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Mikrovasküler klemp ile sıçan aortu oklüzyonunun vasküler endotel hasarı 
oluşturma etkisinin incelenmesi: Deneysel çalışma
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Amaç: Bu çalışmada atravmatik mikrovasküler damar 
klempi ile sıçan aortu oklüde edilerek, endotel hasarının 
potansiyel etkisi araştırıldı.

Ça­lış­ma pla­nı: Çalışmada 15 adet ağırlıkları 300-400 gr 
olan 3-4 aylık Wistar Albino cinsi dişi sıçan uyutuldu ve 
abdominal aortu median lapaorotomi ile alındı. Abdominal 
aort distal segmentine mikrovasküler klemp konuldu. 
Yaklaşık olarak 10 dakika sonunda oklüde edilen segment 
mikrovasküler klemp ile birlikte çıkarıldı ve klemp grubu 
olarak kabul edildi. İnsizyon proksimale doğru uzatılarak 
torakal aort eksplore edildi. Torasik aort segment örnek-
leri, kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu iki örnekleme 
grubu taramalı elektron mikroskop incelemesine hazırlan-
dı. İnceleme tek kör yöntemle yapıldı ve sonuçlar istatistik-
sel değerlendirmeyle yorumlandı.

Bulgular: Kontrol grubundaki hiçbir örnekte endotel hasa-
rı saptanmadı. Mikrovasküler klemp grubundaki 10 örnek-
te tip 1 hasar (%66.7), dört örnekte tip 2 hasar (%26.6), bir 
örnekte tip 3 hasar (%6.6) saptandı. Mikrovasküler klemp 
grubuyla kontrol grubu arasında endotel hasarı oluşma-
sı açısından istatistiksel anlamlı fark olduğu belirlendi 
(p<0.001).

So­nuç: Mikrovasküler klemp ile vasküler oklüzyon sağ-
lanması, damar endotelinde hasara neden olmaktadır. 
Tip 2 ve tip 3 endotel hasarı endotel yüzeyi üzerinde kalıcı 
hasar oluşması nedeniyle erken veya geç dönem tromboz 
veya restenoza neden olabileceğini düşünüyoruz.
Anahtar sözcükler: Endotel hasarı; mikrovasküler klemp; tara-
malı 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 uygulamalarında en 
önemli sorunlardan biri, proksimal koroner arter oklüz-
yonuna rağmen arteriyotomiden olan kanama nedeni 
ile anastomoz alanında görüşün bozulmasıdır. Cerrahi 
alanda biriken kan, dikiş işlemi esnasında görmeyi zor-
laştırarak anastomoz kalitesini düşürmekte ve cerrahi 
travma olasılığını artırmaktadır. Anastomoz esnasında 
gerekli görüş alanı sağlamak için genellikle nativ dama-
rın kan akımı kesilmektedir. Bu amaçla, koroner dama-
rın etrafından elastik dikiş geçirilerek sıkılması veya 
mikrovasküler klemp kullanılarak damarın çevre doku-
larla beraber sıkıştırılması yöntemi uygulanmaktadır.[1,2]

Endotel, damar duvarı ile dolaşan kan arasında tek 
sıra endotel hücrelerinden oluşmuş fonksiyonel bir bari-
yerdir. Endotel hücreleri fizyolojik ve patolojik uyarılara 
yanıt olarak gevşetici ve kasıcı faktörler oluşturarak 
hemen altındaki damar düz kas hücrelerinin tonüsünü 
ayarlar. Normal endotel adeziv olmayan damar iç yüze-
yini devam ettirir. Endotel hasarı, endotelin normal 
düzenleyici özelliklerini bozar ve endotel disfonksiyo-
nu ile sonuçlanır. Klinik olarak endotel disfonksiyonu 
vazospasm, trombüs oluşması, ateroskleroz veya reste-
noz şeklinde kendini gösterebilir.[3,4]

GEREÇ VE YÖNTEMLER
Çalışma ileriye dönük kontrollü ve tek kör yön-

temle denek hayvanları olarak seçilen sıçanlar üze-
rinde yapılmak amacı ile projelendirildi. Araştırma 
Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan Deneyleri 
Etik Kurulundan izin alınarak (15.02.2011 tarih ve 
2011-02-01 sayılı karar) ve 2010 yılında yayınlanan 
Laboratuvar Hayvan Bakım ve Kullanım Kılavuzu’na 
uygun olarak gerçekleştirildi. Elde edilen doku örnek-
leri numaralandırılarak ön işlemleri yapıldıktan sonra 
taramalı elektron mikroskop incelemesi tamamlandı. 
Sonuçlar kör yöntemle bağımsız iki uzman tarafından 
değerlendirilerek endotel hasarı derecelendirildi.

Deney grupları ve ameliyat tekniği
Çalışmada 3-4 aylık 300-400 gram ağırlığındaki 15 

adet Wistar Albino cinsi dişi sıçan kullanıldı. Ketamin 
hidroklorid (20 mg/kg i.m.) ve xylazine (15 mg/kg i.m) 
ile anestezi uygulandı. Median laparotomi ile batına 
ulaştıktan sonra abdominal aort eksplore edilip dönüldü 
ve askıya alındı. Abdominal aort distaline atravmatik 
mikrovasküler 0.5 bulldog klemp (Micro De Bakey 
Newton, Malden, MA, USA) kondu. Ortalama anasto-
moz süresi olan 10 dakika beklendi. On dakika sonunda 
atravmatik mikrovasküler klemp ile oklüde edilmiş 
olan abdominal aort alanından yaklaşık 15 mm’lik 
kesit eksize edildi. Damar 120 derece Potts (Potts De 
Martel, Aesculap BC648R) makasla longitudunal olarak 
kesilerek açıldı ve soğuk salinle yıkanarak arındırıldı. 

Ardından endotel yüzeyi hazırlanan fiksasyon solüs-
yonu ile temas edecek şekilde mantar levhalar üzerine 
7/0 prolen dikişler ile dikildi. Mikrovasküler klemp 
uygulanan bu grup (MV grubu) çalışma grubu olarak 
kabul edildi.

Sonrasında laparotomi proksimaline doğru kesi 
genişletilerek torakal aorta ulaşıldı. Torakal aort eks-
plore edildi. Kesit alınan bölgenin proksimalindeki 
bölgeden yaklaşık 15 mm’lik segment kesilerek alındı. 
Alınan damar segmenti 120 derece Potts (Potts De 
Martel, Aesculap BC648R) makas ile longitudunal 
olarak kesilerek endotel yüzeyi fiksasyon solüsyonu 
ile temas edecek şekilde mantar levahalar üzerine 7/0 
prolen dikişler ile dikildi. Bu grup kontrol grubu olarak 
kabul edildi.

Alınan doku örnekleri %5’lik gluteraldehit (0.13 M 
fosfat tamponu içinde, pH7.2 ile dört saat +4 ºC’de fikse 
edildi. İkincil fiksasyon %1’lik OsO4 (0.13 M fosfat 
tamponu içinde, pH7.2) ile bir saat süre ile +4 ºC’de 
yapıldı. Dereceli alkollerde dehidrate edilen örnekler 
sırası ile 3/1, 2/2, 1/3 alkol/amil asetat karışımından 
geçirilerek saf amil asetat içerisinde iki gün bekletildi. 
Amil asetatta iki gün bekletilen parçalar Baltec SCD 
005 Spotter Coater (Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein) 
kritik nokta kurutucusunda kurutuldu. Daha sonra 
Baltec CPD 030 Critical Point Dryer kaplama cihazında 
(Point Dryer; Bal-Tec, Witten/Ruhr, Germany) altın-
paladyum ile kaplandı.

Her örnekteki endotel yüzey Carl Zeiss EVO 40 
scanning elektron mikroskop, (Carl Zeiss SMT AG, 
Germany) ile kör olarak incelendi.

Endotel tabaka hasarının histomorfolojik
sınıflaması
Hasar yok: Endotel hücreleri birbiri ile temas halin-

de, hücre içeriğinde değişiklik ve çapında azalma yok. 
Trombosit ve diğer kan hücrelerinin endotele adezyonu 
var veya yok.

Tip 1 hasar: Tüm endotel yüzeyde endotel hücre-
sinde bütünlük korunurken, endotel hücreleri birbiri ile 
temas halinde, hücre içeriğinde değişiklik ve çapında 
azalma (yassılaşma) oluşması, trombosit ve diğer kan 
hücrelerinin endotele adezyonu.

Tip 2 hasar: Hücrelerin birleşme yerlerinden ayrılma 
ve endotel hücrelerinde izole yokluk.

Tip 3 hasar: Endotel hücrelerinin soyulması ile bera-
ber subendotel dokunun ortaya çıkması.

İstatistiksel analiz
Tüm veriler Windows için SPSS (SPSS, Inc, Chicago, 

USA) 13.0 versiyon paket programı ile istatistiksel 
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olarak değerlendirildi. Gruplar arası karşılaştırma-
da Mann-Withney U testi kullanıldı. P<0.05 değerler 
anlamlı fark olarak kabul edildi.

BULGULAR
Kontrol ve MV grubundaki deneklerden alınan 

damar örneklerinin taramalı elektron mikroskopta ince-
lenerek kullanılan sınıflandırma kriterlerine göre almış 
oldukları değerler Tablo 1’de verilmiştir.

Kontrol grubuna ait örneklerde normal damar lüme-
ni yapısı gözlendi. Endotel bütünlüğünün tam olarak 
korunduğu ve hasar olmadığı saptandı. Endotel hücre-
leri fuziform ya da romboid şeklinde idi. Çekirdekler, 
oval kabarıklıklar şeklinde gözlendi. Endotel hücre 
sınırları sağlamdı. Kan hücrelerinde adezyon ve lokalize 
fibrin birikintileri saptandı (Şekil 1, 2). Tüm bulgular 
‘endotel hasarı yok’ olarak değerlendirildi (Tablo 1).

Mikrovasküler klemp uygulanan grupta tüm örnek-
lerde endotel hasarı saptandı. Bir örnekte endotel hüc-
relerinde soyulma ve subendotel dokunun ortaya çıktığı 
tip 3 hasar görüldü (Şekil 3). Elde edilen 15 örnekten 
dört tanesinde tip 2 hasar (Şekil 4) ve 10 tanesinde 
tip 1 hasar (Şekil 5) görüldü. Bu gruptaki tüm örnek-
lerin endotel hücrelerinde klemp uygulamasına bağlı 
yassılaşma görüldü (Şekil 6). Bu gruptaki örneklerde 
kan hücrelerinin adezyonu ve fibrin birikimi kontrol 
grubuna kıyasla daha fazla idi.

TARTIŞMA
Koroner cerrahisinin temel prensiplerinden biri de, 

kusursuz koroner anastomoz oluşturulmasıdır. Atan 
kalpte koroner cerrahisinde en önemli sorunlardan biri 
de arteriyotomiden olan kanama nedeni ile anastomoz 
alanında görüşün bozulmasıdır. Cerrahi alandaki kan, 

dikiş işlemi esnasında görmeyi zorlaştırarak anasto-
moz kalitesini düşürmekte ve cerrahi travma olasılığını 
artırmaktadır.[2] Anastomoz esnasında görüşü sağlamak 
için genellikle nativ damarın kan akımı kesilmektedir. 
Bu amaçla, koroner damarın etrafından elastik dikiş 
geçirilerek sıkılması veya mikrovasküler klemp kulla-
nılarak damarın çevre dokularla beraber sıkıştırılması 
uygulanmaktadır.[1,2] Nativ damarın kan akımının kesil-
mesine rağmen koroner kollaterallerden gelen kan akımı 
nedeniyle anastomoz bölgesi kanlanır. Bu akımı kesmek 
için arteriyotomi distalinin de mikrovasküler klemp ile 
oklüde edilmesi gerekebilir. Ancak, geç dönem darlık 
gelişimi ve histopatolojik incelemelerle endotel veya inti-
mal hasarlanmanın gösterilmesi nedeni ile arteriyotomi 

Tablo 1. MV grubu ve kontrol grubu deneklerin endotel 
yüzey hasarının değerlendirmesi

	Denek no
	

	 1
	 2
	 3
	 4
	 5
	 6
	 7
	 8
	 9
	 10
	 11
	 12
	 13
	 14
	 15

+: Hasar yok; ++: Tip 1 hasar; +++: Tip 2 hasar; ++++: Tip 3 hasar

 Kontrol grubu
(Grup 2)

 +
 +
 +
 +
 +
 +
 +
 +
 +
 +
 +
 +
 +
 +
 +

 MV grubu
(Grup 1)

++
++

++++
+++
++
++
++
++
++
++
++

+++
+++
+++
++

Şekil 1. Kontrol grubuna ait taramalı elektronmikrograf. Endotel 
hücrelerinin lümeni kesintisiz kapladığı görülmektedir. Endotel 
hücre çekirdekleri belirgindir.

Şekil 2. Kontrol grubuna ait taramalı elektronmikrograf. Endotel 
hücreleri arasında ayrılma yok.
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distaline mikrovasküler klemplerle oklüzyon yapılma-
sından kaçınılması gerektiği bilinmektedir.[2]

Vasküler hemostazda endotel bütünlüğü en önemli 
kriterdir.[5,6] Hemostazın sağlanmasında vasküler endo-
tel hücresinin birçok rolü vardır. Membran permeabi-
litesinin kontrolü, vasküler tonusun nitrik oksit (NO) 
salgılanarak ayarlanması, endotel kaynaklı gevşetici 
faktör salgılanması, vasküler endotel hücresi tarafından 
gerçekleştirilmektedir.[7] Endotel hücreleri, vasküler düz 
kas büyüme faktörlerini ve dolayısı ile de kasın büyü-
mesini kontrol eder.[8] Ayrıca fiziksel bir bariyer olarak 
kan pıhtılaşma faktörleri ve subendotel yerleşimli ele-
manların etkileşiminde kontrol sağlar. Endotel hücre 
hasarı bütün bu hassas dengeyi bozarak trombosit adez-
yonu, aggregasyonu ve degranülasyonuna neden olur.[9] 

Bu durum kan akımı azalmasında tromboza neden olur. 

Bunlara ek olarak trombositlerden salgılanan ‘plateled-
derived growth factor’ (PDGF) gibi potent mitojenlere 
bağlı olarak düz kas hücrelerinden intimaya göç ve pro-
liferasyon görülür.[10,11]

Ip ve ark.[12] koroner endoteldeki hasarlanmayı üç tip 
olarak sınıflandırmış ve özellikle tip 3 hasarın koroner 
arterlerde darlığa ve tıkanmaya neden olabileceğini 
bildirmişlerdir. Ip ve ark.nın[12] sınıflamasında endotel 
hasarlanma; tip 1: endotel tabakada fonksiyonel deği-
şikliğe rağmen normal morfoloji, tip 2: endotel taba-
kada hücresel ayrılma lokal soyulma ve intimal hasar 
oluşmasına rağmen internal elastik lamina ve media 
tabakasının sağlam kalması, tip 3: endotel tabakada 
soyulmayla beraber subendotelyal dokunun ortaya çık-
ması; intimal ve medial hasar olarak tanımlanmıştır. 
Okazaki ve ark.nın[13] çalışmasında ise endotel hasarı 

Şekil 3. Mikrovasküler klemp uygulanan grubun taramalı elektronmikrografisi. Endotel hücreler arasındaki bağlan-
tıların koptuğu ve yer yer subendotelyal dokunun ortaya çıktığı görülmektedir. Bu örnekte fibrin ve hücre birikimi 
oldukça belirgindir. Tip 3 hasar.

Şekil 4. Mikrovasküler klemp uygulanan grubun taramalı elekt-
ronmikrografisi. Endotel hücreleri arasında minimal ayrılma 
dikkati çekmektedir. Hücre  birikimi yoğun. Tip 2 hasar.

Şekil 5. Mikrovasküler klemp uygulanan grubun taramalı elekt-
ronmikrografisi. Endotel hücreleri arasında konneksiyon korun-
muş, ancak hücrelerde yassılaşma belirgin. Tip 1 hasar.
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beş evre olarak sınıflandırılmıştır. Bu sınıflamada; 
evre 1: normal morfoloji, evre 2 ve 3: kan hücreleri-
nin az veya yaygın adezyonu (tip 1 hasarın karşılığı), 
evre 4: endotel hücrelerinde seyrek izole ayrılma (tip 2 
hasar karşılığı), evre 5: yaygın endotel hücresi yokluğu 
(tip 3 hasar karşılığı) olarak tanımlanmıştır. Özellikle 
tip 3 (evre 5) hasar gelişimi ile subendotel tabakanın 
yaygın olarak ortaya çıkması, kan elemanlarının bu 
tabaka ile teması sonucu trombosit agregasyonuna ve 
trombüs oluşmasına neden olacak, PDGF gibi mitojen 
faktörlerle düz kas proliferasyonu ve göçünü tetikleye-
cek, bunların sonucu olarak da koroner cerrahi sonrası 
erken ya da geç dönemde anastomoz alanında darlık 
veya tıkanmaya yol açabilecektir.[2,6,11,12] Vurgulanması 
gereken önemli bir diğer konu da, koroner cerrahisi 
uygulanan insanların kalplerindeki damarların ate-
rosklerotik olması nedeni ile endotel fonksiyon bozuk-
luğunun zaten var olmasıdır.[14] Kullanılan ek yöntem-
ler de zaten var olan endotel fonksiyon bozukluğunu 
daha da artıracaktır. Deneysel hayvan modeli çalış-
malarında aterosklerotik damar endotelinden farklı 
olan normal damar endoteli kullanılmaktadır ve doğal 
olarak normal endotelin hücresel yanıtı aterosklerotik 
endotelin yanıtından farklı olacaktır.

Gertz ve ark.[15] çalışmalarında, tavşan karotis arter-
lerine geçici cerrahi klip ile oklüzyon uygulamasının 
endotel hücre hasarı oluşturma potansiyelini tarama 
ve kesit elektron mikroskopisi incelemesi ile araştır-
mışlardır. Cerrahi klip uygulanan bölgenin elektron 
mikroskopisinde, endotel hücrelerinde krater oluşması 
ve hücre şişmesi, endotel hücrelerinde yassılaşma, hüc-
reler arası konneksiyonun kaybolması ve endotel hücre 
soyulması gözlemlenmiştir. Bu bulgular bizim çalışma-
mızla uyumludur. Ayrıca bu bulgulara daha çok klemp 

uygulanan bölgenin distalinde rastlanmıştır ve ilerleyen 
süreçte tromboza ve restenoza neden olabileceği bildi-
rilmiştir.[15]

Hayvan modelleri, insanlarda iskemik kalp hasta-
lıklarının patogenezinin ve iyileşme sürecinin daha iyi 
anlaşılabilmesi için ön araçlar olacak şekilde tasarlan-
mıştır. Ayrıca hayvan modelleri, hem etik hem de pratik 
nedenlerden dolayı yeni tanı ve tedavi edici yöntemleri 
geliştirmek ve test etmek için tek yoldur. Araştırmacı 
hayvan modellerinde; türleri, tedavi süresi ve yönte-
mini, serum örneklerini, doku örneklerini ve en uygun 
koşullarda ölçüm için gerekli diğer malzemeleri seçme 
şansı vardır. Bu olanakları sağlamak insan deneklerle 
yapılan çalışmalarda imkânsız olmasa da çok zordur. 
Çok sayıda araştırmacı, iyi tanımlanmış genetik harita 
ışığında kalp ve damar hastalıkları ile ilgili deneysel 
araştırmalar için hayvan modeli olarak sıçan kullan-
maya başlamıştır. Biz daha önce yayınlanan atan kalpte 
koroner cerrahisi esnasında koroner anastomoz alanının 
filtre edilmiş hava ile kandan arındırılmasının koroner 
endotel üzerine etkisinin araştırıldığı çalışmamızda 
da[16] hayvan modeli olarak “Mongrel köpek” kullan-
mıştık. Sonuç olarak; vasküler endotel, tüm canlılarda 
damarların iç yüzeyini kaplamakta ve histomorfolojik 
ve vazoaktif fonksiyonları açısından canlı türüne veya 
kapladığı damar türüne göre farklılık göstermemek-
tedir. Bu nedenle hayvan modeli olarak sıçan modeli 
abdominal aort endoteli veya köpek modeli koroner 
arter endoteli arasında fark olmadığı düşünülerek ve 
etik olarak sıçan modeline ulaşmanın daha kolay oldu-
ğu göz önüne alınarak çalışma sıçan modeli üzerinde 
planlandı.

Hangler ve ark.nın[17] kalp nakline giden hastalar-
da gerçekleştirdiği son çalışmada, intrakoroner şant 
yerleştirilmesi işleminin, koroner damarın etrafından 
elastik dikiş geçirilerek sıkılması yöntemi ile karşılaş-
tırıldığında istatistiksel olarak yüksek oranda endotel 
hasarı ve plak rüptürüne neden olduğu bildirilmiştir. 
Bu çalışmanın alt grubunda ise kontrol grubu olarak 
alınan şant veya koroner damarın etrafından elastik 
dikiş geçirilerek sıkma işlemi uygulanmayan böl-
gedeki koroner endotelde orta (tip 2) veya şiddetli 
(tip 3) derecede endotel hasarına rastlanmamıştır. 
Koroner oklüzyon için damarın etrafından elastik 
dikiş geçirilerek sıkma işlemi uygulanan grupta ise 
kontrol grubuna göre istatistiksel olarak yüksek oran-
da endotel hasarı gözlemlenmiştir. Bu da bizim sıçan 
modeli üzerinde gerçekleştirdiğimiz deneyin sonucu 
ile uyumludur. Bizim çalışmamızda, mikrovasküler 
klemp uygulanan örneklerin %66.7’sinde tip 1 endotel 
hasarı, %26.6’sında tip 2 hasar ve %6.6’sında da tip 
3 hasar tespit edildi. Bu gruptaki tüm örneklemeler-
de ayrıca endotel hücrelerinde yassılaşma gözlendi. 

Şekil 6. Mikrovasküler klemp uygulanan grubun taramalı elekt-
ronmikrografisi. Solda klemp uygulanan alandaki hücrelerin yas-
sılaştığı görülüyor.
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Kontrol grubundaki hiçbir örnekte ise endotel hasarı 
veya hücrelerde yassılaşma gözlenmedi. Mikrovasküler 
klemp uygulanan grupla kontrol grubu arasında istatis-
tiksel olarak anlamlı fark saptandı.

Sonuç olarak, atravmatik mikrovasküler klemp ile 
oklüzyon sağlanması vasküler endotelde mutlak bir 
hasara ve endotel hücrelerinin yapısının değişmesine 
neden olmaktadır. Endotel hücre hasarı da erken veya 
geç dönemde tromboza veya restenoza neden olabilmek-
tedir. Atan kalpte koroner arter cerrahisinde, özellikle 
anastomoz distaline klemp uygulamasından kaçınmalı 
ve daha güvenli oklüzyon materyalleri geliştirilinceye 
kadar mikrovasküler klemp uygulaması özenli bir şekil-
de yapılmalıdır.
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