilgisayara girisi tamamlanan verilerin istatistiksel analizler Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dal1 tarafindan
SPSS programi versiyon 18.0 ile yapildi.

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dalina
Mayis 2006 ile Haziran 2011 tarihleri arasinda basvuran ve Rutherford
Smiflandirmasmna gore Class II ve III grubunda yer alan 11 hasta ¢alismaya dahil
edildi. Calismaya dahil edilen hastalara %12 egim acis1 ile 2 km/saat hizda Treadmill
ile agrisiz yliriime mesafesi testi, Visual Analog Skala testi, ABPI 6l¢iimii ve DSA
veya BT anjiografi tetkikleri yapildi.

Implantasyondan sonra 6. ayda gerceklestirilen Treadmill ile agrisiz yiiriime
mesafesi testinin sonuglarina gére ortalama agrisiz ylirime mesafesi 310+£172,54 metre
olarak belirlendi ve implantasyon Oncesi yapilan Olciimlerin ortalamas: ile arasinda
272,27+164,96 metre fark goriildii ve bu fark Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli
stra testinde anlamli olarak goriildii (p=0,003%*, p<0,008).
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Implantasyon sonrast 6. ayda yapilan Visual Analog Skala testi sonuglar
ortalamas1 6,25+1,50 olarak hesaplandi. Implantasyon sonrasinda 6. ayda yapilan
Visual Analog Skala testi sonu¢ puanlari ortalamasi ile implantasyon Oncesinde
gergeklestirilen Visual Analog Skala testi sonuglar1 ortalamasinin arasinda 1,97+0,86
puanlik bir fark goriildii. Bu azalma Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli sira
testinde anlamli olarak goriildii (p=0,003%*, p<0,008).

Implantasyondan 6nce doku perflizyonunun gdzlenmesi amaci ile yapilan
takiplerde Olclilen ABPI ortalamasi 0,507+0,06 iken, implantasyondan 6 ay sonra
yapilan takip gozlemlerinde gerceklestirilen dl¢iimlerden elde edilen ABPI degerleri
ortalamas1 0,66+0,1 olarak elde edilmistir. Implantasyon islemi oncesindeki ABPI
degerleri ile implantasyon isleminden 6 ay sonrasindaki ABPI degerleri arasindaki
ortalama fark degeri 0,15+£0,07 olarak bulunmus ve bu fark Bonferroni diizeltmeli
Wilcoxon isaretli sira testinde anlamli olarak goriilmiistiir (p=0,003%*, p<0,016).

Implantasyondan 6 ay sonra tiim hastalara yeni kollateralizasyon olusumunu
gozlemek lizere yapilan anjiografi tetkikinde 4 hastada olusan kollateralizasyon +3
puan, 2 hastada gelisen kollateralizasyon +2 puan, 4 hastada gelisen kollateralizasyon
+1 puan ve 1 hastada gelisen kollateralizasyon ise +0 puan olarak degerlendirildi.

Periferik arter hastaliklarinda hiicresel tedavi ile ilgili yapilan caligmalarda elde
edilen sonuglara ilave olarak bizim yaptigimiz ¢alismada da hastalara uyguladigimiz 6
aylik gbézlemler sonucunda olduk¢a umut verici sonuglar elde ettik. Bu duruma ilave
olarak periferik arter hastaliklarmda ABMMNC implantasyonunun etkinligini
degerlendirmek ve daha ileriye gotiirebilmek i¢in daha fazla calismalar yapilmasi
gerekmektedir.

Sonu¢ olarak kok hiicre implantasyonunun gelecekte periferik vaskiiler
rahatsizliklarda Onemli bir alternatif tedavi yOontemi olarak ele alinacagi

goriilebilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Buerger Hastaligi, Tromboanjiitis Obliterans, Kok Hiicre, ABPI,
Treadmill, Neovaskiilarizasyon.
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7. ABSTRACT

AUTOLOGOUS BONE MARROW DERIVATED MONONUCLEER STEM
CELL IMPLANTATION EXPERIENCES IN PERIPHERAL VASCULAR
DISEASE

Thromboangiitis obliterans (TAO), or Buerger's disease, is a non-atherosclerotic,
episodic, sharply segmental, inflammatory, thrombotic-occlusive and non-destructive
vascular disease of unknown origin that leads to gangrene and tissue loss. It initially
involves the distal vessels and nerves within the neuro-vascular bundles of the legs
(infrequently, the arms might be involved, and less commonly, the cerebral visceral
vessels). The disease appears to start distally and then extends proximally.

The aim of our study investigated the efficacy and safety of autologous bone
marrow-mononuclear cells (ABMMNC) implantation in patients with critical limb
ischemia (CLI) due to thromboangiitis obliterans (Buerger’s disease). The paramaters
collected on 1, 3 and 6 months after implantation and used to evaluate the functional
outcomes of the stem cell implantation. The first follow up was approximately 1 month
after the implantation. The statisticaly analysis of the datas was done to Biostatistics
Division of Akdeniz University with SPSS software pack v.18.0.

11 patient with Rutherford Grade II-III thromboanjiitis obliterans who was
applicated to the polyclinic of the Division Cardiovascular Surgery of Akdeniz
University were carried out stem cell implantation between May 2006 and June 2011.
All patients underwent a standard vascular examination that included measurement of
ankle-brachial pressure index (ABPI), measurement of the pain free walking distance
with Treadmill protocol include the 12% gradient with 2 km/hour, Visual Analog
Scala test and DSA or BT angiography tests.

The follow up performed after the 6 months the ABMMNC implantation,
average pain free walking distance measured that 310+£172,54 meters and the
differance between the result of average pain free walking distance on the Treadmill
tests performed to before the implantation was 272,27+164,96 meters. This differance
was seen significant on the Bonferroni correction Wilcoxon signed rank test

(p=0,003*, p<0,08).
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The follow up performed after the 6 months the ABMMNC implantation,
average Visual Analog Scala score measured that 6,25+1,50 points and the differance
between the result of average Visual Analog Scala score on the Visual Analog Scala
tests performed to before the implantation was 1,97+0,86 points. This differance was
seen significant on the Bonferroni correction Wilcoxon signed rank test (p=0,003%*,
p<0,08).

The Ankle-Brachial Blood Pressure measurement perfomed before the
implantation of ABMMNC for observe the tissue perfusion and this measurement
results averages was 0,507+0,06. The follow up after the implantation ABPI
measurement repeat up and result average was calculated 0,66+0,10. The differance
between before the implantation ABPI results and after the implantation APBI results
was seen significant on the Bonferroni correction Wilcoxon signed rank test
(p=0,003*, p<0,08).

The follow up 6 months after the implantation, DSA angiography or BT
angiography was performed all patient for observe the new vessel formation and
collateralisation. According to angiographic results 4 to 11 (36,36%) patients shown
+3 points collateralisation, 2 to 11 (18,18%) patients shown +2 points collateralisation,
4 to 11 (36,36%) patients shown +1 points collateralisation and 1 to 11 (36,36%)
patients shown +0 points collateralisation.

In addition to the studies which about the cell therapy on the peripheral vascular
disease, the 6 months result of our study is promising. Also more clinical studies are
needed increase to safety and utility and evaluate the efficiency of the ABMMNC
implantation.

It is seems that cell therapy will be a major therapeutic strategy in the threatment

of the patients with peripheral vascular disease in the future.

Key Words: Buergers Disease, Thromboanjiitis Obliterans, Stem Cell, ABPI,
Treadmill, Neovascularisation.

80



10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

8. KAYNAKLAR

Joseph L Mills Sr. Buerger’s Disease in the 21st century: diagnosis, clinical features and
therapy. Seminars in Vascular Surgery 2003; 16(3): 179-89.

Fazeli B, Rezace SA. A review on thromboangiitis obliterans pathophysiology: thrombosis
and  angiitis, which is to blame?  Vascular 2011; 19: 141-153;
doi:10.1258/vasc.2010.ra0045.

Olin JW, Shih A. Thromboangiitis obliterans (Buerger's disease). Curr Opin Rheumatol
2006; 18: 18-24.

Puéchal X, Fiessinger JN. Thromboangiitis obliterans or Buerger's disease: challenges for
the rheumatologist. Rheumatology (Oxford) 2007; 46: 192-9.

von Winiwarter F. Ueber eine eigenthumliche form von endarteritis und endophlebitis mit
gangran des fusses. Arch Klin Chir 1879; 23: 202-26.

Buerger L. Thromboanjiitis obliterans a study of the vascular lesions leading to presenil
spontaneous gangrene. Am J Med Sci 1908; 136: 567-80.

Buerger L. The circulatory disturbances of the extremities. WB Saunders, Philadelphia
1924.

Olin JW. Thromboanjiitis Obliterans. Curr Opin Rheumatol 1994; 6: 44-9.

Lie JT. Thromboanjiitis obliterans (Buerger’s disease) revisited. Pathol Annu 1988;
23(Part): 257-91.

Lie JT. The Rise and fall and resurgence of thromboanjiitis obliterans (Buerger’s Disease).
Aotha Pathol Jpn 1989; 39: 153-8.

Bozkurt AK, Besirli K, Koksal C, Sirin G, Yiceyar L, Tiiziin H, Sayin AG. Surgical
treatment of Buerger’s disease. Vascular 2004; 12(3): 192-7.

Lie JT. Thromboanjiitis obliterans (Buerger’s disease) in women. Medicine (Baltimore)
1987; 66: 65-72.

Cachovan M. Epidemiologie und georaphisches Verteilungsmuster der Thromboanjiitis
obliterans. In: Heidrich H, ed. Thromboanjiitis Obliterans Morbus Winiwarter- Buerger.
Stuttgart, Germany: Grog Thieme 1988; 31-6.

Matsushita M, Nishikimi N, Sakurai T, Nimura Y. Decrease in prevalance of Buerger’s
disease in Japan. Surgery 1998; 124: 498-502.

Wessler S. Thromboanjiitis obliterans: factorfancy. Circulation 1961; 23: 165-7.

Mc Kuisck. Buerger’s Disease: A distinc clinical and pathologic entity. JAMA 1962; 18:
15.

Olin JW, Young JR, Graor RA. The changing clinical spectrum of thromboanjiitis
obliterans (Buerger’s Disease). Circulation 1990; 82 (5Suppl): I'V: 3-8.

81



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Olin JW, Childs MB, Bartholomew JR. Anticardiolipin antibodies and homocysteine
levels in patients with thromboanyjiitis obliterans. Presented at the American Collage of
Rhomatology, Orlando, Fla, September 1997.

Pietraszek MH, Chaudhury NA, Koyano K. Enhanced platellet response to seratonin in
Buerger’s disease. Thromb Res 1990; 60: 241-6.

Leu HJ. Thromboanjiitis obliterans Buerger: Patologisch-Anatomische Analyse von 53
fallen. Schweiz Med Wschr 1985; 115: 1080-6.

Shionoya S. Buerger Disease (Thromboanjiitis Obliterans). In Rutherford RB (ed):
vascular Surgery. Philadelphia, WB Saunders 1989; 207-17.

Shionoya S. Buergers Disease: Pathology, Diagnosis and treartment. Nagoya, University
of Press 1990; 261.

Ajayi AA, Mathur R, Halushka PV. Testosterone increases human platelet thromboxane
A2 receptor density and aggregation responses. Circulation 1995; 91: 2742—7.

Al-Awadhi AM, AlFadhli SM, Mustafa NY, Sharma PN. Effects of cigarette smoking on
hematological parameters and von Willebrand factor functional activity levels in
asymptomatic male and female Arab smokers. Med Princ Pract 2008; 17: 149-53.

Cogo A, Bernardi E, Prandoni P. Acquired risk factors for deep-vein thrombosis in
symptomatic outpatients. Arch Intern Med 1994; 154: 164-8.

Zervas J, Vayopoulos G, Konstantopoulos K. HLA antigens in Burger's disease. Clin
Rheumatol 1991; 10: 434-6.

Aerbajinai W, Tsuchiya T, Kimura A, Yasukochi Y, Numano F. HLA class II DNA typing
in Buerger's disease. Int J Cardiol 1996; 54(Suppl): 197-202.

Jaini R, Mandal S, Khazanchi RK, Mehra NK. Immunogenetic analysis of Buerger's
disease in India. Int J Cardiol 1998; 66(Suppl 1): 283-5.

Papa M, Bass A, Adar R. Autoimmune mechanisms in thromboangiitis obliterans
(Buerger's disease): the role of tobacco antigen and the major histocompatibility
complex. Surgery 1992; 111: 527-31.

Tiwari JL, Terasaki PI. HLA-DR and disease associations. Prog Clin Biol Res1981; 58:
151-63

Mills JL, Taylor LT. Porter Buerger’s disease in the modern era. Am J Surg 1987; 54:
123-9.

Corelli F. Buerger’s disease: Cigarette smoker disease may always be cured by medical
therapy alone: Uselessness of operative treatment J Cardiovasc Surg 1973; 14: 28-36.
Harkavy J. Tobacco sensitivities in thromboangiitis obliterans, migratory phlebitis and
coronary artery disease Bull NY Acad Med 1933; 9: 318-22.

Westcott FN, Wright IS. Tobacco allergy and thromboangiitis obliterans. J Allergy 1938;
9: 555-64.

Marder VJ, Mellinghoff IK. Cocaine and Buerger’s diseases there a pathogenetic
association? Arch Intern Med 2000; 160: 2060-57.

82



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.
43.

44.

45.

46.

47.
48.

49.

50.

S1.

52.
53.
54.
55.

56.

Matsushita M, Shionoya S, Matsumoto T. Urinary cotinine measurement in patients with
Buerger’s disease effects of active and passive smoking on the disease process J Vasc Surg
1992; 14: 53-8.

Adar R, Papa MZ, Halpern Z. Cellular sensitivity to collagen in thromboangiitis obliterans.
N Engl J Med 1938; 308: 1113-6

Eichhorn J, Sima D, Lindschau C, et al. Antiendothelial cell antibodies in thromboangiitis
obliterans Am J Med Sci 1998; 315: 17-23.

Kobayashi M, Ito M, Nakagawa A et al. Inmunohistochemical analysis of arterial wall
cellular infiltration in Buerger’sdisease (endarteritis obliterans) J Vasc Surg 1999; 29:
451-8.

Olin JW, Shih A. Thromboangiitis obliterans (Buerger's disease). Curr Opin Rheumatol
2006; 18: 18-24.

Puéchal X, Fiessinger JN. Thromboangiitis obliterans or Buerger's disease: challenges for
the rheumatologist. Rheumatology (Oxford) 2007; 46: 192-9.

Li N. Platelet-lymphocyte cross-talk. J Leukoc Biol 2008; 83: 1069-78.

Wagner DD. New links between inflammation and thrombosis. Arterioscler Thromb Vasc
Biol 2005; 25: 1321-4.

Black PH. Stress and the inflammatory response: a review of neurogenic
inflammation. Brain Behav Immun 2002; 16: 622—53.

Tanaka K. Pathology and pathogenesis of Buerger's disease. Int J Cardiol 1998; 66(Suppl
1): 237-42.

Piazza G, Creager MA. Thromboangiitis obliterans. Circulation 2010; 121: 1858-61.
Review.

Williams G. Recent views on Buerger's disease. J Clin Pathol 1969; 22: 573-8.

Sato T, Tsujino I, Ikeda D, Ieko M, Nishimura M. Trousseau's syndrome associated with
tissue factor produced by pulmonary adenocarcinoma. Thorax 2006; 61: 1009—10.
Kobayashi M, Ito M, Nakagawa A, Nishikimi N, Nimura Y. Immunohistochemical
analysis of arterial wall cellular infiltration in Buerger's disease (endarteritis obliterans). J
Vasc Surg 1999; 29: 451-8.

Lee T, Seo JW, Sumpio BE, Kim SJ. Immunobiologic analysis of arterial tissue in
Buerger's disease. Eur J Vasc Endovasc Surg 2003; 25: 451-7.

Elokdah H, Abou-Gharbia M, Hennan JK. Tiplaxtinin, a novel, orally efficacious inhibitor
of plasminogen activator inhibitor-1: design, synthesis, and preclinical characterization. J
Med Chem 2004; 47: 3491-4.

Nielubowicz J, Rosnowski A, Pruszynski B. Natural history of Buerger’s disease. J
Cardiovasc Surg 1980; 21: 529—40.

Mills JL. Buerger’s Disease Current Status. Vasc Med Rev 1994; 5: 139-50.

Shionoya S. Diagnostic criteria of Buerger’s disease. Int J Cardiol 1998; 66: 243-5.

Mills JL, Porter JM. Buerger’s disease (thromboangiitis obliterans). Ann Vasc Surg 1991;
5:570-2.

Shionoya S. Diagnostic criteria of Buerger's disease. Int J Cardiol 1998; 1; 66(1): 243-5.

83



57.

S8.
59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.
T7.

Olin JW. Thromboangiitis obliterans (Buerger's disease). N Engl ] Med 2000; 21; 343(12):
864-9.

Mills JL. Buerger’s Disease Current Status. Vasc Med Rev 1994; 5: 139-50.

Mills JL, Taylor LT, Porter JM. Buerger’s disease in the modern era. Am J Surg 1987; 54:
123-9.

Nielsen SL, Lassen NA. Measurement of digital pressure after local cooling.

Papa MZ, Rabi I, Adar R. A point scoring for the clinical diagnosis of Buerger’s disease.
Eur J Vasc Endovasc Surg 1996; 11: 335-9.

Kumamoto M. Arteriography as a special diagnostic method of spontaneous gangrene
Jitchii Katorinsho 1940; 17: 589-601.

Rivera R. Roentgenographic diagnosis of Buerger’s disease J Cardiovasc Surg 1973; 14:
40-6.

McKusick VA, Haris WS, Ottesen OE. Buerger’s disease. A distinct clinical and
pathologic entity. JAMA 1962; 181: 93—-100.

Mills JL, Porter JM. Buerger’s disease (thromboangiitis obliterans). Ann Vasc Surg 1991;
5:570-2.

Ohta T, Shionoya S. Fate of the ischemic limb Buerger’s disease. Br J Surg 1988; 75: 259—
62.

Olin JW, Young JR, Graor RA. The changing clinical spectrum of thromboangiitis
obliterans (Buerger’s disease).

Mills JL, Taylor LM, Porter JM. Buerger’s disease in the modern era. Am J Surg 1974; 61:
476-81

Corelli F. Buerger’s disease: Cigarette smoker disease may always be cured by medical
therapy alone —uselessness of operative treatment. J Cardiovasc Surg 1973; 14: 28-36.
Gifford RW, Hines EA. Complete clinical remission in thromboangiitis obliterans during
abstinence from tobacco: Report of a case. Proc Staff Meet Mayo Clin 1951; 26: 241-5.
Miiller-Biihl U, Wiesermann A, Oser B, Kirchberger I, Strecker EP. Correlation
ofhemodynamic and functional variables with the angiographic extent of peripheralarterial
occlusive disease. Vasc Med 1999; 4: 247-51.

Gifford RW, Hines EA. Complete clinical remission in thromboangiitis obliterans during
abstinence from tobacco: Report of a case. Proc Staff Meet Mayo Clin 1951; 26: 241-5.
Ouriel K, McDonnell AE, Mertz CE, Zarins CK. Critical evaluation of stress testingin the
diagnosis of peripheral vascular disease. Surgery 1982; 91: 686-93.

Sasajima T, Kubo Y, Inaba M, Goh K, Azuma N. Role of infrainguinal bypass in
Buerger’s disease: an eighteen —year experience. Eur J Vasc Endovasc Surg 1997; 13:
186-92.

Talwar S, Jain S, Porwal R, Laddha BL, Prasad P. Free versus pedicled omentalgrafts for
limb salvage in Buerger’s disease. Aust N Z J Surg 1998; 68: 38—40.

Shionoya S. Surgical tratment of Buerger disease. J Cardiovasc Surg 1980; 21: 77.
Imporata AM. Lumbar sympathectomy. Role in the treatment of acclusive arterial disease
in lower extremities. Surg Clin Noth Am 1979; 59: 715.

84



78.

79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Saym A, Bozkurt AK, Tiiziin H, Vural FS, Erdog G, and Ozer M. Surgical treatment of
Buerger’s disease: experience with 216 patients. Cardiovasc Surg 1993; 4: 377— 80.
Swigris JJ, Olin JW, Mekhail NA. Implantable spinal cord stimulator to treat the ischemic
manifestations of thromboangiitis obliterans (Buerger's disease). J Vasc Surg 1999; 29(5):
928-35.

Yiiksel Bozer A, ilhan Giinay i. Damar Hastaliklar1 Ve Cerrahisi. Hacettepe Universitesi
Yaylar1 1984; 169-81.

Olin JW, Young JR, Graor RA. The changing clinical spectrum of thromboangiitis
obliterans (Buerger's disease). Circulation 1990; 82 (5 Suppl): IV 3-8.

Lau H, Cheng SWK. Buerger’s disease in Hong Kong: a review of 89 cases. Aust NZJ
Surg 1997; 67: 264-9.

Makita S, Nakamura M, Murakami H, Komoda K, Kawazoe K, Hiramori K. Impaired
endothelium-dependent vasorelaxation in peripheral vasculature of patients with
thromboangiitis obliterans (Buerger’s disease). Circulation 1996; 94: Suppl 1I: 211.

Olin JW, Lie JT. Thromboangiitis obliterans (Buerger’s disease). In Cooke JP, Frolich ED,
(eds): Current Management of Hypertension and Vascular Disease. Philadelphia, BC
Decker 1992; 265-71.

Kubota Y, Kichikawa K, Uchida H. Superselective urokinase infusion therapy for dorsalis
pedis artery occlusion in Buerger’ disease. Cardiovasc Intervent Radiol 1997; 20; 380-2.
Hussein EA, El Dorri A. Intra-arterial streptokinase as adjuvant theraphy for complicated
Buerger’s disease. Early trials. Int Surg 1993; 78: 54-8.

Carslon LA, Eriksson I. Femoral -artery infusion of prostaglandin E1 in severe peripheral
vascular disease. Lancet 1973; 1(795): 155—6.

Sethi GK, Bridgman AH, King L, Scott SM. Intravenous infusion of PGI1 in the
management of limb ischaemia. American J Surg 1986; 52: 474-8.

Olsson AG, Nilsson E. The effect of i.v.prostacyclin on rest pain and healing of ischaemic
ulcers in peripheral artery disease. Prostaglandins in Medicine 1981; 329-39.

Witt W, Baldus B, Miiller B. Antithrombotic profile of iloprost in experimental models of
arterial and venous thrombosis. In Gryglewski RJ, Stok G (eds).Prostacyclin and its Stable
Analogue Iloprost. Springer Verlag, Berlin 1987; 81-90.

Miiller B, Krast T, Stiirzebecher S, Witt W, Schillinger E, Baldus B. Potential therapeutic
mechanisms of stable prostacyclin (PGI2) - mimetics in severe peripheral vascular disease.
Acta Biomed Biochim 1988; 47: 40—4.

Belch J. Raynaud's phenomenon. Cardiovasc Res 1997; 33(1): 25-30.

Dormandy J. Use of the prostacyclin analogue iloprost in the treatment of patients with
critical limb ischaemia. Therapie 1991; 46(4): 319-22.

Lowell R, Gloviczki V. In vitro evaluation of endothelial and smooth muscle function of
primary varicose veins. J Vasc Surg 1992; 16(5): 679-86.

Kelly LK, Porta NF, Goodman DM, Carroll CL, Steinborn RH. Inhaled prostacyclin for
term infants wiht persistent pulmonary hypertension refractory to inhaled nitric oxide. J
Pediart 2002; 141: 830-2.

85



96.

97.
98.
99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

Isner JM, Baumgartner I, Rauh G, Schainfeld R, Blair R, Monor O, Razvi S, Symes JF.
Treatment of thromboangiitis obliterans (Buerger's disease) by intramuscular gene transfer
of vascular endothelial growth factor: preliminary clinical results. J Vasc Surg 1998;
28(6): 964—73; discussion 73-5.

Erdine S. Agr1 Sendromlar1 Ve Tedavisi, Gizben Yayinlar1 2003; 305-20.

Onal A. Algoloji, Nobel Tip Kitabevleri 2004; 34—45.

Olin JW. Tromboanjiitis Obliterans (Buerger’s Disease); Vasculer Surgery (Rutherford)
2000; 350-64.

Mulroy MF. Regional anesthesia an illustrated procedural guide. Second edition 1996:
147-57.

Folkman, J and D’Amore, PA. Blood vessel formation: what is its molecular basis? Cell
1996; 87: 1153-5.

Hanahan, D. Signaling vascular morphogenesis and mainte nance. Science 1997;
277: 48-50.

Davis S, Aldrich TH, Jones PF, Acheson A, Compton DL, Jain V, et al. Isolation
of angiopoietin-1, a ligand for the TIE2 receptor, by secretion-trap expression
cloning. Cell 1996; 87: 1161-9.

Fong GH, Rossant J, Gertsenstein M and Breitman ML. Role of the Flt-1 receptor tyrosine
kinase in regulating the assembly of vascular endothelium. Nature 1995; 376: 66-70.
Shalaby F, Rossant J, Tamaguchi TP, Gertsenstein M, Wu XF, Breitman ML and Schuh
AC. Failure of blood-island formation and vasculogenesis in Flk-1-deficient mice. Nature
1995; 376: 62-6.

Ferrara N, Carver Moore K, Chen H, Dowd M, Lu L, O’Shea KS, et al. Heterozygous
embryonic lethality induced by targeted inactivation of the VEGF gene. Nature 1996; 380:
439-42.

Dumont DJ, Gradwohl G, Fong GH, Puri MC, Gerstenstein M, Auerbach A et al.
Dominant-negative and targeted null mutations in the endothelial receptor tyrosine kinase,
tek, reveal a critical role in vasculogenesis of the embryo. Genes Dev 1994; 8: 1897-9009.
Puri MC, Rossant J, Alitalo K, Bernstein A, and Partanen J. The receptor tyrosine kinase
TIE is required for integrity and survival of vascular endothelial cells. EMBO J 1995; 14:
5884-91.

Sato TN, Tozawa Y, Deutsch U, Wolburg-Buchholz K, Fujiwara Y, Gendron-Maguire M,
et al. Distinct roles of the receptor tyrosine kinases Tie-1 and Tie-2 in blood vessel
formation. Nature 1995; 376: 70-4.

Suri C, Jones PF, Patan S, Bartunkova S, Maisonpierre PC, Davis S, Sato TN., et al.
Requisite role of angiopoietin-1, a ligand for the Tie-2 receptor, during embryonic
angiogenesis. Cell 1996; 87: 1171-80.

Maisonpierre PC, Suri C, Jones PF, Bartunkova S, Wiegand SJ, Radziejewski C, et al.
Angiopoietin-2, a natural antagonist for Tie2 that disrupts in vivo angiogenesis. Science
1997; 277: 55-61.

86



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Asahara T, Chen D, Takahashi T, Fujikawa K, Kearney M, Magner M, et al. Tie2 receptor
ligands, Angiopoietin-1 and Angiopoietin-2, modulate VEGF- induced postnatal
neovascularization. J Clin Invest 1998; 83: 233-40.

Holash J, Maisonpierre PC, Compton D, Boland P, Alexander CR, Zagzag D, et al. Vessel
cooption, regression, and growth in tumors mediated by Angiopoietins and VEGF. Science
1999; 284: 1994-8.

Sato A, Iwama A, and its ligands, Angiopoietins, in human hematopoietic progenitor
Takakura, N., Nishio, H., Yancopoulos, G.D., and Suda, T. (1998). Characterization of
TEK receptor tyrosine kinase and its ligands, Angiopoietins, in human hematopoietic
progenitor cells. Int Immunol 1998; 10: 1217-27.

Witzenbichler B, Maisonpierre PC, Jones P, Yancopoulos GD and Isner JM. Chemotactic
properties of Angiopoietin-1 and -2, ligands for the endothelial-specific receptor tyrosine
kinase Tie2. J Biol Chem 1998; 273: 18514-21.

Cumano A, Dieterlen-Lie’'vre F and Godin I. Lymphoid tranpotential, probed before
circulation in mouse, is restricted to caudal intraembryonic splanchnopleura. Cell 1986;
86: 907-16.

Medvinsky A and Dzierzak E. Definitive hematopoiesis is autonomously initiated by the
AGM region. Cell 1996; 86: 897-906.

Yoder MC, Hiatt K, Dutt P, Mukherjee P, Bodine DM and Orlic D. Characterization of
definitive lymphohematopoietic stem cells in the day 9 murine yolk sac. Immunity 1997;
7:335-44.

Janowska-Wieczorek A, Marquez LA, Nabholtz JM, Cabuhat ML, Montano J, Chang H, et
al. Growth factors and cytokines upregu late gelatinase expression in bone marrow CD341
cells and their tr ansmigration through reconstituted basement membrane. Blood 1999; 93:
3379-90.

Takakura N, Kodama H, Nishikawa S, and Nishikawa SI. Preferential proliferation of
murine colony-forming units in culture in a chemically defined condition with a
macrophage colony-stimulating factor-negative stromal cell clone. J Exp Med 1996; 184:
2301-9.

Lawall H, Bramlage P, Aman B. Stem cell and progenitor cell therapy in peripheral artery
disease doi:10.1160/TH09-10-0688 Thromb Haemost 2010; 103: 696-709.

Bartsch T, Brehm M, Zeus T, Kogler G, Wernet P, Strauer BE. Transplantation of
autologous mononuclear bone marrow stem cells in patients with peripheral arterial
disease (The TAM-PAD study) Clin Res Cardiol DOI 10.1007/s00392-007-0569

Shintani S, Murohara T, Ikeda H. Mobilization of endothelial progenitor cells in patients
with acute myocardial infarction. Circulation 2001; 103: 2776-9.

Takahashi T, Kalka C, Masuda H. Ischemia- and cytokine-induced mobilization of bone
marrow-derived endothelial progenitor cells for neovascularization. Nat Med 1999; 5:
434-8.

Asahara T, Masuda H, Takahashi T. Bone marrow origin of endothelial progenitor cells
responsible for postnatal vasculogenesis in physiological and pathological
neovascularization. Circulation Res 1999; 85: 221-8.

87



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Kamihata H, Matsubara H, Nishiue T. Implantation of bone marrow mononuclear cells
into ischemic myocardium enhances collateral perfusion and regional function via side
supply of angioblasts, angiogenic ligands, and cytokines. Circulation 2001; 104: 1046-52.
Tateishi-Yuyama E, Matsubara H, Murohara T. Therapeutic angiogenesis for patients with
limb ischaemia by autologous transplantation of bone-marrow cells: a pilot study and a
randomised controlled trial. Lancet 2002; 360: 427-35.

Asahara T, Murohara T, Sullivan A. Isolation of putative progenitor endothelial cells for
angiogenesis. Science 1997; 275: 964-7.

Iba O, Matsubara H, Nozawa Y. Angiogenesis by implantation of peripheral blood
mononuclear cells and platelets into ischemic limbs. Circulation 2002; 106: 2019-25.
Ziegelhoeffer T, Fernandez B, Kostin S. Bone marrow-derived cells do not incorporate
into the adult growing vasculature. Circ Res 2004; 94: 230-8.

Kinnaird T, Stabile E, Burnett MS. Local delivery of marrow-derived stromal cells
augments collateral perfusion through paracrine mechanisms. Circulation 2004; 109:
1543-9.

Kinnaird T, Stabile E, Burnett MS. Marrow-derived stromal cells Express genes encoding
a broad spectrum of arteriogenic cytokines and promote in vitro and in vivo arteriogenesis
through paracrine mechanisms. Circulation Res 2004; 94: 678—85.

Niagara MI, Haider HK, Ye L. Autologous skeletal myoblasts transduced with a new
adenoviral bicistronic vector for treatment of hind limb ischemia. J Vasc Surg 2004; 40:
774-85.

Napoli C, Williams-Ignarro S, de Nigris F. Beneficial effects of concurrent autologous
bone marrow cell therapy and metabolic intervention in ischemiainduced angiogenesis in
the mouse hindlimb. Proc Natl Acad Sci USA 2005; 102: 17202-6.

Takagi Y, Omura T, Yoshiyama M. Granulocyte-colony stimulating factor augments
neovascularization induced by bone marrow transplantation in rat hindlimb ischemia. J
Pharmacol Sci 2005; 99: 45-51.

Iwase T, Nagaya N, Fujii T. Comparison of angiogenic potency between mesenchymal
stem cells and mononuclear cells in a rat model of hindlimb ischemia. Cardiovasc Res
2005; 66: 543-51.

Nakagami H, Maeda K, Morishita R. Novel autologous cell therapy in ischemic limb
disease through growth factor secretion by cultured adipose tissue-derived stromal cells.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005; 25: 2542-7.

Yoon KH, Lee JH, Kim JW. Epidemic obesity and type 2 diabetes in Asia. Lancet 2006;
368: 1681-8.

Aicher A, Heeschen C, Sasaki K. Low-energy shock wave for enhancing recruitment of
endothelial progenitor cells: a new modality to increase efficacy of cell therapy in chronic
hind limb ischemia. Circulation 2006; 114: 2823-30.

Awad O, Dedkov EI, Jiao C. Differential healing activities of CD34+ and CDI14+
endothelial cell progenitors. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006; 26: 758—64.

88



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

Kobayashi K, Kondo T, Inoue N. Combination of in vivo angiopoietin-1gene transfer and
autologous bone marrow cell implantation for functional therapeutic angiogenesis.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006; 26: 1465-72.

Li S, Zhou B, Han ZC. Therapeutic neovascularization by transplantation of mobilized
peripheral blood mononuclear cells for limb ischemia. A comparison between CD34+ and.
Thromb Haemost 2006; 95: 301-11.

Kim SW, Han H, Chae GT. Successful stem cell therapy using umbilical cord blood-
derived multipotent stem cells for Buerger's disease and ischemic limb disease animal
model. Stem Cells 2006; 24: 1620-6.

Moon MH, Kim SY, Kim YJ. Human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells
improve postnatal neovascularization in a mouse model of hindlimb ischemia. Cell Physiol
Biochem 2006; 17: 279-90.

Sica V, Williams-Ignarro S, de Nigris F. Autologous bone marrow cell therapy and
metabolic intervention in ischemia-induced angiogenesis in the diabetic mouse hindlimb.
Cell Cycle 2006; 5: 2903-8.

Jeon O, Song SJ, Bhang SH. Additive effect of endothelial progenitor cell mobilization
and bone marrow mononuclear cell transplantation on angiogenesis in mouse ischemic
limbs. J Biomed Sci 2007; 14: 323-30.

Zhang H, Zhang N, Li M. Therapeutic angiogenesis of bone marrow mononuclear cells
(MNCs) and peripheral blood MNCs: transplantation for ischemic hindlimb. Ann Vasc
Surg 2008; 22: 238-47.

Esato K, Hamano K, Li TS. Neovascularization induced by autologous bone marrow cell
implantation in peripheral arterial disease. Cell Transplant 2002; 11: 747-52.

Saigawa T, Kato K, Ozawa T. Clinical application of one marrow implantation in patients
with arteriosclerosis obliterans, and the association between efficiacy and the number of
implanted bone marrow cells. Circ J 2004; 68: 1189-93.

Higashi Y, Kimura M, Hara K. Autologous bone-marrow mononuclear cell implantation
improves endothelium-dependent vasodilation in patients with limb ischemia. Circulation
2004; 109: 1215-8.

Miyamoto M, Yasutake M, Takano H. Therapeutic angiogenesis by autologous bone
marrow cell implantation for refractory chronic peripheral arterial disease using
assessment of neovascularization by 99mTc-tetrofosmin (TF) perfusion scintigraphy. Cell
Transplant 2004; 13: 429-37.

Nizankowski R, Petriczek T, Skotnicki A. The treatment of advanced chronic lower limb
ischaemia with marrow stem cell autotransplantation. Kardiol Pol 2005; 63: 351-60.
Durdu S, Akar AR, Arat M. Autologous bone-marrow mononuclear cell implantation for
patients with Rutherford grade II-III thromboangiitis obliterans. J Vasc Surg 2006; 44:
732-9.

Miyamoto K, Nishigami K, Nagaya N. Unblinded pilot study of autologous transplantation
of bone marrow mononuclear cells in patients with thromboangiitis obliterans. Circulation
2006; 114: 2679-84.

&9



155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

Kajiguchi M, Kondo T, Izawa H. Safety and efficacy of autologous progenitor cell
transplantation for therapeutic angiogenesis in patients with critical limb ischemia. Circ J
2007; 71: 196-201.

Huang PP, Yang XF, Li SZ. Randomised comparison of G-CSF-mobilized peripheral
blood mononuclear cells versus bone marrow-mononuclear cells for the treatment of
patients with lower limb arteriosclerosis obliterans. Thromb Haemost 2007; 98: 1335-42.
Hernandez P, Cortina L, Artaza H. Autologous bone-marrow mononuclear cell
implantation in patients with severe lower limb ischaemia: a comparison of using blood
cell separator and Ficoll density gradient centrifugation. Atherosclerosis 2007; 194: 52-6.
Gu YQ, Zhang J, Guo LR. Transplantation of autologous bone marrow mononuclear cells
for patients with lower limb ischemia. Chin Med J (Engl) 2008; 121: 963-967.

Chochola M, Pytlik R, Kobylka P. Autologous intra-arterial infusion of bonemarrow
mononuclear cells in patients with critical leg ischemia. Int Angiol 2008; 27: 281-90.
Wester T, Jorgensen JJ, Stranden E. Treatment with autologous bone marrow mononuclear
cells in patients with critical lower limb ischaemia. A pilot study. Scand J Surg 2008; 97:
56-62.

Van Tongeren RB, Hamming JF, Fibbe WE. Intramuscular or combined intramuscular/
intra-arterial administration of bone marrow mononuclear cells: a clinical trial in patients
with advanced limb ischemia. J Cardiovasc Surg 2008; 49: 51-8.

De Vriese AS, Billiet J, Van Droogenbroeck J. Autologous transplantation of bone marrow
mononuclear cells for limb ischemia in a caucasian population with atherosclerosis
obliterans. J Intern Med 2008; 263: 395-403.

Amann B, Luedemann C, Ratei R. Autologous bone marrow cell transplantation increases
leg perfusion and reduces amputations in patients with advanced critical limb ischemia due
to peripheral artery disease. Cell Transplant 2009; 18: 371-80.

Prochazka V, Gumulec J, Chmelova J. Autologous bone marrow stem cell transplantation
in patients with end-stage chronical critical limb ischemia and diabetic foot. Vnitr Lek
2009; 55: 173-8.

Buschmann IR, Hoefer IE, van Royen N. GM-CSF: a strong arteriogenic factor acting by
amplification of monocyte function. Atherosclerosis 2001; 159: 343-56.

Vasa M, Fichtlscherer S, Aicher A. Number and migratory activity of circulating
endothelial progenitor cells inversely correlate with risk factors for coronary artery
disease. Circulation Res 2001; 89: 1-7.

Fadini GP, Sartore S, Albiero M. Number and function of endothelial progenitor cells as a
marker of severity for diabetic vasculopathy. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006; 26:
2140-6.

Heeschen C, Lehmann R, Honold J. Profoundly reduced neovascularization capacity of
bone marrow mononuclear cells derived from patients with chronic ischemic heart disease.
Circulation 2004; 109: 1615-22.

Dimmeler S, Aicher A, Vasa M. HMG-CoA reductase inhibitors (statins) increase
endothelial progenitor cells via the PI 3-kinase/Akt pathway. J Clin Invest 2001; 108: 391—
7.

90



170.

171.

172.

173.

174.

Llevadot J, Murasawa S, Kureishi Y. HMG-CoA reductase inhibitor mobilizes bone
marrow--derived endothelial progenitor cells. J Clin Invest 2001; 108: 399—405.

Vasa M, Fichtlscherer S, Adler K. Increase in circulating endothelial progenitor cells by
statin therapy in patients with stable coronary artery disease. Circulation 2001; 103: 2885—
90.

Assmus B, Urbich C, Aicher A. HMG-CoA reductase inhibitors reduce senescence and
increase proliferation of endothelial progenitor cells via regulation of cell cycle regulatory
genes. Circulation Res 2003; 92: 1049-55.

Akita T, Murohara T, Ikeda H. Hypoxic preconditioning augments efficacy of
human endothelial progenitor cells for therapeutic neovascularization. Lab Invest
2003; 83:65-73.

Sasaki K, Heeschen C, Aicher A. Ex vivo pretreatment of bone marrow
mononuclear cells with endothelial NO synthase enhancer AVE9488 enhances
their functional activity for cell therapy.

91



