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Deneysel Calisma / Experimental Study

Mikrovaskuler klemp ile sican aortu oklizyonunun vaskuler endotel hasar
olusturma etkisinin incelenmesi: Deneysel calisma

The investigation of the effect of endothelial damage of rat aorfa occlusion with
microvascular clamp. an experimental study
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Amag: Bu calismada atravmatik mikrovaskiiler damar
klempi ile sican aortu oklide edilerek, endotel hasarinin
potansiyel etkisi aragtirild.

Caligma plani: Calismada 15 adet agirliklar1 300-400 gr
olan 3-4 aylik Wistar Albino cinsi disi sican uyutuldu ve
abdominal aortu median lapaorotomi ile alindi. Abdominal
aort distal segmentine mikrovaskuler klemp konuldu.
Yaklagik olarak 10 dakika sonunda oklide edilen segment
mikrovaskiiler klemp ile birlikte ¢ikarildi ve klemp grubu
olarak kabul edildi. Insizyon proksimale dogru uzatilarak
torakal aort eksplore edildi. Torasik aort segment ornek-
leri, kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu iki ¢rnekleme
grubu taramal1 elektron mikroskop incelemesine hazirlan-
d1. Inceleme tek kor yontemle yapildi ve sonuglar istatistik-
sel degerlendirmeyle yorumlandi.

Bulgular: Kontrol grubundaki hicbir drnekte endotel hasa-
r1 saptanmad1. Mikrovaskiler klemp grubundaki 10 d6rnek-
te tip 1 hasar (%66.7), dort drnekte tip 2 hasar (%26.6), bir
ornekte tip 3 hasar (%6.6) saptandi. Mikrovaskiller klemp
grubuyla kontrol grubu arasinda endotel hasari olugma-
st acisindan istatistiksel anlamli fark oldugu belirlendi
(p<0.001).

Sonuc¢: Mikrovaskiler klemp ile vaskiller okliuzyon sag-
lanmasi, damar endotelinde hasara neden olmaktadir.
Tip 2 ve tip 3 endotel hasar1 endotel yuzeyi tizerinde kalici
hasar olugmasi nedeniyle erken veya ge¢ donem tromboz
veya restenoza neden olabilecegini dusuinilyoruz.

Anahtar sozciikler: Endotel hasari; mikrovaskiler klemp; tara-
mal1 elektron mikroskop.

Background: In this study, we investigated the potential
effect of the endothelial damage by occluding the rat aorta
through atraumatic microvascular clamp application.

Methods: Fifteen 3-4 month old Wistar Albino type
female rats weighted 300-400 g were anesthetized and the
abdominal aorta was explored with median laparotomy.
Distal segment of the abdominal aorta was clamped with
a microvascular clamp. After almost 10 minutes, occluded
segment with microvascular clamp was excised and defined
as the clamp group. The incision lengthened proximally
and thoracic aorta was explored. The samples of the
thoracic aorta segment were defined as the control group.
These two sampling groups were prepared for scanning
electron microscopy. The analysis is performed by a single
blind method and results were analyzed statistically.

Results: No endothelial damage was observed in the
samples of the control group. In microvascular clamp
group, there was type 1 damage in 10 samples (66.7%), type
2 damage in four samples (26.6%) and type 3 damage in
one sample (6.6%). The difference between microvascular
clamp and control group was statistically significant in
terms of endothelial damage (p<0.001).

Conclusion: Vascular occlusion using with microvascular
clamping causes vascular endothelial damage. We believe
that type 2 or type 3 endothelial damage can cause early or
late thrombosis and/or restenosis due to permanent damage
of the endothelial surface.

Key words: Endothelial damage; microvascular clamp; scanning
electron microscop.
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Atan kalpte koroner cerrahisi uygulamalarinda en
onemli sorunlardan biri, proksimal koroner arter okliiz-
yonuna ragmen arteriyotomiden olan kanama nedeni
ile anastomoz alaninda goruisin bozulmasidir. Cerrahi
alanda biriken kan, dikis iglemi esnasinda gormeyi zor-
lagtirarak anastomoz kalitesini dugiirmekte ve cerrahi
travma olasiligin1 artirmaktadir. Anastomoz esnasinda
gerekli goruis alani saglamak icin genellikle nativ dama-
rin kan akimi kesilmektedir. Bu amagla, koroner dama-
rin etrafindan elastik dikis gecirilerek sikilmasi veya
mikrovaskiuler klemp kullanilarak damarin ¢evre doku-
larla beraber sikistirilmasi yontemi uygulanmaktadir.!-?

Endotel, damar duvari ile dolasan kan arasinda tek
sira endotel hiicrelerinden olugmusg fonksiyonel bir bari-
yerdir. Endotel hiicreleri fizyolojik ve patolojik uyarilara
yanit olarak gevsetici ve kasici faktorler olusturarak
hemen altindaki damar diuz kas hucrelerinin tonuisiinii
ayarlar. Normal endotel adeziv olmayan damar i¢ yuze-
yini devam ettirir. Endotel hasari, endotelin normal
duzenleyici ozelliklerini bozar ve endotel disfonksiyo-
nu ile sonuglanir. Klinik olarak endotel disfonksiyonu
vazospasm, trombus olugmasi, ateroskleroz veya reste-
noz seklinde kendini gosterebilir.¥

GEREC VE YONTEMLER

Calisma ileriye donuk kontrolli ve tek kor yon-
temle denek hayvanlar1 olarak secilen sicanlar ize-
rinde yapilmak amaci ile projelendirildi. Arastirma
Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulundan izin alinarak (15.02.2011 tarih ve
2011-02-01 sayili karar) ve 2010 yilinda yayinlanan
Laboratuvar Hayvan Bakim ve Kullanim Kilavuzu’na
uygun olarak gerceklestirildi. Elde edilen doku ornek-
leri numaralandirilarak on islemleri yapildiktan sonra
taramal1 elektron mikroskop incelemesi tamamlandi.
Sonuglar kor yontemle bagimsiz iki uzman tarafindan
degerlendirilerek endotel hasar1 derecelendirildi.

Deney gruplari ve ameliyat teknigi

Calismada 3-4 aylik 300-400 gram agirligindaki 15
adet Wistar Albino cinsi disi sican kullanildi. Ketamin
hidroklorid (20 mg/kg i.m.) ve xylazine (15 mg/kg i.m)
ile anestezi uygulandi. Median laparotomi ile batina
ulagtiktan sonra abdominal aort eksplore edilip donuildu
ve askiya alindi. Abdominal aort distaline atravmatik
mikrovaskiler 0.5 bulldog klemp (Micro De Bakey
Newton, Malden, MA, USA) kondu. Ortalama anasto-
moz siiresi olan 10 dakika beklendi. On dakika sonunda
atravmatik mikrovaskiiler klemp ile oklude edilmig
olan abdominal aort alanindan yaklagik 15 mm’lik
kesit eksize edildi. Damar 120 derece Potts (Potts De
Martel, Aesculap BC648R) makasla longitudunal olarak
kesilerek agild1 ve soguk salinle yikanarak arindirildi.
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Ardindan endotel yuzeyi hazirlanan fiksasyon solus-
yonu ile temas edecek sekilde mantar levhalar tizerine
7/0 prolen dikigler ile dikildi. Mikrovaskiler klemp
uygulanan bu grup (MV grubu) calisma grubu olarak
kabul edildi.

Sonrasinda laparotomi proksimaline dogru kesi
genigletilerek torakal aorta ulagsildi. Torakal aort eks-
plore edildi. Kesit alinan bolgenin proksimalindeki
bolgeden yaklasik 15 mm’lik segment kesilerek alindi.
Alinan damar segmenti 120 derece Potts (Potts De
Martel, Aesculap BC648R) makas ile longitudunal
olarak kesilerek endotel ylizeyi fiksasyon soliisyonu
ile temas edecek sekilde mantar levahalar uizerine 7/0
prolen dikisler ile dikildi. Bu grup kontrol grubu olarak
kabul edildi.

Alinan doku ornekleri %5’1ik gluteraldehit (0.13 M
fosfat tamponu icinde, pH7.2 ile dort saat +4 °C’de fikse
edildi. Ikincil fiksasyon %1’lik OsO4 (0.13 M fosfat
tamponu i¢inde, pH7.2) ile bir saat suire ile +4 °C’de
yapildi. Dereceli alkollerde dehidrate edilen ornekler
sirast ile 3/1, 2/2, 1/3 alkol/amil asetat karisitmindan
gecirilerek saf amil asetat icerisinde iki giin bekletildi.
Amil asetatta iki giin bekletilen parcalar Baltec SCD
005 Spotter Coater (Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein)
kritik nokta kurutucusunda kurutuldu. Daha sonra
Baltec CPD 030 Critical Point Dryer kaplama cihazinda
(Point Dryer; Bal-Tec, Witten/Ruhr, Germany) altin-
paladyum ile kaplanda.

Her ornekteki endotel yuzey Carl Zeiss EVO 40
scanning elektron mikroskop, (Carl Zeiss SMT AG,
Germany) ile kor olarak incelendi.

Endotel tabaka hasarmin histomorfolojik
siiflamasi

Hasar yok: Endotel hiicreleri birbiri ile temas halin-
de, hiicre iceriginde degisiklik ve ¢apinda azalma yok.
Trombosit ve diger kan hiicrelerinin endotele adezyonu
var veya yok.

Tip 1 hasar: Tum endotel yuzeyde endotel hiicre-
sinde butunliuk korunurken, endotel huicreleri birbiri ile
temas halinde, hiicre igeriginde degisiklik ve capinda
azalma (yassilagsma) olugmasi, trombosit ve diger kan
hiicrelerinin endotele adezyonu.

Tip 2 hasar: Hucrelerin birlesme yerlerinden ayrilma
ve endotel huicrelerinde izole yokluk.

Tip 3 hasar: Endotel hiicrelerinin soyulmasi ile bera-
ber subendotel dokunun ortaya ¢cikmasi.

Istatistiksel analiz

Tum veriler Windows icin SPSS (SPSS, Inc, Chicago,
USA) 13.0 versiyon paket programi ile istatistiksel
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Sekil 1. Kontrol grubuna ait taramali elektronmikrograf. Endotel

huicrelerinin lumeni kesintisiz kapladig1 gorulmektedir. Endotel
hiicre gekirdekleri belirgindir.

olarak degerlendirildi. Gruplar arasi karsilagtirma-
da Mann-Withney U testi kullanildi. P<0.05 degerler
anlamli fark olarak kabul edildi.

BULGULAR

Kontrol ve MV grubundaki deneklerden alinan
damar orneklerinin taramali elektron mikroskopta ince-
lenerek kullanilan siniflandirma kriterlerine gore almig
olduklar1 degerler Tablo 1°de verilmigtir.

Kontrol grubuna ait 6rneklerde normal damar lime-
ni yapist gozlendi. Endotel butunluginin tam olarak
korundugu ve hasar olmadig: saptandi. Endotel hiicre-
leri fuziform ya da romboid seklinde idi. Cekirdekler,
oval kabarikliklar seklinde gozlendi. Endotel hiicre
sinirlar1 saglamdi. Kan hiicrelerinde adezyon ve lokalize
fibrin birikintileri saptand: (Sekil 1, 2). Tum bulgular
‘endotel hasar1 yok’ olarak degerlendirildi (Tablo 1).

Mikrovaskiller klemp uygulanan grupta tim ornek-
lerde endotel hasar1 saptandi. Bir drnekte endotel hiic-
relerinde soyulma ve subendotel dokunun ortaya ¢iktigi
tip 3 hasar goruldu (Sekil 3). Elde edilen 15 ornekten
dort tanesinde tip 2 hasar (Sekil 4) ve 10 tanesinde
tip 1 hasar (Sekil 5) goruldu. Bu gruptaki tum ornek-
lerin endotel hiicrelerinde klemp uygulamasina bagli
yassilasma goruldu (Sekil 6). Bu gruptaki orneklerde
kan hiucrelerinin adezyonu ve fibrin birikimi kontrol
grubuna kiyasla daha fazla idi.

TARTISMA

Koroner cerrahisinin temel prensiplerinden biri de,
kusursuz koroner anastomoz olusturulmasidir. Atan
kalpte koroner cerrahisinde en Oonemli sorunlardan biri
de arteriyotomiden olan kanama nedeni ile anastomoz
alaninda goruisun bozulmasidir. Cerrahi alandaki kan,

Wam BT =000 W

i -

BgrmA=SE1  Ouie § May 2011
WO=Z80mm  Vacusm Wade = High Vacuun

Sekil 2. Kontrol grubuna ait taramali elektronmikrograf. Endotel
huicreleri arasinda ayrilma yok.

dikis islemi esnasinda gormeyi zorlastirarak anasto-
moz kalitesini dugiirmekte ve cerrahi travma olasiligini
artirmaktadir.” Anastomoz esnasinda goruigii saglamak
icin genellikle nativ damarin kan akimi kesilmektedir.
Bu amacla, koroner damarin etrafindan elastik dikis
gecirilerek sikilmasi veya mikrovaskiler klemp kulla-
nilarak damarin ¢evre dokularla beraber sikistirilmasi
uygulanmaktadir.'?) Nativ damarin kan akiminin kesil-
mesine ragmen koroner kollaterallerden gelen kan akimi
nedeniyle anastomoz bolgesi kanlanir. Bu akimi kesmek
icin arteriyotomi distalinin de mikrovaskiler klemp ile
oklude edilmesi gerekebilir. Ancak, ge¢ donem darlik
gelisimi ve histopatolojik incelemelerle endotel veya inti-
mal hasarlanmanin gosterilmesi nedeni ile arteriyotomi

Tablo 1. MV grubu ve kontrol grubu deneklerin endotel
ylizey hasarinin degerlendirmesi

Denek no MYV grubu Kontrol grubu
(Grup 1) (Grup 2)
1 ++ +
2 ++ +
3 44+ +
4 +++ +
5 ++ +
6 ++ +
7 ++ +
8 ++ +
9 ++ +
10 ++ +
11 ++ +
12 +++ +
13 +++ +
14 +++ +
15 ++ +

+: Hasar yok; ++: Tip 1 hasar; +++: Tip 2 hasar; ++++: Tip 3 hasar
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Sekil 3. Mikrovaskiiler klemp uygulanan grubun taramali elektronmikrografisi. Endotel hiicreler arasindaki baglan-
tilarin koptugu ve yer yer subendotelyal dokunun ortaya ¢iktig1 gorulmektedir. Bu ornekte fibrin ve hiicre birikimi

oldukga belirgindir. Tip 3 hasar.

distaline mikrovaskiiler klemplerle okliizyon yapilma-
sindan kaginilmasi gerektigi bilinmektedir.™

Vaskiller hemostazda endotel butunlugu en onemli
kriterdir.>®) Hemostazin saglanmasinda vaskiiler endo-
tel hiicresinin bir¢ok rolui vardir. Membran permeabi-
litesinin kontrolii, vaskiiler tonusun nitrik oksit (NO)
salgilanarak ayarlanmasi, endotel kaynakli gevsetici
faktor salgilanmasi, vaskiiler endotel huicresi tarafindan
gerceklestirilmektedir.”! Endotel hiicreleri, vaskuler duz
kas buyume faktorlerini ve dolayisi ile de kasin buyu-
mesini kontrol eder.® Ayrica fiziksel bir bariyer olarak
kan pihtilagma faktorleri ve subendotel yerlesimli ele-
manlarin etkilesiminde kontrol saglar. Endotel hiicre
hasar1 butiin bu hassas dengeyi bozarak trombosit adez-
yonu, aggregasyonu ve degraniilasyonuna neden olur.”
Bu durum kan akimi azalmasinda tromboza neden olur.

o i
Sekil 4. Mikrovaskiiler klemp uygulanan grubun taramali elekt-
ronmikrografisi. Endotel hiicreleri arasinda minimal ayrilma
dikkati cekmektedir. Hucre birikimi yogun. Tip 2 hasar.

SgralA=SE1  Dote § May 2011
WO = 240w Watuum Mode = High Vasuum
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Bunlara ek olarak trombositlerden salgilanan ‘plateled-
derived growth factor’ (PDGF) gibi potent mitojenlere
bagli olarak duiz kas hiicrelerinden intimaya gog ve pro-
liferasyon gorulur."o!!

Ip ve ark." koroner endoteldeki hasarlanmayi tig tip
olarak siniflandirmig ve ozellikle tip 3 hasarin koroner
arterlerde darliga ve tikanmaya neden olabilecegini
bildirmiglerdir. Ip ve ark.nin""? siniflamasinda endotel
hasarlanma; tip 1: endotel tabakada fonksiyonel degi-
siklige ragmen normal morfoloji, tip 2: endotel taba-
kada huicresel ayrilma lokal soyulma ve intimal hasar
olugmasina ragmen internal elastik lamina ve media
tabakasinin saglam kalmasi, tip 3: endotel tabakada
soyulmayla beraber subendotelyal dokunun ortaya ¢ik-
mast; intimal ve medial hasar olarak tanimlanmistir.
Okazaki ve ark.nin!'¥ ¢aligmasinda ise endotel hasari

Mom EHT = 2000 WV
Mags 150KX WO=JMOmm  Veduum Meds = High Vesusm

Sekil 5. Mikrovaskiller klemp uygulanan grubun taramali elekt-
ronmikrografisi. Endotel hiicreleri arasinda konneksiyon korun-
mus, ancak hiicrelerde yassilagma belirgin. Tip 1 hasar.
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Sekil 6. Mikrovaskiler klemp uygulanan grubun taramali elekt-

ronmikrografisi. Solda klemp uygulanan alandaki huicrelerin yas-
silagtig1 goruluyor.

bes evre olarak siniflandirilmistir. Bu siniflamada;
evre 1: normal morfoloji, evre 2 ve 3: kan hucreleri-
nin az veya yaygin adezyonu (tip 1 hasarin karsilig),
evre 4: endotel hiicrelerinde seyrek izole ayrilma (tip 2
hasar karsilig1), evre 5: yaygin endotel hiicresi yoklugu
(tip 3 hasar karsiligr) olarak tanimlanmistir. Ozellikle
tip 3 (evre 5) hasar gelisimi ile subendotel tabakanin
yaygin olarak ortaya ¢ikmasi, kan elemanlarinin bu
tabaka ile temasi sonucu trombosit agregasyonuna ve
trombus olugsmasina neden olacak, PDGF gibi mitojen
faktorlerle duz kas proliferasyonu ve gocunu tetikleye-
cek, bunlarin sonucu olarak da koroner cerrahi sonrasi
erken ya da ge¢ donemde anastomoz alaninda darlik
veya tikanmaya yol acabilecektir.>¢!12 Vurgulanmasi
gereken onemli bir diger konu da, koroner cerrahisi
uygulanan insanlarin kalplerindeki damarlarin ate-
rosklerotik olmasi nedeni ile endotel fonksiyon bozuk-
lugunun zaten var olmasidir.'! Kullanilan ek yontem-
ler de zaten var olan endotel fonksiyon bozuklugunu
daha da artiracaktir. Deneysel hayvan modeli calis-
malarinda aterosklerotik damar endotelinden farkl
olan normal damar endoteli kullanilmaktadir ve dogal
olarak normal endotelin huicresel yanit1 aterosklerotik
endotelin yanitindan farkli olacaktir.

Gertz ve ark.'! caligmalarinda, tavsan karotis arter-
lerine gecici cerrahi klip ile okliizyon uygulamasinin
endotel hiicre hasari olusturma potansiyelini tarama
ve kesit elektron mikroskopisi incelemesi ile aragtir-
miglardir. Cerrahi klip uygulanan bolgenin elektron
mikroskopisinde, endotel hiicrelerinde krater olugmasi
ve hiicre gsigmesi, endotel hiicrelerinde yassilagma, hiic-
reler aras1 konneksiyonun kaybolmasi ve endotel hiicre
soyulmasi1 gozlemlenmistir. Bu bulgular bizim ¢aligma-
mizla uyumludur. Ayrica bu bulgulara daha ¢ok klemp

uygulanan bdlgenin distalinde rastlanmigtir ve ilerleyen
strecte tromboza ve restenoza neden olabilecegi bildi-
rilmigtir.!'!

Hayvan modelleri, insanlarda iskemik kalp hasta-
Iiklarinin patogenezinin ve iyilesme surecinin daha iyi
anlagilabilmesi icin on araclar olacak sekilde tasarlan-
mustir. Ayrica hayvan modelleri, hem etik hem de pratik
nedenlerden dolay1 yeni tani ve tedavi edici yontemleri
gelistirmek ve test etmek i¢in tek yoldur. Arastirmaci
hayvan modellerinde; turleri, tedavi suresi ve yonte-
mini, serum Orneklerini, doku orneklerini ve en uygun
kosullarda ol¢um icin gerekli diger malzemeleri segme
sans1 vardir. Bu olanaklar1 saglamak insan deneklerle
yapilan calismalarda imkansiz olmasa da ¢ok zordur.
Cok sayida arastirmaci, iyi tanimlanmis genetik harita
1s1iginda kalp ve damar hastaliklar: ile ilgili deneysel
aragtirmalar icin hayvan modeli olarak sican kullan-
maya baglamistir. Biz daha once yayinlanan atan kalpte
koroner cerrahisi esnasinda koroner anastomoz alaninin
filtre edilmis hava ile kandan arindirilmasinin koroner
endotel uzerine etkisinin arastirildigi calismamizda
dal'®! hayvan modeli olarak “Mongrel kopek” kullan-
migtik. Sonug olarak; vaskiler endotel, tum canlilarda
damarlarin i¢ yuzeyini kaplamakta ve histomorfolojik
ve vazoaktif fonksiyonlar1 agisindan canli turiine veya
kapladigi damar turtne gore farklilik gostermemek-
tedir. Bu nedenle hayvan modeli olarak sican modeli
abdominal aort endoteli veya kopek modeli koroner
arter endoteli arasinda fark olmadigi dusuniilerek ve
etik olarak sican modeline ulasmanin daha kolay oldu-
gu goz onune alinarak ¢alisma sican modeli tizerinde
planlandi.

Hangler ve ark.nin"! kalp nakline giden hastalar-
da gerceklestirdigi son calismada, intrakoroner sant
yerlestirilmesi igleminin, koroner damarin etrafindan
elastik dikis gecirilerek sikilmasi yontemi ile kargilas-
tirildiginda istatistiksel olarak yiiksek oranda endotel
hasar1 ve plak rupturiine neden oldugu bildirilmigtir.
Bu caligmanin alt grubunda ise kontrol grubu olarak
alinan sant veya koroner damarin etrafindan elastik
dikis gecirilerek sikma islemi uygulanmayan bol-
gedeki koroner endotelde orta (tip 2) veya siddetli
(tip 3) derecede endotel hasarina rastlanmamigtir.
Koroner okluzyon icin damarin etrafindan elastik
dikis gecirilerek sikma iglemi uygulanan grupta ise
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yuiksek oran-
da endotel hasar1 gozlemlenmigtir. Bu da bizim sican
modeli uzerinde gergeklestirdigimiz deneyin sonucu
ile uyumludur. Bizim ¢aligmamizda, mikrovaskiler
klemp uygulanan orneklerin %66.7’sinde tip 1 endotel
hasari, %26.6’sinda tip 2 hasar ve %6.6’sinda da tip
3 hasar tespit edildi. Bu gruptaki tum orneklemeler-
de ayrica endotel hiicrelerinde yassilagma gozlendi.
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Kontrol grubundaki higbir drnekte ise endotel hasari
veya huicrelerde yassilasma gozlenmedi. Mikrovaskuler
klemp uygulanan grupla kontrol grubu arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli fark saptandi.

Sonug olarak, atravmatik mikrovaskiler klemp ile
okluzyon saglanmas: vaskiler endotelde mutlak bir
hasara ve endotel hiicrelerinin yapisinin degismesine
neden olmaktadir. Endotel hiicre hasar1 da erken veya
ge¢ donemde tromboza veya restenoza neden olabilmek-
tedir. Atan kalpte koroner arter cerrahisinde, ozellikle
anastomoz distaline klemp uygulamasindan kaginmali
ve daha guivenli okluzyon materyalleri gelistirilinceye
kadar mikrovaskiiler klemp uygulamasi 6zenli bir sekil-
de yapilmalidir.

Cikar cakismasi beyam

Yazarlar bu yazinin hazirlanmasi ve yayinlanmasi
asamasinda herhangi bir c¢ikar cakismasi olmadigini
beyan etmiglerdir.

Finansman

Yazarlar bu yazinin arastirma ve yazarlik siirecinde
herhangi bir finansal destek almadiklarini beyan etmis-
lerdir.
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