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OZET

Amag: Bu projenin amaci, ¢oklu kuyucuklu organ banyosu (MuWOB) modelinin
modifiye ederek gelistirmek ve bu yontemi klasik organ banyosu sonuglari ile

karsilastirmaktir.

Yontem: 96°lik plate’ler, plate’in altindan teleobjektif takilmis monokron 10Mp
¢cozlinirliikte kamera ile goriintilenmektedir. Kameranin plate’e uzakligi aynalar
kullanilarak daha kii¢iik bir alana indirgenmistir. Alinan goriintiiden yazilim araciliiyla
damarlarin pikselleri sayilip, bu veri damarin fizyolojik yanitlarin1 belirlemede
kullanilmistir. Damar fizyolojik yanitlari olarak kasiima yanutlari (fenilefrinle 10*-10°
M kiimiilatif ve 68 mM KCI ile) ve gevseme yanitlari (asetilkolin 10™*-10° M kiimiilatif
ve SNP (sodyum nitroprussid) 10™*-10° M kiimiilatif) 6l¢iilmiistiir.

Bulgular: Modifiye ettigimiz MuWOB sisteminde, distorsiyonun ortadan kalktigi,
neredeyse tiim kuyucuklardan goriintii alinabildigi ortaya ¢ikmistir. Kameradan elde
edilen gorintiiler karsilastirildiginda, modifiye MuWOB ile plate'in neredeyse tiimiinde
net bir bi.imde goriintii elde edilebilmistir. Endotelin ne derece korunduguna iliskin
karsilastirmada ise, modifiye MuWOB sisteminde endotel yanitlarinin klasik organ
banyosu sonuglarina goére daha 1yi korundugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda kuyucuklarda,
gazlanmis ve gazlanmamis Krebs soliisyonu kullanimi agisindan anlamli bir fark
bulunamamaistir. Modifiye MuWOB sisteminde alttan goriintiinleme saglanarak kirilma

indisinin etkisi ortadan kaldirilmistir

Sonu¢: Organ banyosuna alternatif olmaya aday MuWOB sisteminin, klasik organ
banyosuna gore avantajlari bulunmaktadir. Bizim gelistirdigimiz modifiye MuWOB

sistemi de MuWOB’un pratikte kullanilabilirligini artirilmasina ve ticarilestirilmesine

katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: organ banyosu, kuyucuk, aort



ABSTRACT

Objective: The aim of this project is to modify and improve the multi-well organ bath

(MuWOB) model and compare this method with the results of classical organ bath.

Method: 96-well plates are displayed with a lens fitted monochron 10 Mp resolution
camera attached to the bottom of the plate. The distance of the camera to the plate is
reduced to a smaller area using mirrors. The pixels of the vessels were counted from the
downloaded image. This data was used to determine the physiological responses of the
vessel. Contraction responses (phenylephrine 10™'-10° M cumulative and 68 mM KCI)
and relaxation responses (acetylcholine 10*-10° M cumulative and SNP (sodium
nitroprusside) 10™-10"® M cumulative) were measured as physiological responses of the

vessel.

Results: In the modified MuWOB system, distortion disappeared and images were
obtained from almost all wells. Comparing the images obtained from the camera, the
modified MuWOB was able to produce a clear image in almost all of the plate. In the
comparison of the degree of protection of endothelium, it was observed that endothelial
responses were better preserved in the modified MuWOB system compared to classical
organ bath results. Also, there was no significant difference in the use of gassed and
non-gassed Krebs solution in the wells. In the modified MuWOB system, the effect of

the refractive index was eliminated by providing visualization from the bottom.

Conclusion: The MuWOB system, which is an alternative to an organ bath, has
advantages over a conventional organ bath. The modified MuWOB system that we
developed can also contribute to the practical use and commercialization of MuWOB.

Key words: organ bath, well, aorta



ICINDEKILER

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SEKILLER DiZziNi

SIMGELER ve KISALTMALAR

1. GIRIS

2. GENEL BILGILER
2.1. Normal Arter Yapist
2.1.1 Endotel Yapis1 ve Fonksiyonlari
2.1.2. Diiz Kas Hiicresi
2.1.3. Adventisyum
2.1.4. Periadventisyal Adipoz Doku
2.2. Arteriyel Toniis Regiilasyonu
2.2.1. Endotel Tiirevi Kasic1 Faktorler
2.2.2. Ex-vivo Kasic1 Yanitlar
2.2.3. Endotel Tiirevi Vazodilator Faktorler
2.2.4. Ex-vivo Gevsetici Yanitlar
2.3. Klasik Izole Organ Banyosu Deneyleri
2.3.1. Izole Damar Halka Parcalar1
2.3.2. Kaniile Edilmis Perfiize Sistemlerin Kullanildig1 Izole Damar Parcalar
2.4. Vaskiiler Diiz Kasta Kasilma Mekanizmalari
2.4.1. Diiz Kasta Ca®* Bagimli Kasilma

2.4.2. Ca®* Duyarlilagtirict Mekanizma ve Diiz Kas Kasilmasi

vii

12
13
15
17
18
18
20



2.5. Vaskiiler Diiz Kasta Gevseme Mekanizmalari

3. GEREC ve YONTEM
4. BULGULAR

5. TARTISMA

6. SONUC ve ONERILER
KAYNAKLAR

OZGECMIS

21

23

25

36

39

40

45



Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 4.1a
Sekil 4.1b
Sekil 4.2a
Sekil 4.2b

Sekil 4.3a

Sekil 4.3b

Sekil 4.4

SEKILLER DIiZINi

Normal bir arterdeki duvar katmanlarinin sematik gosterimi

Anjiyotensin  doniistiiriici  enzim (ACE)/ACE-2 etkisi ve

biyoaktif anjiyotensin peptidlerinin sentezi
NO sentezi ve vaskiiler diiz kas hiicresinin gevsemesi

Halka seklinde kesilmis damar preparatlarinin organ banyosuna

yerlestirilmesi

Bir perflizyon sisteminin sematik diyagrami

Diiz kasta kasilmanin diizenlenmesi

Vaskiiler diiz kasta vazodilatasyonun diizenlenmesi
Multi-well organ bath (MuWOB) sistemi

Modifiye MuWOB sistemi

MuWOB sisteminden goriintii

Modifiye MuWOB sisteminden goriintii

Rat abdominal aortasmnin organ banyosunda ve modifiye
MuWOB sistemindeki Fenilefrin  (FE)-Asetilkolin  (ACh)

konsantrasyon yanit egrileri

Borges ve arkadaslarinin olusturdugu Multi-well organ bath
(MuWwOB) sistemindeki Fe-ACh konsantrasyon yanit egrisi

Karisim gaziyla gazlanmis ve gazlanmamis rat abdominal aorta
preparatinin 70 mM KCI ¢ozeltisiyle olusturdugu kasilmalarin

karsilastirilmasi.

10

16

18

19

22

25

26

27

27

28

28

29



Sekil 4.5

Sekil 4.6

Sekil 4.7

Sekil 4.8

Sekil 4.9

Sekil 4.10.

MuWOB sistemindeki damar preparatinin yerleri ile Sekil
4.5b’deki  modifiye MuWOB sistemindeki  damarlarin

karsilastirilmasi.
Doku iizerinde bazal gerilim olusturulmasi.
Stok soliisyonlar i¢in 37°C derecede sabit 1sitma saglayan sistem

MuWOB ve modifiye MuWOB sistemleri arasinda goriintiileme

sistemlerinin karsilastirilmasi.
Yazilim arayiizii

Modifiye MuWOB sistemi

30

31

32

33

34

35

Vi



SIMGELER ve KISALTMALAR

ACE Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim

Ang | Anjiyotensin |

ATIR Anjiyotensin 1 reseptorii

AT2R Anjiyotensin 2 reseptorii

BH4 Tetrahidrobiyopterin

BK2 Bradikinin-2

ca’” Kalsiyum

Ca,Mg-ATPaz Kalsiyum, Magnezum ATPaz

cGMP Siklik Guanozin Monofosfat

COX Siklooksijenaz

DG Diagilgliserol

ET-1 Endotelin

FE Fenilefrin

IP3 Inositol Trisfosfat

KATP ATP'ye Duyarli Potasyum Kanali

KCa Kalsiyum Ile Aktive Olan Potasyum Kanali
KCI Potasyum Kloriir

Kir Ice Yonelik Dogrultucu Potasyum Kanali

Vil




KV Voltaj Bagimli Potasyum Kanali

MLC kinaz Miyozin Hafif Zincir Kinazin
MuwOB Coku kuyucuklu Organ banyosu; Multiple Well Organ Bath
NA Noradrenalin

Na+/K+ ATPaz Sodyum/Potasyum ATPaz

NADPH Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat
NO Nitrik oksit

NOS Nitrik Oksit Sentaz

PGF2a Prostaglandin F2 alfa

PGI, Proostasiklin

RhoGEF Guanin Nikleotid Degisim Faktorii
ROC Reseptor Bagimli Kanal

sGC Coziiniir Guanilat Siklaz

SNP Sodyum Nitroprussid

SOC Depo Aracili Kanal

TRP Transient Reseptor Katyon Kanali
TXA, Thromboksan A,

VSMC Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

viii




1. GIRIS

Vaskiiler diiz kas hiicreleri (VSMC), yalnizca kan damarlarinin vazokonstriksiyon,
vazodilatasyon ve hiicre dis1 matriks {iretimi gibi fizyolojik fonksiyonlarinda degil, aym
zamanda ateroskleroz ve hipertansiyon gibi vaskiiler hastaliklarin patogenezinde,
ozellikle 6nemli rol oynamaktadir. Izole dokular iizerinde yapilan kasilma-gevseme
calismalari, kardiyovaskiiler, sindirim ve solunum yollar iizerinde etkili olan ilaglarin
mekanizmalarin1 anlamamiz konusunda temel olusturmustur. Bu sebeple arastirmacilar
in-vivo fizyolojik durumu taklit eden izole organ banyosu c¢alismalarini siklikla
kullanmaktadir. Izole edilen dokudaki kasilma calismalar1 geleneksel olarak organ
banyolarinda gercgeklestirilmektedir. Bu klasik organ banyolarinda yapilan ¢aligmalarda
bir par¢a kontraktil doku sicakligi kontrol altinda tutulan fizyolojik bir ¢ozelti igine
daldirilmaktadir. Bu Organ banyosu iinitesi, ayrica havalandirma sistemi, fizyolojik
soliisyonlar1 degistirmek i¢in tasarimina dahil edilen siv1 aktarma valflerine de sahiptir .
Kasilmayr kaydetmek igin, doku izometrik veya izotonik trandiisorlere bagli olarak
bulunmaktadir (Kenakin, 2001). Bu in vitro teknik énemli bir degeri olmasina karsin,
organ banyolarinin kullaniminin yavas olmasi, ¢ok fazla tezgah alani kapliyor olmasi,
cok miktarda etkin madde tiiketiliyor olmasi ve Onemli sayida egitimli personel
gerektiriyor olmas1 gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Izole edilmis vaskiiler dokular
ilag testi i¢in siklikla kullanilmaktadir ve sigan aort halkalar1 vazoaktif ilaclarin tayini

icin temel bir preparat olmaya devam etmektedir (Borges ve ark., 1989).

On-gerim yoklugunda diiz kas kasilmasini lgmek icin kullanilan yontemler daha dnce
akciger dilimlerinde dogrulanmistir (Perez ve Sanderson, 2005). Bu yaklasimlarda
mikrovaskiiler yap1 gézlemlenerek mikroskop altinda luminal alanlar1 tahmin etmek i¢in
calismamizdakine benzer bir yontem kullanilmistir. Bu teknik, ilacin taranmasi igin
uygun olmamasina ragmen arteriollerde ve bronsiollerdeki go6zlemleri kombine
edilebildigi son derece ilgingtir. Perflize edilmis sistemler de in-vivo fizyolojik radyal
gerimi taklit eden diger yontemlerden biridir (Hrdina ve ark., 1967; Borges ve ark.,
1989; Falloon ve Heagerty, 1994).



Borges ve arkadaslari sigan aort halkasinin otomatik kasilma analizleri i¢in ¢oklu-
kuyucuk plateleri kullanarak, optik metodlara dayanan neredeyse tiim laboratuarlarda
uygulanabilecek bir yazilim sistemi gelistirilmistir. Sican aort halkalar1 (=0.5 mm
uzunlugunda) 96 96-¢oklu-kuyucuklu plakalara yerlestirilmistir. Liimen damar alanlari
ise yeni gelistirilen algoritmalar kullanilarak uygulanan USB kamera ile siirekli
izlenmistir. Coklu kuyucuklu organ banyosu (MuWOB) metodunda transdusor
bulunmamaktadir. Bu yiizden klasik organ banyolarinda gézlemlenen endotelin mekanik
hasarmin bu model ile engellendigi belirtilmektedir. MUWOB modelinin daha kiigiik
tezgah alani (=60 cm) kapladig1 ve ayrica hayvan sayisini, kullanilan ila¢ ve tampon
miktarini azalttig1 ve bununla iligkili olarak maliyette tasarruf sagladig: belirtilmistir. Bu
durum, doku kasilma-gevseme g¢alismalarin1 yapmak isteyen, ancak uygun techizattan
yoksun laboratuarlar icin onemlidir. Ayrica, spontan hipertansif sicanlar (SHR), yasli,
hayvanlar veya kronik tedavi alanlar gibi hayvansal materyalin sinirli oldugunda
deneylerde ¢oklu kuyucuklu organ banyosu modelinin fayda saglayacag

belirtilmektedir. (Borges ve ark., 2016).

Tim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde bu ¢alismada MuWOB modelinin bu
avantajlar1 sebebiyle modifiye MUWOB modeli olusturulup, eksikiklerinin giderilmeye

calisilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Normal Arter Yapisi

2.1.1. Endotel Yapis1 ve Fonksiyonlari

Endotel dolagim sisteminde damar duvari permeabilitesinin siirdiiriilmesinde gorevli,
mezoderm kokenli tek katli yassi epitel dokusundan olusan organdir. Birgok fizyolojik
ve patolojik olaylarda gorev alir ve kan ile damar diiz kas1 arasinda lokalizedir (Cines ve
ark., 1998). Dolasimdaki kanin 1928'de William Harwey tarafindan kesfedilmesinden
kisa bir siire sonra kan ve dokularin fiziksel olarak ayrimini tanimlayan Malpighi'nin
caligmalari ile dolasimdaki damar aglart aydinlatilmistir (Fishman, 1982).Bunun yaninda
1953te Pallade'nin damar duvarindaki mikroskobik caligsmalari ve 1959'da Gowan'in
fizyolojik incelemeleri endotele olan ilgiyi artirmis ve gelecekteki caligsmalara 11k

tutmustur (Fishman, 1982).

Eriskin bir insanda endotel hiicrenin vyiizeyi yaklasik olarak 6x10™ hiicreden
olusmaktadir. Agirligi ise yaklasik olarak 1 kg olup 1-7 m?lik bir yiizey alanina sahiptir
(Augustin ve ark., 1994).

Endotel hiicrelerinin:

1) diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasinin stimiilasyonu veya inhibisyonu;

2) plateletlerin adhezyonu veya agregasyonunun dnlenmesi veya stimiilasyonu
3) trombogenez ve fibrinolizis;

4) vazodilatasyon ve vazokonstriksiyon arasindaki dengeler iizerinde 6nemli gorevleri

bulunmaktadir (Feletou ve Vanhoutte, 2007).

Endotelyum, o6nemli bir bariyer fonksiyonuna sahip olmasmin yani sira, sadece
elektronik toniislin yayilmasimi degil, ayn1 zamanda iyonlarin ve kiiciik molekiillerin

transferine izin veren miyoendotel gap junctions vasitasiyla vaskiiler diiz kaslarla



iletisim kuran aktif transvaskiiler diflizyonunu da desteklemektedir (Feletou ve
Vanhoutte, 2007).

Endotel hiicreleri, sivi, shear stress ve gerilim gibi belirli mekanik faktorlere de yanit
vermektedir. Endotel hiicreleri tarafindan algilanan bu faktorler ile hiicre igi
sinyalizasyon, gen ve protein ekspresyonlari modifiye edilerek fonksiyonel diizenleme

getirilmektedir (Esper ve ark., 2006).

2.1.2. Diiz Kas Hiicresi
Internal elastik lamina tunika intimay: tunika mediadan ayirmaktadir. Tunika media

katmanlar halinde siralanan diiz kas hiicrelerinden olugmaktadir (Sekil 2.1).

internal elastik lamina
Endotel Fibrokollojen Tunika intima
Doku

Diiz kas tabakasi = Tunika media

Elastik external B —

lamina icerem
Fibrokollojen

Doku

o / Fibrokollojen
J Doku

Tunika adventisya

Sekil 2.1. Normal bir arterdeki duvar katmanlarinin sematik gésterimi

Ekstraseliiler matriks c¢ogunlukla elastik fibriller ve kollajen, daha az oranda da
proteoglikan igerigi ile diiz kas hiicrelerini bir arada tutmaktadir.Artmis elastin igerigi
kalpten kanin g¢ikarilmasini saglayan biiylik arterlerin dnemli bir 6zelligidir.Oysa ki
rezistans damarlar1 olarak islev goren daha periferal arterler kan basinci degisikliklerini
diizenleyebilmek i¢in tipik olarak ¢ok sayidi diiz kas hiicresine sahiptir.Vaskiiler diiz kas
toniisii ¢esitli biyolojik sinyaller nérotransmitterler ve hormonlar ile kontrol edilmektedir
(Stocker ve Keaney, 2004).



2.1.3. Adventisyum

Tunica adventisya, vaskiiler duvarin en dis tabakasidir ve genellikle elastin matriksi, diiz
kas hiicresi, fibroblast ve kollojenden olugsmaktadir. Santral sinir sistemi aracili arteriyel
toniis diizenlemesinin biiylik bir kismi1 bu katmana yonlendirilmektedir.Uzun yillar
boyunca adventisyum, vaskiiler yapi ile ilgisi olmayan oldukga pasif bir yap1 olarak
kabul edilmistir. Giiniimiizde adventisyumun, vazomosyon, vaskiiler proliferasyon
hipertrofi, ateroskleroz gibi olusumlarda rolii oldugu disiiniilmektedir (Pagano ve
Gutterman, 2007).

2.1.4. Periadventisyal Adipoz Doku

Periadventisyal adipoz doku, merkezi sinir sisteminin bazi boliimleri harig, arteriyel
dolasim boyunca genis bir sekilde dagilmistir. Periadventisyal adipoz doku aktif bir
renin-anjiyotensin sistemine ve fonksiyonel endotelyal Nitrik oksit sentaz'a (eNOS)
sahip olup vaskiiler yap1 ve fonksiyonu modiile etmektedir (Bujak-Gizycka ve ark.,
2007). Obez si¢anlarin aortalarini ¢evreleyen yag oraninin artmasi, vaskiiler diiz kas
hiicresi ¢ogalmasinin yam1 sira, inflamatuar hiicrelerin birikmesine yol acan
kemokinlerin tiretilmesine ve salgilanmasina neden olmaktadir (Ketonen, 2010). Bir¢ok
kan damarmin etrafin1 saran bu doku komsu dokularda kasilma meydana geldiginde
damarlara mekanik bir koruma da saglamaktadir (Szasz ve Webb, 2012). Ozetle
periadventisyal adipoz doku ve diger katmanlar arasindaki etkilesim saglikli ve hasta

damarlar arasindaki dengeyi saglamada major role sahiptir (Ketonen, 2010).

2.2. Arteriyel Toniis Regiilasyonu
Arteriyel toniis, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin (VSMC) vazodilatasyon
vazokonstriksiyonu arasindaki denge ile belirlenmektedir. Endotel, arteriyel toniisiin
kontroliinde ¢ift etkili bir fonksiyona sahiptir, farkli uyaricilara cevap olarak hem
gevsetici faktorleri (nitrik oksit (NO), prostasiklin (PGl,), hiperpolarize edici faktorler
gibi) hem de kasici faktorleri (angiotensin II (Ang II), endotelin-1 (ET-1), PGF2a
(prostaglandin F2 alfa), thromboksan A, (TXA;) ve superoksid gibi) salgilamaktadir
(Ketonen, 2010). Damar toniisii, bu faktorler arasindaki dengeye ve VSMC'nin bunlara
cevap verme yetenegine bagl olarak diizenlenmektedir (Vanhoutte, 1989). Saglikli bir
5



endotel, arteriyel toniis ve kan viskozitesinin devamliligin1 saglar, anormal kan
pihtilagsmasin1 ve kanamasini engeller, inflamasyonu smirlar ve diiz kas hiicre
proliferasyonunu baskilar. Saglikli olmayan bir endotelde ise artmis inflamasyon,
VSMC hipertrofisi, tromboz olusumuna ve aterosklerotik plak olusumuna meyil ve
vazokonstriksiyon goriilmektedir. Biiyiik arterlerdeki endotel regiilasyonunda bozukluk
sistol sirasinda kalbin is ylikiinii artiran arteriyel sertlie yol a¢maktadir. Ayrica,
periferik arterlerde endotel biitiinliigiiniin bozulmasi anormal vazomotor toniisiine ve

kan basicinin artmasina neden olmaktadir (Ketonen, 2010).
2.2.1. Endotel Tiirevi Kasic1 Faktorler

Anjiyotensin 11 (Ang I1)

Ang II, kardiyovaskiiler sistemde vaskiiler toniisii koruma ve miyokard aktivitesini
arttirmadaki rolii ile biiyiik bir fizyolojik 6neme sahiptir. Ang Il, aldosteron sentezinin
ve saliverilmesinin artirilmasi, sodyum reabsorbsiyonunun arttirmasi gibi aktivitelerle
kan voliimiiniin ve susama isteginin artmasina sebep olmaktadir (Mehta ve Griendling,
2007). Vaskiiler, endotelyal ve kardiyak hiicrelerde patolojik olarak artan Ang 11, reaktif
oksijen tiirlerinin {retimine, inflamasyona, platelet aktivasyonuna, biiyiimeye ve
fibrozise sebep olmaktadir. Bu patolojik olusumlar ile hipertansiyon, ateroskleroz, kalp
yetmezligi, kronik bobrek hastaliklari, insiilin direnci gibi ciddi rahatsizliklar meydana

gelebilmektedir (Ketonen, 2010).

Anjiyotensin donistiiriicii enzim (ACE) insan ve hayvan endotelinde eksprese
edilmektedir (Ketonen, 2010). Oncelikle renin anjiyotensinojeni pargalar ve bdylece
dekapeptid yapida anjiyotensin I (Ang ) meydana gelmektedir. Oktapeptit yapidaki Ang
II potent vazokonstriktordiir ve ACE ile Ang I'den meydana gelmektedir.Ang I ayrica
ACE-2 ile anjiyotensin 1-9'a (Ang 1-9) dontisebilmektedir. Anjiyotensin 1-7 (Ang 1-7)
ise Ang 1-9'dan ACE ile meydana gelmekle birlikte alternatif olarak Ang IlI'den ACE-2
ile de olusabilmektedir. Ayrica, Ang 1-7’nin MAS reseptorii i¢in endojen bir ligand
oldugu da belirtilmektedir (Kanasaki ve ark., 2011) (Sekil 2.2).

Ang II'nin vaskiiler kasilma yanitina VSMC'deki Anjiyotensin 1 reseptorii (AT1R)

aracilik etmektedir.Ang II, serbest oksijen radikallerinin iiretilmesi ve siklooksijenaz
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(COX)-1'e  bagli  kasict  prostanoidlerinin ~ olusumunu  artirmast  yoluyla
vazokonstriksiyonu one ¢ikarmaktadir (Jerez ve ark., 2008; Lu ve ark., 2008). Ang II,
endotelde bulunan anjiyotensin reseptorlerine baglanarak da etki olusturmaktadir
(Stennett ve ark., 2009). Anjiyotensin 2 reseptoriiniin (AT2R) AT1'in etkilerine karsi
denge olusturmak iizere fizyolojik etkileri oldugu diisiiniilmektedir(Ketonen, 2010).

Anjiyotensin |

ACE ACE-2

Anjiyotensin Il Anjiyotensin 1-9

ACE-2 ACE
Anjlyotensm 1-7

v

s

Sekil 2.2. Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE)/ACE-2 etkisi ve biyoaktif anjiyotensin peptidlerinin

sentezi

Endotelin-1

21-amino asit peptidinden olusan endotelin-1 (ET-1), kardiyovaskiiler sistemde 3
endotelin izoformu cerisinde vazoaktif etkisi en belirgin olan endotelin formudur.ET-
1'in farmakolojik etkileri ETA ve ETB reseptorleri ile meydana gelmektedir. Damarlarda
ET-1, dogrudan VSMC'deki ETA reseptOriinii uyarmaktadir. Ayrica dolayli olarak
TXA2’nin endotel bagiml iiretimini aktive edip vazokonstriksiyona neden olmaktadir

(Itoh ve ark., 1988; Bohm ve Pernow, 2007).

ET-1in reseptore baglanmasi fosfolipaz C'yi aktivite etmektedir. Fosfolipaz C fosfotidil
inozitol bifosfati hidrolize edip inozitol trifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DG) meydana

getirmektedir. Bu olay intraseliiler Ca®* (kalsiyum iyonu)konsantrasyonunda artis
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meydana getirir. L tipi Ca®" kanallari da agilarak iceri Ca®" girisi hizlanip
vazokonstriksiyon meydana gelmektedir (Ortega Mateo ve de Artinano, 1997,
Kawanabe ve Nauli, 2005). ET-1 ayrica endotel tirevi ETB reseptorlerini de
uyarabilmektedir. Bu uyarilma sonucu NO ve PGI, olusup vazodilatasyon meydana
gelmektedir. Bu nedenle ETA ve ETB reseptorleri arasindaki denge ET-1'in
kardiyovaskiiler sistemdeki etkisini belirlemede diizenleyici bir rol oynamaktadir

(Ketonen, 2010).

Hipertansiyon ve aterosklerozu olan hastalarda ET reseptor stimiilasyonuna karsi artan
vaskiiler duyarlilik mevcuttur. ET-1, serbest oksijen radikallerinin iiretimini artirarak ve
proinflamatuar ve proatherosklerotik olaylarin aktivitesini ve / veya ekspresyonunu
arttirarak endotel fonksiyon bozukluguna ve oksidatif strese neden olmaktadir (Bohm ve

Pernow, 2007; Mundy ve ark., 2007).

Siklooksijenaz Tiirevi Kasici1 Faktorler

Aragidonik asidin COX ile metabolizmasi sonucu olusan prostaglandin H, ve TxA, ve
PGF,, potent vazokonstriktor ajanlardir. Endotel hiicrelerinde COX-1 yapisal olarak
bulunmaktayken, COX-2 indiiklenebilir formu ile bulunmaktadir. Bu iki izoform
arasindaki en 6nemli fark, COX-1 ile karsilastirildiginda, COX-2'nin aktivasyon i¢in
daha diisiik bir esik degerine ve prostanoidleri sentezlemek i¢in daha yiiksek bir

kapasiteye sahip olmasidir (Ketonen, 2010).
2.2.2. Ex-vivo Kasic1 Yamitlar

Adrenerjik Agonistler

Noradrenalin (NA) ve fenilefrin (FE), izole kan damarlarinda endotel bagimli ve
bagimsiz gevseme yanitlar1 g¢alismalarinda 6n gerim uygulamak i¢in en yaygin
kullanilan maddelerdir (Faraci ve Sigmund, 1999). Bu ajanlar a-1 adrenoreseptore
baglanarak bazi vaskiiler yataklarda konsantrasyona bagl olarak kasici yanit meydana
getirmektedir. NA ayrca o-2 adrenoreseptére de baglanip vazodilatasyonu
indiikleyebilmektedir. o -l-agonist aracili vazokonstriksiyon i¢in ana mekanizma,
Ca?"'un sarkoplazmik retikulumdan salinmasint ve ardindan klorlir kanallarinin

aktivasyonu ile depolarizasyonu igermektedir. Bu sonug Ca?'min VSMC membraninda
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bulunan voltaj kapili L-tipi Ca** kanallarindan igeri girisini artirmaktadir.Ca®*'deki genel
artig sonrasinda kasilma yaniti meydana gelmektedir (van Breemen ve ark., 1986;
Karaki, 1987; Mironneau ve Macrez-Lepretre, 1995).

Potasyum Kloriir

Yiiksek konsantrasyonlarda potasyum kloriir (KCI), membran depolarizasyonu yaparak,
sinir uglarndan NA saliverilmesini artirarak, Na'/K® ATPaz’1 (sodyum/potasyum
ATPaz) inhibe ederek vazokonstriksiyon yapmaktadir. Agonist kaynakli kontraktil
yanitlar ¢ogunlukla KCI tarafindan indiiklenen kontraksiyon ile karsilastirilmaktadir.
Bununla birlikte, diisiik konsantrasyonlarda KCI (5-25mM), hiperpolarizasyonu
indiikleyebilir ve boylece kiigiik rezistan arterlerde vazodilatasyona neden

olabilmektedir (Edwards ve ark., 1998).
2.2.3. Endotel Tiirevi Vazodilator Faktorler

Nitrik Oksit (NO)

Endotel kaynakli NO, kardiyovaskiiler homeostazin kritik bir diizenleyicisidir. Vaskiiler
toniisiin korunmasindaki 6nemli roliine ek olarak, NO hem merkezi hem de periferik
sinir sistemlerinde norotransmitter islevi tizerinde 6nemli etkilere sahiptir ve hiicresel
savunma sistemine katilmaktadir. Ayrica, NO antiinflamatuar, antiapoptotik, antiplatelet
ve antiproliferatif 6zelliklere dayanan ana bir antiaterosklerotik molekiil olarak kabul
edilmektedir. Endotelyal NO olusumunun azalmasi bir ¢ok kardiyovaskiiler hastaligin

patogenezinde rol oynamaktadir (Fleming ve Busse, 1999; Moncada ve Higgs, 2006).

Endotel kaynakli gevsetici faktor olarak da bilinen NO, eslesmemis bir elektron tasiyan
yiiksiiz bir molekiildiir. Bu yiizden etki bolgesine serbestce diflize olabilir ve

depolanamaz. Yar1 6mrii ise 3-5 saniyedir (Michel ve Feron, 1997).

Nitrik oksit enzimatik olarak viicudumuzda bulunan L-arjinin amino asidinden
sentezlenmektedir (Knowles ve Moncada, 1994). L-arjinin’den L-sitrulin olusurken bu
reaksiyondan NO agiga cikar ve bu reaksiyonu katalizleyen enzim nitrik oksit sentaz

(NOS)’dir. Bu reaksiyon sirasinda molekiiler oksijen ile kofaktor olarak flavin adenin



diniikleotit, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), flavin mononiikleotit,
tetrahidrobiyopterin (BH4) ve hem kullanilmaktadir (Sekil 2.3) (Knowles, 1997).

Asetilkolin vb.
vazodilatorler ~~, W2 shear stres

NADPH -

Kalmodulin —, ~

L-arjinin NO L-sitrulin hiicresi

// - = \‘\
// { = ~
_ -
_‘;/ e GTP SGC : CG MP Duz ka\s\\\)
) Gevseme hiicresi
\‘\Q - /’/
‘“\ /

Sekil 2.3. NO sentezi ve vaskiiler diiz kas hiicresinin gevsemesi

NOS bir enzim grubu olup ii¢ izoformu bulunmaktadir. Bunlar: néronal NOS (nNOS),
indiiklenebilir NOS (iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS)’tur (Ketonen, 2010). eNOS ve
nNOS yapisal NOS olarak kabul edilmektedir. Yapisal NOS’un aktivitesi igin
Ca’*/kalmodiilin kompleksinin olusmasi gerekmektedir. Buna karsm iNOS bundan
bagimsizdir (Forstermann ve ark., 1991).

NO salinmasi ile vaskiiler toniisiin diizenlenmesi ayarlanmaktadir. NO salinmasin
artiran uyaricilar: kan akimi (shear stress), bradikinin, ATP kalsiyum gen iliskili peptid,
asetilkolin, katekolamin, serotonin, histamin platelet aktive edici faktér thrombin
ADP,Substance-P’dir (Crabos ve ark., 1997; Cannon, 1998; Sessa, 2005).

Endotelden salinan NO, difiizyon ile diiz kas hiicrelerine gecip ¢oziinilir guanilat siklazi
(sGC) aktif hale getirmektedir. Aktiflesmis SGC, guanozin trifosfat'tan siklik guanozin
monofosfat (cCGMP) olusturmaktadir. cGMP ise hiicre i¢i kalsiyum miktarmi distiriip
vazodilatasyona sebep olmaktadir (Sekil 2.3) (Michel ve Feron, 1997).
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Prostasiklin

Non steroidan antiinflamatuar ilaglarin kardiyovaskiiler sistem tizerindeki potansiyel yan
etkiler ortaya ¢ikarmasindan bu yana prostaglandinlere olan ilgi biiyiik oranda artmistir.
Kan akisina bagli mekanik kuvvetlere ve dolasimdaki hormonlara cevap olarak, PGIy,
enzimatik olarak COX-1 tarafindan endotel hiicrelerinden olusmaktadir (Dusting ve ark.,
1977; Weksler ve ark., 1977). PGl,, hiicre yiizeyindeki IP reseptorii ig¢in baskin bir
agonisttir (Weksler ve ark., 1977). VSMC ve trombositlerdeki IP reseptorlerinin
uyarilmasi, yiiksek siklik adenozin mono fosfat konsantrasyonlari {ireten adenilat siklaz
aktivasyonuna yol agmaktadir (Schwarz ve ark., 2001; Mitchell ve ark., 2008). Bu
olaylar, ¢ogu hedef hiicrede Ca2+ konsantrasyonunun azalmasina sebep olan protein
kinaz A'nin fosforilasyonuna sebep olamaktadir. Sonug olarak, PGI, antiplatelet etki
saglayan, vazodilatasyonu uyaran, VSMC'nin remodellingini ve kolesterol aliminda bir
azalmaya sebep olan dnemli bir mediatordiir. PGI2’nin bu 6zellikleri, kardiyoprotektif

etkilere katkida bulunmaktadir (Mitchell ve ark., 2008).

Bradikinin

Bradikinin, kinin ailesinin bir {yesidir ve doku hormonudur. Endotel hiicrelerinde
yerlesmis olan Bradikinin-2 (BK2) reseptorleri ile birlesmesi sonucu gelisen bir dizi
reaksiyonla NO sentezi yapilmaktadir. Bu sekilde indirekt vazodilatasyon yanitina sebep

olmaktadir. Ayrica, BK2 reseptorleri araciligi ile direkt diiz kasta gevsme meydana

getirebilmektedir (Ferro ve Webb, 1997).

Endotel Bagimh Hiperpolarizasyon

VSMChin endotel bagimli hiperpolarizasyonu, hayvan ve insan ¢aligmalarinda
gosterildigi  gibi  vazodilatasyon ic¢in giligli bir aragtir. Endotel bagimlh
hiperpolarizasyonun, arterlerin ¢aplarindaki azalma ile belirginlestigi bilinmektedir
(Ketonen, 2010). NOS ve COX’un eszamanli farmakolojik blokajindan sonra ortaya
cikan vazodilatasyon, endotel bagimli hiprepolarizasyon olarak adlandirilmaktadir
(Feletou ve Vanhoutte, 2007). Endotel kaynakli hiperpolarizasyon faktorii, VSCM'in
plazma membraninin hiperpolarizasyonu yoluyla vazodilatasyona yol agan endotelden

tiretilen ve salgilanan biyolojik olarak aktif herhangi bir bilesigi ifade etmektedir.
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VSMC'de birkag potasyum kanal tipinin aktivasyonu, agirlikli olarak endotel bagiml
hiperpolarizasyona aracilik etmektedir. Bu kanallar: kalsiyum ile aktive olan potasyum
kanali (KCa), ATP'ye duyarli potasyum kanali (KATP), i¢ce yonelik dogrultucu
potasyum kanali (Kir) ve voltaj bagimli potasyum kanali (KV)’dir (Ko ve ark., 2008).
KCa’nin {ig alt tipi bulunmaktadir. Endotelyal orta kondiiktansli kalsiyum kanali (IKCa)
ve kiigiik kondiiktansli kalsiyum kanali (SKCa) aktivasyonu, nitrik oksit (NO)
olusumuna katkida bulunur ve endotel bagimli hiperpolarizasyonlar1 ortaya g¢ikarmak
icin gereklidir. Buna ek olarak sitokrom P450 tiirevi epoksieikazotrienoik asit,
prostasiklin, hidrojen peroksit ve bazi durumlarda da NO, BKCa’y1 aktive ederek
VSMC’de hiperpolarizasuyon ve vazodilatasyon meydana getirmektedir. BKCa’nin
aksine, IKCa ve SKCa endotelde eksprese edilmektedir (Feletou, 2009).

2.2.4. Ex-vivo Gevsetici Yamtlar

Endotel Bagimh Gevseme Yanitlar

Asetilkolin, saglam bir endotel tabakasinda muskarinik (M) reseptorlerinin uyarilmasina
bagli olarak endotel bagimli vazodilatasyon saglayan klasik bilesiktir. Asetilkolinin M3
reseptOriine baglanmasi endotel bagimli NO’in ve PGly’nin serbestlesmesini ve
VSMC’de K" kanallarinin agilmasini saglayarak vazodilatasyona katki saglamaktadir
(Walch ve ark., 2001; Beny ve ark., 2008). Bununla birlikte, asetilkolinin VSMC'de
bulunan M3 reseptorleri iizerindeki direk etkisi sebebiyle endotelden bagimsiz

kasilmalara neden olabilmektedir (Kirkpatrick ve ark., 2001).

Endotelden Bagimsiz Gevseme Yanitlari
Nitratlar, akut miyokard enfarktiisii ve kronik konjestif kalp yetmezligi olan hastalarda
semptomlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan, antiiskemik ve antianjinal
ajanlardir(Abrams 1996).Sodyum nitroprussid (SNP), S-nitroso-N-asetilpenisillamin,
veya 3-morfolino-donnonimin igeren nitrovasodilatorler, endotelden bagimsiz
vazodilatasyon elde etmek ve VSMC'nin organ banyosu calismalarinda biitlinliigiint
dogrulamak i¢in kullanilmaktadir. Genel olarak, eksojen nitrat uygulamasinin, eNOS
tarafindan iiretilen NO ile ayni1 sinyal yolunda etki ettigi diisiiniilmektedir.Sonug olarak,
bu bilesikler vaskiiler duvarla etkilesimleri sirasinda metabolize olurlar ve sGC"1 hem
NO bagimli hem de bagimsiz yollar ile aktive ederler (Ketonen, 2010).
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2.3. Klasik izole Organ Banyosu Deneyleri

Farmakoloji, ila¢ kesfi silirecinin Onemli basamaklarindan biridir. Farmakolog
sentezlenen, izole edilen bir bilesigi fizyolojik aktivite i¢in test eden bilim insanidir.
Farmakoloji, ilaglarin etkilerini ve bu etkilerini nasil ortaya ¢ikardiklarini inceleyen
bilim dalidir (Scheindlin, 2001).

izole organ banyolar1 farmakoloji deneylerinde siklikla kullamlmaktadir. Bu yiizden
farmakolojinin tarihi ge¢misi de 6nem tagimaktadir. Oswald Schmiedeberg (1838-1921),
genel olarak modern farmakolojinin kurucusu olarak bilinmektedir. Schmiedeberg,
1866'da tip doktorasin1 kandaki kloroform ol¢iimii {izerine bir tezle almig ve 1872'de
Strassburg Universitesi'nde farmakoloji profesorii olmustur. Kloroform ve kloralhidrat
farmakolojisi {izerinde ¢alismistir. 1869'da Schmiedeberg muskarinin kalp tizerindeki
etkisini vagusun elektriksel stimulasyonu yoluyla gerceklestigini géstermistir.1878'de,
Farmakolojinin Anahatlart adli kitabin1 yayinlamistir ve 1885'te {iretan1 hipnotik olarak
tanitmistir. Schmiedeberg, diger Alman iiniversitelerinde ve bircok yabanci iilkede
profesor olanlarin gogunu egitmistir. II. Diinya Savasi'na kadar Alman ilag endiistrisinin
onciiliigiinden biiyiikk 6l¢iide kendisinin sorumlu oldugu bildirilmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde, ilk farmakoloji kiirsiisii 1890'da Michigan Universitesinde,
Schmiedeberg altinda egitim gérmiis bir Amerikali olan John Jacob Abel tarafindan
kurulmustur. Abel 1893'te uzun ve basarili bir kariyere sahip oldugu Baltimore'daki
Johns Hopkins Universitesi'ne gitmistir. Baslica basarilar1 arasinda adrenal bezi
ekstraktlarindan (1897-1898) epinefrin izolasyonu, hipofiz ekstraktindan (1919)
histamin izolasyonu ve saf kristalli insiilinin (1926) hazirlanmas1 yer almaktadir. Onun
ogrencisi Reid Hunt, 1906'da adrenal bezinden elde edilen ekstraktlardan asetilkolini
kesfetmistir (Scheindlin, 2001).

Farmakoloji biiyiik 6l¢iide laboratuvar hayvanlarinda yapilan deneylere dayanmaktadir.
Fareler kiiciik boyutlarindan, iireme kolayliklarindan ve kisa {liretme siirelerinden dolay1
tercih edilmektedir. Saglam hayvanlar, yeni bir ilag maddesinin gecirmesi gereken akut,
subakut ve kronik toksisite testleri igin kullanilmaktadir. Bu testler teratoloji ve
kanserojenite gibi onemli parametreler i¢in gereklidir.Farmakoloji, eksize edilmis (izole

edilmis) organlar1 veya dokular1 ve cerrahi olarak hazirlanan ve hedef aktivitelerin
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saptanmasina ve incelenmesine yardimci olmak igin cesitli sekillerde hazirlanmis

hayvanlar1 kullanma egilimindedir(Scheindlin, 2001).

Farmakolojik tekniklerin gelisiminin baslarinda, izole edilmis bir organ veya dokunun,
oksijen bulunan ve fizyolojik bir tuz ¢ozeltisi igeren banyoda birka¢ saat boyunca
islevsel kalabildigi bulunmustur. Henrick Magnus (1802-1870) bu yontemi ilk olarak
ince bagirsak seritlerinde, Jean-Frangois Heymans (1904), memeli kalbinde ve Claude
Bernard ise izole edilmis sinir kas preparatlarinda denemistir. Bu teknigin giicii: sadeligi
ve ¢ok yonliligidir (Scheindlin, 2001). Bu yontemle, bir antagonistin varliginda veya
yoklugunda artan agonist konsantrasyonlarma bagli olarak meydana gelen yanitlarin
kaydedilmesi saglanmaktadir. Bu sayede her bir ilacin ve baglandig1 reseptoriin
farmakolojik o6zellikleri hakkinda ¢ok sayida bilgi elde edilebilmesine imkan

saglanmaktadir.

Farmakolojide kullanilan ¢ok yonlii ve kolay erisilebilir izole doku tiplerinden biri izole
edilen kan damaridir. Arterler ve venler, kasilmaya (serotonin, a-adrenerjik), gevsemeye
(B-adrenerjik) ve endotel fonksiyonlarina (asetilkolin) aracilik eden genis bir reseptor
cesitliligini icermektedir. Kan damarlari adventisya tabakasi, diiz kas hiicreleri ve
endotelden olusmaktadir. Mekanik kasilma ve gevseme diiz kas tarafindan kontrol

edilirken, mediatorler endotel hiicrelerinden salinmaktadir (Kenakin, 2001).

Kan damarlari, kan basincinin ve kan akig dagiliminin diizenlenmesinde énemli bir rol
oynamaktadir.Bu diizenleyici islemlerin saglhikli veya patolojik durumlardaki
mekanizmalarin1 anlayabilmek i¢in, damarlarin in-vivo davraniglari ve birbirleriyle
etkilesimleri bilinmelidir. Bununla birlikte in-vivo kosullar altinda damarlar arasinda
komplike bir etkilesim bulunmaktadir. Buna sebep olan etkilesimler: ndrotransmitterler,
¢evre dokulardan veya kan yoluyla gelen hormonlar, endotel, damarlarin proksimal ve
distal yiizeyleri arasindaki davranigsal degisiklik, shear stres gibi mekanik faktorler
sayilabilir. Bu sistemin karmasikligi, deneysel bulgularin mekanik terimlerle
yorumlanma olasiligin1 biiylik 0Ol¢iide simirlandirmaktadir. Bu nedenle, karmagik
faktorlerin ¢ogunun kontrol edilebildigi, in-vitro yontemler tanimlanmistir (Schubert,
2005).
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[k deneyler, biiyiikk kan damarlarinin kullanildig1 ¢alismalardir. Bununla birlikte, son
zamanlardaki teknik gelismeler, cesitli damar yataklarindan kiigiik arterler, arteriyoller
ve kiiclik damarlar {izerinde deneylerin yapilmasina da izin vermektedir.Uygulamada,
yaklasik 20 um ila birka¢ milimetre arasinda degisen capa sahip ve yaklasik 0.1 ila 10
mm uzunlugundaki damar segmentleri kullanilmaktadir. Bu damar segmentleri, tunika
intimadaki endotelyal hiicrelerini, tunika mediadaki diiz kas hiicrelerini ve , tunika

adventisyadaki sinir uglari, yag hiicreleri fibroblastlar vb.igermektedir (Schubert, 2005).

Gegmiste spiral serit seklinde hazirlanan preparatlar kullanilmistir. Bu prosediir goreceli
olarak ¢ok sayida hasarli diiz kas ve endotel hiicresi ile sonuglandigindan ve normal
vaskiiler yapinin bozulmasina neden oldugundan, artik silindirik damar segmentlerinin

kullanima1 tercih edilmektedir.

2.3.1. izole Damar Halka Parcalar1

Bu metod klasik ve eski bir yaklagimdir. Damar halkasindan gerilim yanitlar1 alabilmek
igin damardan eclde edilen halka limenin iki karsit tarafina kanca gecirilmektedir.
Kancanin bir tanesi organ banyosuna bir digeri ise izometrik donistiiriiciiye sabitlenerek
6l¢tim alinmaktadir (Sekil 2.4) (Kenakin, 2001).
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Sekil 2.4. Halka seklinde kesilmis damar preparatlarimin organ banyosuna yerlestirilmesi(Jespersen ve
ark., 2015).

Kancalarin veya tellerin caplari, asir1 gerilmeden dolayr damara zarar verebilecegi
diisiincesiyle damarin ¢apina gore ayarlanmalidir. Bu sistemde yaklasik olarak 14 pm
capindaki kiigiik tellerin kullanildigi bildirilmistir (Bukoski ve ark., 2001). Buna ek
olarak, eger tungsten teli kullanilacaksa, eskiyen tungsten telinin kendiliginden yiizey
oksidasyonuna ugrayabilecegi ve bunun da damar gevseme ve kasilma yanitlari tizerinde
hatalara sebep olacag: bildirilmektedir. Boylece, izole organ banyosu deneylerinde altin
veya tungsten icermeyen paslanmaz celik tel kullanilmasi gerekmektedir (Bukoski ve
ark., 2001).

Halka damar pargalar1 ile deneyin baslangicinda, in-vivo fizyolojik kosullari taklit
edebilmek i¢in damarlarin bazal gerilim (preload) ayarlanmalidir. Bu prosediiriin 6nemli
oldugu bildirilmistir. Ciinkii cogu damar cevabinin baslangictaki gerilme miktarina baglh
olarak degistigi vurgulanmaktadir. Bu sebeple damarin noéradrenaline duyarlilig
baslangi¢ gerimi ile arttigi belirtilmektedir (Price ve ark., 1981; Nilsson ve Sjoblom,

1985). Ayrica, asetilkolin ile indiiklenmis membran potansiyeli hiperpolarizasyonun,

16



onceden gerim uygulanmamis preparatlara oranla gerim uygulanmis preparatlarda daha
fazla oldugu gosterilmistir. Bu farkin, dnceden gerim uygulanmis preparattaki ilave
mekanizmalarin  (NO, PGI, gibi)  vazodilatasyona katki saglayarak olustugu
bildirilmistir (Nilsson ve Sjoblom, 1985). Damar segmentine bazal gerilim
uygulayabilmek i¢in, damar ikinci bir kanca veya tel bir mikrometreye baglanmaktadir.
Boylece, kancalar veya teller arasindaki mesafe, yani damarin gevresi arttirilabilir.
Baslangi¢c gerimini ayarlama prosediirii "normalizasyon" olarak adlandirilmaktadir.
Damarin in-vivo basincina karsilik gelen bir baslangi¢c gerimi se¢ilmektedir (Schubert,
2005).

Normallestirme prosediiriinden sonra, dokunun caligip ¢alismadigi kontrol edilmektedir.
Genellikle bu, bazen yiiksek konsantrasyonlarda (120 mM) bir potasyum ¢ozeltisi
ilavesiyle birlikte yiiksek konsantrasyonda bir agonistin 2-3 kez uygulamasini
icermektedir. Bu prosediir, damar izolasyonu ve damarin organ banyosuna
yerlestirilmesi islemlerinden sonra stabil kasilma damar yanitlarimi gézlemleyebilmek
icin gereklidir. Basta bir kez yiiksek konsantrasyonda uygulanan agonist, dokunun
caligabilir oldugu hakkinda kabaca bir bilgi vermektedir. Buna ek olarak, doyma
konsantrasyonundan yaklasik 100 kat daha kiigiik bir agonist konsantrasyonu ile test
edilmektedir. Bu kasilmalarin tizerine asetilkolin gibi endoteli aktive edebilen bir agonist
endotelin canliligin1 test etmek i¢in organ banyosuna eklenebilmektedir. Damar
yanitlari, yani diiz kas hiicrelerinin aktivasyon seviyeleri, kuvvetteki degisiklikler olarak
temsil edilmektedir (Schubert, 2005).

2.3.2. Kaniile Edilmis Perfiize Sistemlerin Kullanildig1 izole Damar Parcalar

Son derece dar liimenli damarlar i¢in, fizyolojik bir tuz ¢ozeltisi sabit bir akis hizinda
perfilize edilip, basing diiz kas toniisii 6l¢listi olarak izlenebilmektedir.Perflize edilmis bir
damarm yaniti, genellikle milimetre civa cinsinden perfiizyon basicindaki bir degisiklik
olarak Olgiilmektedir. Belirli bir uzunluktaki damar bir tutucu {izerine kaniile edilir ve

organ banyosuna yerlestirilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Bir perfiizyon sisteminin sematik diyagrami (Kenakin, 2001).

Perfiizyon sivisinin ya dokuyu perfiize eden Siviya yayilmasina izin verilebilir ya da
ayr1 bir kaniil yoluyla sistemden disar1 atilarak banyo sivisindan ayri tutulabilir. Bu
durum gerekli ise, Evans mavisi gibi bir boyay1 liimen i¢inden perfiize ederek ve banyo
ortamin1 kolorimetrik olarak test ederek kiiciik arteriollerden sizint1 olup olmadigininin

kontrol edilmesi gerekmektedir (Kenakin, 2001).

2.4. Vaskiiler Diiz Kasta Kasilma Mekanizmalari

Diiz kas hiicresinde kasilma iglemi, reseptorler ve aktin-miyozin gibi kontraktil
proteinlerin aktivasyonu ile gergeklesmektedir. Aksiyon potansiyelinin baslamasiyla
veya membrandaki gerilime bagl iyon kanallarinin aktivasyonu ile olusan membran
potansiyelindeki bir degisiklik de kontraksiyonu tetiklemektedir. Kasilmanin
gergeklesebilmesi i¢in miyozin hafif zincir kinazin (MLC kinaz) ATP yardimiyla 20-
kDa'lik miozin hafif zincirini fosforillemesi gerekmektedir. Baz1 diiz kas hiicrelerinde,
miyozinin hafif zincirinin fosforilasyonu, dis uyaranlarin yoklugunda (yani reseptor ya
da mekanik aktivasyon yok) diisiik bir seviyede tutulmaktadir. Bu aktivite diiz kas
toniisii olarak bilinmekte ve yogunlugu dokulara gore degisebilmektedir (Webb, 2003).

2.4.1. Diiz Kasta Ca** Bagimli Kasilma
Diiz kastaki spesifik uyaranlara cevap olarak, Ca®*'nin hiicre i¢i konsantrasyonu
artmakta ve bu aktivatdr Ca?* asidik bir protein olan kalmodulin ile birlesmektedir. Bu

kompleks, miyozinin hafif zincirini fosforile etmek i¢cin MLC kinaz1 aktive etmektedir.
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Sitozolik Ca*" konsantrasyonu, hiicre i¢i depolardan (sarkoplazmik retikulum) Ca*
salinmasiyla ve ekstraseliiler alandan Ca** kanallarindan iceri Ca** girigi ile daha da
artmaktadir. Heterotrimerik bir G proteini kenetli reseptére baglanan agonistler
(norepinefrin, anjiyotensin I, endotelin vb.) fosfolipaz C aktivitesini uyarmakta ve bu
enzim fosfotidil inozitol 4,5 bisfosfat'1 katalize edip iki potent ikincil haberci meydana
getirmektedir: 1P3 ve DG (Webb, 2003).

IPgiin sarkoplazmik retikulum iizerindeki reseptorlere baglanmasi, Ca*"'nin sitozole
salinmast ile sonuglanmaktadir. DG, Ca?" ile birlikte, spesifik hedef proteinleri fosforile
eden protein kinaz C'yi aktive etmektedir (Webb, 2003). Buna ek olarak, depo aracili
kanal (store operated channel; SOC), voltaj bagimli kanal (voltage operated channel),
reseptor bagimli kanal (receptor operated channel ROC), transient reseptor katyon kanali
(TRP) ve Ca?* gecirgen non selektif katyon kanali gibi birgok kalsium kanali aktive
edilip, Ca®"'un hiicre icine girisini artirmaktadir. Ca** kalmodiilin ile baglanarak Ca®'-
kalmodiilin kompleksi meydana gelmektedir. Bu kompleks MLC kinazda
konformasyonel degisiklikleri indiikler, onu inaktif formdan aktif forma doniistiiriir.
Aktive olan MLC kinaz miyozin hafif zincirini fosforiller ve miyozin aktin etkilesimi ile

kasilma uyarilmis olur (Sekil 2.6) (Touyz ve ark., 2018).

agonists (norepinephrine,
angiotensin I, endothelin-1, etc.)

2+
Ca l receptor
ﬂlﬂﬁ?ﬂ'ol" ?QQQQQQQQGQQOQQQQODOQOOQOQB PDDBOQOQVOBPOOOQO’?OO‘PQIQRQ?O
TS, il madaganaranannan i
IR E R 81 1] LELEREESE PR Bt \ SN 81881018119 1919'g! M'\HLH
voltage- i c
operated and sarcoplasmic ipase RhoGEF —
receptor- reticuum |¢— P, DG
operated Ca2* e RhoA-GTP RhoA-GDP
channels Ca PKC (active) (inactive)
— Ca2*— Ca?*/calmodulin
Rho-
MLC kinase kinase | ATP
(active)
?Ctint + h{ILC% @ |
contracte ot
myosin myosm@'/
l‘_ phosphatase Hosphatase
MLC (active) inactive)
(relaxed)

Sekil 2.6. Diiz kasta kasilmanin diizenlenmesi(Webb, 2003).
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2.4.2. Ca** Duyarhlastirica Mekanizma ve Diiz Kas Kasilmas

MLC kinazin Ca®* bagimli aktivitesine ek olarak miyozin hafif zincirin fosforilasyon
durumu ayrica MLC fosfataz ile regiile edilmektedir. MLC fosfataz diiz kas
gevsemesini desteklemek i¢in yiliksek enerjili fosfatini miyosin hafif zincirinden
uzaklagtirmakla gorevlidir. MLC fosfatazin ii¢ alt birimi vardir: 37 kDa katalitik bir alt
birim, 20 kDa degisken bir alt birim ve bir 110-130 kDa miyozin baglayici alt birim.
Miyozin baglayan alt birim fosforile oldugunda MLC fosfotazin enzimatik aktivitesini
inhibe etmekte ve hafif zincir miyozinin fosforile kalmasini izin vermektedir. Bu sayede

kontraksiyonu 6ne ¢ikarmaktadir (Webb, 2003).

Kigiik G proteini RhoA ve onun downstream hedefi Rho kinaz, MLC fosfataz
aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bir serin/treonin kinaz olan
Rho kinaz, MLC fosfatazin miyosin baglayici alt birimini fosforiller, aktivitesini inhibe
eder ve boylece miyozin hafif zincirinin fosforile durumda kalmasini saglar. Rho kinazin
fasudil ve Y-27632 gibi farmakolojik inhibitorleri enzimin ATP baglanma bolgesini
kompetitif olarak inhibe ederler. Rho kinaz inhibisyonu, bir¢ok farkli agonistle kasilmis
izole diiz kas segmentlerinin gevsemesini saglar. Hayvanlarda Rho kinazin farmakolojik
inhibitorlerinin, arterlerde diiz kas gevsemesine neden oldugu ve kan basincini disiiriicii

bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Uehata ve ark., 1997; Chitaley ve ark., 2001).

Bununla birlikte, hiicre igindeki Ca®* konsantrasyonundaki yiikselme gegicidir ve
kontraktil yanit, miyozin fosfataz aktivitesinin Rho kinaz tarafindan inhibe edilerek
sagladig1 bir Ca®* duyarlilastirict mekanizma ile korunmaktadir. Bu Ca2+-duyarhlast1rlcl
mekanizma, eszamanli olarak fosfolipaz C'nin aktive edildigi zamanda baslatilir ve

kiiciik GTP baglayici protein RhoA'nin aktivasyonunu igermektedir.

RhoA'nin G protein-bagli reseptdr tarafindan aktivasyonunun kesin sebebi tamamen agik
degildir, ancak bir guanin niikleotid degisim faktorii (RhoGEF) ve RhoA'nin plazma
zarma goclnii igerir. Aktivasyon iizerine RhoA, Rho kinaz aktivitesini artirarak miyozin
fosfatazin inhibisyonuna yol acar. Bu, kasilma durumunu destekler, ¢iinkii miyosinin
hafif zinciri fosforillenemez. RhoGEF proteinlerinin artan ekspresyonu ve/veya

aktivitesi, diiz kasin kasilma aktivasyonunu arttirabilir ve bu nedenle bazi hastaliklarin
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(astim, hipertansion vb) patogenezinde rol oynadig: diisiiniilmektedir (Sekil 2.6) (Webb,
2003).

2.5. Vaskiiler Diiz Kasta Gevseme Mekanizmalari

Diiz kas gevsemesi, ya kasilma uyaricisinin ortadan kabolmasi ya da kasilma
mekanizmasinin inhibisyonunu uyaran bir maddenin dogrudan etkisinin sonucu olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Her ne olursa olsun, gevseme siireci, hiicre ici Ca®
konsantrasyonunun diismesini ve MLC fosfataz aktivitesinin artmasinmi gerektirmektedir

(Morgan, 1990; Sah ve ark., 2000).

Diiz kas gevsemesi, ya kasilma uyaricisinin ortadan kabolmasi ya da kasilma
mekanizmasinin inhibisyonunu uyaran bir maddenin dogrudan etkisinin sonucu olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Her ne olursa olsun, gevseme siireci, hiicre ici Ca®
konsantrasyonunun diismesini ve MLC fosfataz aktivitesinin artmasini gerektirmektedir
(Morgan, 1990; Sah ve ark., 2000). Hiicre i¢i kalsiyumu sekestre eden veya ortadan
kaldiran veya MLC fosfataz aktivitesini artiran mekanizmalar diiz kas gevsemesine
katkida bulunmaktadir. Hiicre ici aktivator Ca®* konsantrasyonunun azalmasi vaskiiler
diiz kas gevsemesini ortaya ¢ikarmaktadir. Sitozolik Ca®*"'un uzaklastirilmasinda gesitli
mekanizmalar vardir ve bu olaya sarkoplazmik retikulum ve plazma membrani dahil
olmaktadir. Sarkoplazmik retikulum i¢ine Ca®* alimi ATP hidrolizine baghdir.
Sarkoplazmik retikiiler Ca,Mg-ATPaz (Kalsiyum, Magnezum ATPaz), fosforile
edildiginde, daha sonra sarkoplazmik retikulumun luminal tarafina translokasyona
ugrayan ve saliverilen iki Ca?* iyonunu baglar. Magnezyum, enzimin aktivitesi i¢in
gereklidir; reaksiyona aracilik etmek icin ATPaz'in katalitik bolgesine baglanir.
Sarkoplazmik retikiiler Ca,Mg-ATPaz birka¢ farkli farmakolojik ajan tarafindan inhibe
edilir: vanadat, thapsigargin ve siklopiazonik asit. Sarkoplazmik retikiiler Ca?* baglayici
proteinler de ayrica hiicre ici Ca?* seviyelerinin azalmasina katkida bulunur. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar kalsekestrin ve kalretikulin'i diiz kasta sarkoplazmik
retikiiler Ca®* baglayic1 proteinler oldugu tammlamustir. Plazma zari ayrica hiicrede
aktivator Ca®* konsantrasyonunu azaltmak igin ek bir mekanizma saglayan Ca,Mg-

ATPaz icermektedir. Bu enzim, sarkoplazmik retikiiler proteinden farklidir. Cilinkii bu
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enzim plazma zarinda Ca®* pompasimn stimulasyonuna neden olan kalmodulin

tarafindan baglanabilen otoinhibitér domaine sahiptir (Webb, 2003).

Na/Ca’* exchanger'rt da plazma membraninda bulunup hiicre i¢i Ca*"nin azaltilmasma

yardimec1 olmaktadir. Daha 6nce bahsedildigi gibi ROC ve VOC gibi kanallar

kontraksiyonda gorevlidir ve bu kanallarin inhibe edilmesi vaskiiler diiz kas gevsemesini

ortaya ¢ikaracaktir. Dihidropiridin, fenilalkilamin ve benzotiyazepin gibi

kanal

antagonistleri, kanal proteini tizerinde farkli reseptorlere baglanarak ve diiz kasta Ca*

girisini inhibe etmektedirler (Webb, 2003).
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Sekil 2.7. Vaskiiler diiz kasta vazodilatasyonun diizenlenmesi (Webb, 2003).
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3. GEREC ve YONTEM

izole organ banyosu deneyleri i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plateleri kullanilmugtir.
Deney hayvanlart {initesinden temin edilen sicanlara firetan anestezi metodu
uygulanmistir. Siganlarin abdominal kaviteleri linea alba {izerinden yapilan insizyon ile
acilmis olup abdominal aorta heparinize (1000unit/kg 1V) yapildiktan sonra
cikarilmigtir. 4°C’de 95% O ve 5% CO, ile gazlanmis Krebs soliisyonu igeren petri
kabina ¢ikarilan aort alinmistir. Yaklasik 1-2 mm kalinliginda aort halkalar1 kesilmistir
ve platelerdeki kuyucuklar krebs soliisyonuyla doldurulup, dokular bu soliisyonun i¢ine
limeni yukar1 bakacak sekilde yerlestirilmistir. Doku krebs soliisyonu ile her 15 dakika
bir yikanarak 60 dakika dinlendirilmistir.

Platein alt tarafi goriintiiyii engellemeyecek sekilde iletken tel ile dosenmistir ve bu
sayede plate kuyucuklar1 icerisindeki sivinin sicakhiginm 37 °C'de tutulmasi

saglanmustir.

Gorlintiide distorsiyon olmamasi i¢in kameranin plate'e uzakligi aynalar sayesinde
arttirllmistir. Olusturulan sistemde karisim gazi uygulanmis ve uygulanmamis doku
tizerinde ¢alisilmistir. Ayni ¢caligmalar benzer sekilde organ banyosunda da ¢alisilip, elde
edilen veriler hem kendi aralarinda hem de organ banyosu sonuglariyla

karsilastirilmistir.

Deneyin ilk asamasinda her iki grup iizerinde FE (10™ — 10 M) ile kiimiilatif ve tek
doz KCI (30mM) ile kasilma yanitlar1 incelenmis ve bu amagla abdominal aorta

halkalarinda konsantrasyon yanit egrileri elde edilmistir.

Deneyin ikinci asamasinda her iki grupta endotel bagimli gevsemeler incelenmistir.
Submaksimal konsantrasyonda fenilefrin ile 6n kasilma olusturulan abdominal aorta
halkalarinda asetilkolin (10 — 10° M) ve endotel-bagimsiz gevseme olusturan SNP’ye

(10! — 10° M) konsantrasyon-yamit egrileri olusturulmustur.
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Sicanlarin her birinden alinan abdominal aortalardan miimkiin oldugu kadar fazla halka
elde edecek sekilde hesaplamalar yapilip gereken sigan sayisi elde edilmistir. Veriler

ortalama + SS olarak verilmistir.
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4. BULGULAR
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Sekil 4.1a. Multi-well organ bath (MuWOB) sistemi (Borges ve ark., 2016)
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Sekil 4.1b. Modifiye MuWOB sistemi

Sekil 4.1a ve Sekil 4.1b: Multi-well organ bath (MuwWOB) ile modifiye MuwOB

goriintiileme sistemin detaylari

Sekil 4.1a'da MuWOB sisteminin telesentrik lens sistemi ile Sekil 4.1b’de modifiye
MuWOB sisteminde yer alan telemetrik lens ve ayna sistemi goriilmektedir. Iki sistem
arasinda bu farklilik goriintiilemenin Ustten veya hiicre kiiltiir platelerinin altindan
yapilmasina neden olamaktadir. Telementrik sistem yakindan goriintiiniin 6zellikle dis
kisimlarinin deforme olmadan goriintli saglayan bir sistemdir ve de maliyeti yiliksektir.

Telesetrik lens ve ayna sistemi ise goreceli olarak daha ucuzdur.

26



Sekil 4.2b. Modifiye MuWOB sisteminden goriintii

Sekil 4.2a ve Sekil 4.2b: MuWOB ve modifiye MuWOB sistemlerinde goriintiiniin
bozulma dereceleri. MuWOB ve modifiye MuWOB sisteminde kameradan elde edilen
goriintiiler karsilagtirildiginda, ilkinde oOzellikle plate’in diglarina dogru, goriintiide

bozulmalar goriiniirken, ikincide neredeyse hi¢ bozulma goriinmemektedir.
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Sekil 4.3a. Rat abdominal aortasinin organ banyosunda ve modifiye MuWOB sistemindeki Fenilefrin

(FE)-Asetilkolin (ACh) konsantrasyon yanit egrileri
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Sekil 4.3b. Borges ve arkadaglarinin olusturdugu Multi-well organ bath (MuWOB) sistemindeki Fe-ACh

konsantrasyon yanit egrisi (Borges ve ark., 2016)

Sekil 4.3a. ve Sekil 4.3b Klasik organ banyosu, MuWOB sistemi ve modifiye MuwWOB
sisteminin kullanimi sirasinda endotelin ne derece korunduguna iliskin karsilastirmada,
organ banyosunda (n=7) ve modifiye MUWOB sisteminin (n=7) pD, degerleri sirasiyla
5,40+0,36 ve 6,63+0,42 olarak bulunmustur (MuWOB sistemine ait pD, degeri yoktur).
Modifiye MuWOB sisteminde endotel yanitlarinin daha iyi korundugu goriilmiistir.
Veriler ortalama = SS olarak verilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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Sekil 4.4: Karisim gaziyla gazlanmig ve gazlanmamis rat abdominal aorta preparatinin 70 mM KCI

¢ozeltisiyle olusturdugu kasilmalarin karsilastiriimasi.

Rat abdominal aorta preparatlarina %5 CO2  ve , %95 O igeren karisim gazi
uygulanmig, uygulanmamis gruplarda 70mM KCI soliisyonuyla kasilma yanitlari
alinmistir. Her ne kadar gazlanan grupta kasilma yanitlar1 daha fazla olsa da gruplar

arasinda istatistiksel farklilik goriilmemistir.
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Sekil 4.5a. (Borges ve ark., 2016)
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Sekil 4.5b.

Sekil 4.5a ve Sekil 4.5b. Sekil 4.5a’da MuWOB sistemindeki damar preparatinin yerleri
ile Sekil 4.5b’de ki modifiye MuWOB sistemindeki damarlarin karsilagtirilmasi.
MuWOB ve modifiye MuWOB sistemlerinde plate igine yerlestirilen 2 mm
yiiksekligindeki damarlarin pipetleme sirasinda yer degistirip degistirmedigine bakilmis,
MuWOB sisteminde dokunun yerinin degistigi, modifiye MuWOB sisteminde ise
degismedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.6a.
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Sekil 4.6b.

Sekil 4.6a ve Sekil 4.6b. Doku tizerinde bazal gerilim olusturulmasi. Modifiye MuwOB
sisteminde, MuWOB sisteminde olmayan bazal gerilimi olusturabilmek i¢in, polikarbon
yapida suyla genisleyen bir materyal kullanilmistir. Doku {izerinde gerilim
olusturulmustur fakat kullanilan materyal suyla genisleyince dahi damar tarafindan
bastirilabilecek sertlikten daha fazla sertlik olustugu i¢in damar daralamamais, bu nedenle
goriintlileme sistemiyle bu degisikligin sonucu kesin olarak dl¢iilememistir (n=3).
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Sekil 4.7. Stok soliisyonlar i¢in 37°C derecede sabit 1sitma saglayan sistem

Soliisyonlar i¢in olusturulmus bu alan, hem Krebs soliisyonunun, hem de hazirlanmis
madde ¢ozeltilerinin sisteme uygulamak i¢in gerekli sicaklikta bekletilmesini

saglamaktadir.
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Sekil 4.8b.

Sekil 4.8a ve Sekil 4.8b: MuWOB ve modifiye MuWOB sistemleri arasinda
goriintiileme sistemlerinin karsilastirilmasi. MuWOB sistemi ile modifiye MuwWOB
sisteminde damar preparatinin oldugu kuyucuklara eklenen ¢6ziilmiis maddeler
kuyucuklarin i¢indeki soliisyon miktarini artirmaktadir. Bu artis MuWOB sisteminde
damarin daha biiyiik olarak goriintiillenmesine eden olurken, modifiye MuWOB

sisteminde goriintii plate’in altindan alindigi i¢in degisiklik olmamaktadir.
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Sekil 4.9. Yazilim arayiizii (Borges ve ark., 2016).

Sekil 4.9°da Borges ve ark. nin gelistirdigi MuWOB yaziliminin arayiizii goriinmektedir.
Yazilim MatLab iizerinden olusturulmus, anlik degil belirli araliklarla goriintii alip,

isleme mantigiyla calismaktadir.
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Sekil 4.10. Modifiye MuWOB sistemi

Gelistirmis oldugumuz modifiye MuWOB sistemi, sistem soliisyonlar i¢in ayarlanabilir
stok alaninin yaninda, plate’in konuldugu yiizeyinde elektronik olarak 1sitilmasini

kontrol eden bir 1sitma sistemine sahiptir.
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5. TARTISMA

Damar fizyolojik yanitlarinin degerlendirilmesi i¢in organ banyosu mantigiyla ¢alisan
pek cok sistem vardir. Bu sistemlerde esas olan damarin bir taraftan sabit bir noktaya
tutturulurken, diger taraftan mesafesi dolaysiyla damar {izerindeki gerilimin
ayarlanabildigi gili¢ transdiiserine tutturulmasidir. Sisteme takilan dokunun, Krebs veya
modifiye Krebs vb. soliisyonlar iginde ve uygun sicaklikta, fizyolojik yanitlar1 analog
olarak alinir, A/D doéniistiiriicliyle bilgisayar sistemine ulastirilir. Sistem 3-4mm
uzunlugunda 4-8 arasinda damar preparati asilacak sekilde olusturulmustur (Kenakin,
2001). Damar preparatindan iki adet tel gegirildigi ve sonrasinda bunlar gerildigi igin
endoteli tam olarak saglam sekilde sisteme asma olasiligi disiktir. MuWOB
sisteminde ise mekanik bir 6l¢iim yoktur, goriintiisii alinan damarin goriintiideki piksel
sayisina gore fizyolojik yanitlari hesaplanabilmektedir. Sisteme 1-2 mm uzunlugunda
damarin eklenmesi yeterlidir, yani bir damar daha fazla yerde kullanilabilmektedir ve
sistemde ayni anda teorik olarak 96 dokunun Ol¢iimii yapilabilmektedir. Herhangi bir
sisteme takmak gerekmedigi i¢in, daha fazla dokunun sisteme yerlestirilip,
goriintlilenebilmesi i¢in daha kisa bir zamana ihtiya¢ vardir. Halbuki organ banyosunda
banyolarin 6nceden kalibre edilmesi ve sonra damarlarin tek tek asilip, gerilmesi ¢ok

daha uzun siirenin harcanmasina neden olmaktadir.

Ticari olarak satilan organ banyolarinin haznelerinin hacimleri siklikla 5, 10, 20, 30 ve
50ml’den biridir. MuWOB’da kullanilan plate’in kuyucugu ise 250-300uL hacme
sahiptir, bu durum organ banyolarinda ayn1 deney i¢in asir1 madde harcanmasi anlamina

gelmektedir.

Birazda MuWOB ve bizim gelistirdigimiz modifiye MuWOB’u Kkarsilastirirsak,
MuWOB sistemi glizel bir sistem fakat gelistirilebilecek/gelistirilmesi gerekli yonleri de
var, bu projeye MuWOB sisteminde gordiiglimiiz eksikler nedeniyle basladik.

Iki sistem arasinda en temel farklihk goriintiileme teknigindedir. MuWOB iistten
telesentrik lens ile goriintii almaktadir, bu lensler amaca yonelik 6zel olarak tasarlanan

ve klasik lenslere gore yakin mesafeden goriintiide distorsiyon yapmadiklar1 veya daha
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az yaptiklar1 kabul edilen lenslerdir, modifiye sistemde bizim kullanmis oldugumuz
lensler ise telemetriktir, telemetrik lenslerde goriintii distorsiyonu azdir fakat objeyi
uzaktan ancak goriintiileyebilirler, yani uzaktaki objeyi biiyiitiip, goriintiilemekte
kullanilan bir lens sistemidir, bu nedenle kamerayla plate’in konuldugu alan uzak
olmaliydi, bunu saglamak i¢in kutu i¢cinde aynalarla yansitarak bu mesafeye daha kisa
alanda ulasabildik, elde ettigimiz goriintiide, sekillerden de anlasilacagi gibi daha az

distorsiyon olustu (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Distorsiyonun neden bu kadar 6nemli olduguna gelirsek, yazilim kameradan gelen
goriintiide damarin agik rengini ayirip gordiigii halkanin piksellerini sayarak damarin
fizyolojik yanitin1 hesaplamakta, bu sirada goriintii direk karsidan halka seklinde alinirsa
sistem en iyi sekilde ¢alismaktadir. Sekil 4.2b’de goriildiigii gibi plate’in dislarina dogru
goriintli diiz degil yandan gelmektedir, bu da bu alandaki damarlarin yan duvarlarinin da
goriintliye girecegini ve goriintiiyli islerken sorun olacagini gostermektedir. Bu nedenle
MuWORB sistemi ile gergekte 96 dokuyu ayni anda ¢alismak miimkiin degilken, bizim

sistemimizde bu miimkiindiir. ki sistemdeki temel avantajlarrmizdan biri budur.

Organ banyosu, MUWOB ve modifiye MuWOB’u asilan veya sisteme yerlestirilen
damarlarda endotelin ne kadar saglam kaldigini1 karsilastirdigimizda, organ banyosuna
gore her iki sistemde de endotel daha fazla oranda korunmaktadir. Bunun ¢alismalarda

dokunun in vivo’ya daha yakin yanit vermesini saglayabilecegini diisiinmekteyiz (Sekil
4.3).

Organ banyosunda karisim gazi kullanmak gerekirken, olasilikla plate’in kuyucugunun
hacmi az oldugundan ve havadan Krebs soliisyonu igine ¢oziinen oksijen yeterli
oldugundan, sistemde gazlanmis ve gazlanmamis dokulardaki kasilma yanitlarinin
istatistiksel olarak fark goriilmemesi, bize karisim gazi ihtiyacinin olmadigini da
diistindiirmektedir (Sekil 4.4). Bu da hem maaliyetin azalacagi, hem daha kiigiik alanda
calisma olanagl hem de karisim gazindaki hatalardan dolay1 deneyin etkilenmeyecegi

anlamina gelmektedir (Sekil 4.4).

MuWOB sisteminden farkli olarak damar preparatlarimi  kuyucuklarin ortasina

sabitledigimiz 0,35mm ¢apindaki ¢elik tellere gecirdik, bu durum kuyucuk igindeki
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sollisyonu pipetlerken damarin ortadan, koselere dogru kagma olasiligini ortadan
kaldirmig oldu. Kuyucugun dis ¢eperi sistemde beyaz olarak goriintiilendigi igin,
damarin disar1 dogru kagmasi, yazilimin bu alanlar1 da algilayip yanlis sayim yapmasina

neden olabilmektedir. Bu sekilde bu olasilik da ortadan kaldirilmis olmustur (Sekil 4.5).

Sistemin eksiklerinden biri, her ne kadar sistem bu sekilde de c¢alissa da, damara bazal
gerilim uygulanamamasidir. Bazi arastirmalarda damar cevabinin baglangictaki gerilme
miktarina bagl olarak degistigi belirtilmistir (Price ve ark., 1981). Bu bazal gerilimi
saglamak icin polikarbon yapida suyla genisleyen bir materyali damarin i¢inden
gecebilecek kadar inceltip, kuyucugun ortasina yerlestirdik, ama¢ damari buraya
gecirdikten sonra Krebs soliisyonu ile bu materyalin sisip, damara gerilim
uygulamasinin saglanmasiydi. Olasilikla materyal sert oldugu icin damar tarafindan
sikistiritlamadi bu nedenle damarin kasilma sistem tarafindan yeterince etkili bir sekilde

Olciilememistir. Bu amacgla kullanmak i¢in daha farkli materyalleri halen

aragtirmaktay1z.

Sistemimizde goriintiiniin kuyucugun altindan alinmasinin sagladigi diger bir avantaji;
deney sirasinda eklenen Krebs ¢ozeltisi veya herhangi bir ¢ozelti kuyucuk igindeki
stvinin seviyesinin yukari ¢ikmasina neden olmaktadir, bu durumum iisten bakildiginda
kirilma indisi degistigi i¢in, damarin daha biiyiik goriinmesi ve ol¢limiin hatali olmasina
neden olmaktadir, gorilintiinlin kuyucugun altindan alinmasi ise bu sorunu ¢ikarmayip,

hataya neden olmamaktadir (Sekil 4.8).

Sonug olarak, organ banyosuna alternatif olmaya aday MuWOB sisteminin,
organ banyosuna gore pek cok avantajlart vardir. Bizim gelistirdigimiz modifiye
MuWOB sistemi de MuWOB’un gelistirilmesinde, kullanilabilirligini artirilmasina ve

ticarilestirilme olasiligina katkida bulunabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

MuWOB sistemi, kolay uygulanabilir olmasi, daha az tezgah alan1 kaplamasi, daha az
hayvan ve daha az kimyasal kullanimina olanak saglamasi gibi ¢esitli avantajlari
bulunmaktadir. Bizim modifiye ettigimiz sistemde diger sistemin eksiklikleri
giderilmeye calisilmistir. Goriintiilemede kullanilan kuyucuk sayisinin  artmast,
distorsiyonun engellenmesi ve endotel hasarnin azalmasi en biiyiik avantajlarindandir.
Bununla birlikte bazal gerilim olusturmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir. Tiim bu avantajlarla ve gelistirdigimiz/gelistirilebilecek 6zellikleri ile

MuWOB sistemi pratikte kullanilabilir potansiyeline sahiptir.
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