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Heterokronik parabiosis modeli kullanilarak yash farelerde damar yamitlarinin

arastirillmasi

Ogrencinin Adi: Ulfet Farisoglu
Damismani: Giinnur Kocer
Anabilim Dal: Fizyoloji

OZET

Amac: Parabiyoz yonteminin yasli ve geng farelerin damar yanitlarina etkisini ve bu

hayvanlarin damar yanitlarindaki degisim siirecini ortaya koymay1 amagladik.

Gerec¢ ve Yontemler:Caligmamizda 133 adet yash ve geng balb/c fareler kullanildi.
Hayvanlar, izokronik yasl (IP-Y), heterokronik yasli (HP-Y), izokronik gen¢ (IP-G),
heterokronik gen¢ (HP-G), gen¢ kontrol (G-K) ve yash kontrol (Y-K) olmak iizere
toplam 6 gruba ayrildi. Heterokronik grupta yasli ve gen¢ hayvanlar, izokronik
parabiyozis grubunda da yasli ya da gen¢ hayvanlar ortak bir dolasgim olusturmak
i¢in derilerinden cerrahi olarak birlestirildi. Cerrahi islemden sonra 3., 5., 7,, ve 9.
Haftalarda hayvanlar feda edilerek torasik aortalari izole edildi. Damar yanitlari
organ banyosu ile tayin edildi. Kasilma yanitlarini1 degerlendirmek i¢in fenilefrin (10
%-3x10°M) ve potasyum kloriirlii krebs (20mM, 40mM ve 80mM), gevseme
yanitlarin1 degerlendirmek icin de asetilkolin (10°-3x10°M) ve sodyumnitroprusside
(10°-3x10*M) yamitlar1 kaydedildi. Doz yanit egrileri tekrarli varyans analizi ile
maksimum kasilma ve gevseme yanitlari tek degiskenli varyans analizi kullanilarak
degerlendirildi. Post Hoc test olarak da LSD testi kullanildi. Veriler + standart hata

olarak verildi ve p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular ve sonugclar: Yashligin maximum ACh gevseme yanitlarin1 anlamli olarak
diisiiriicti etkisi vardi (p<0,01). Fakat HP-Y grubunda da 3. Haftada maksimum ACh
gevseme yanitt anlamli olarak diisiikken (p<0,05) ama bu anlamlilik 9. Haftada
ortadan kalkti. Maksimum fenilefrin kasilma yanitlar1 heterokronik parabiyoz
grubunda daha diisiiktii (p<0,05). Parabiyoz modelinin, yasl yaslilikta goriilen endtel

disfonksiyonun diizeltici katksi olabilir.

Anahtar Sozciikler: Parabiyoz, endotel bagimli gevseme, NO



Investigation of vascular responses in elderly mice using heterocronic parabiosis
model

Student Name: Ulfet Farisoglu
Advisor: Yrd. Do¢. Dr. Giinnur Koger
Department: Physiology

ABSTRACT

Aims: To investigate whether plasma factors in the circulation of old and young
animals have an effect on vascular tone in old and young animals whose circulation
is combined with parabiosis method. Secondly, we aimed to demonstrate the process
of change in vascular tone in animals sacrificed at weeks 3,5,7 and 9.

Methods: There were 133 old and young balb/c mice used in the investigation. The
animals were seperated into 6 categories, these being; isochronic old (IP-O),
heterochronic old (HP-O), isochronic young (IP-Y), heterochronic young (HP-Y),
control young (C-Y) and control old (C-O). While in the heterochronic group, old
and young animals were surgically combined from their skin, in the isochronic
group, the same process was repeated with young and young or old and old animals
to create a common circulation. After surgery, animals were sacrificed at weeks 3, 5,
7, and 9, and thoracic aortas were isolated. Vascular responses were determined by
organ bath. In order to determine contraction responses, phenylephrine (10°-3x10-
SM) and potassium chloride krebs (20 mM, 40mM ve 80mM), and to determine
vasodilation responses acetylcholine (10°-3x10°M), acetylcholine in the presence of
nitroargine (10°-3x10M) in sodyumnitroprusside (10°-3x10*M) were recorded.
While dose response curves were evaluated using 3-way analysis of variance,
maximum contraction and relaxation responses were evaluated using a univariate
general linear model. Results shown below were founded using the LSD test from
Post Hoc. The data were entered as =+ standard deviation and p<0,05 was obtained as
significant difference.

Results and conclusion: Aging had a significantly lowering effect on maximum
ACh relaxation responses (p<0.01). However, in the HP-Y group, the maximum ACh
relaxation response at the 3rd weeks was significantly lower (p<0.05), but this
significance disappeared at 9th weeks. Maximum phenylephrine contraction
responses were lower in the heterocronic parabiosis group (p<0,05). ACh responses
increased at the end of 9 weeks in the HP-Y group. Thats why the parabiosis model
may have a improver effect on endothel disfunction seen in aging.

Keywords: Parabiosis, Endothelial dependent vasodilation, NO



GIRIS

Yaslanma, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in ©6nemli bir risk faktoriidiir.
Kardiyovaskiiler risk faktorlerinin en dnemli hedeflerinden birisi de vaskiiler endotel
tabakasidir (Liischer ve ark., 1991). Endotel bagimli vazodilatasyonun kirk yasindan
sonra bozuldugu ve giderek artan yasla birlikte azaldig1 bildirilmistir (Seals ve ark.,
2011). Endotel disfonksiyonu, sadece esansiyel hipertansiyon veya sekonder
hipertansiyon (Panza ve ark., 1990, Taddei ve ark., 1993), hiperkolesterolemi
(Creager ve ark., 1990, Zeiher ve ark., 1993) ve ateroskleroz (Zeiher ve ark., 1993)
gibi hastaliklarin karekteristik 6zelligi olmayip yaslilikla da iliskilendirilmektedir
(Maeda ve ark., 2003, Maeda ve ark., 2004). Patolojik durumlardan bagimsiz olarak
yasliligin, aorta ve direng arterlerinde endotel disfonksiyonuna yol ag¢tigi rapor
edilmistir (Maeda ve ark., 2003, Dohi ve ark., 1990, Mayhan ve ark., 1990). Endotel
fonksiyonunda yaslanmayla birlikte goriilen degisiklikler kardiyovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde klinik a¢idan 6nemli etkileri olabilir. Yagsa bagl olarak
goriilen endotel fonksiyonlarindaki bozulma/azalma 6ncelikle endotel hiicrelerinin
vaskiiler tonusu diizenlemek i¢in salgiladiklar1 gevsetici mediatorlerin azalmasi ile
kendini gosterir. Bu durum endotelden salgilanan c¢esitli vazodilatér maddelerin ve
ozellikle nitrik oksitin (NO) hem iiretiminin hem de bioyararlaniminin azalmas: ile
aciklanmaktadir (Hayashi ve ark., 2008). Yaglanma siirecinde NO disinda
prostasiklin ve endotelden kaynaklanan hiperpolarize edici faktéor (EDHF) gibi
endotel bagiml gevseticilerin katkis1 da azalmaktadir (Najjar ve ark., 2005, Yildiz,
2007).

Parabiyoz; iki organizmanin cerrahi olarak birlestirilmesi anlamina gelmektedir
(Bert, 1864). Bu yontem ilk olarak 1864’te Fransiz fizyolog Paul Bert tarafindan
dolagim sistemlerini incelemek i¢in beyaz albino sicanlar kullanilarak yapildi (Bert,
1864, Conboy ve ark., 2013). Baslangigta parabiyozda kisa deri insizyonlari
olusturuluyor ve hayvanin her iki yan tarafina birer dikis atiliyordu. Giinlimiizde ise
dikis tiim viicut kenar1 boyunca uzanmaktadir (Conboy ve ark., 2013). Parabiyoz,
inflamasyon bolgesinde mikrovaskiiler olusumu tesvik eder (Waskow ve ark., 2010).
Ayn1 zamanda biiylime ve proliferasyon faktorleri gibi dolasimda bulunan

mediyatorlerin paylasilmasina aracilik eder (Weissman ve ark., 1984). Parabiyoz



yontemi, hiicre ve doku yaslanmasina yonelik sistemik sonuglart ve yasa baglh
rahatsizliklarin degerlendirilmesine olanak saglar (Conboy ve ark., 2013). Farkl1 yas
grubu ya da farkli Ozellikteki hayvanlarin dolagimlarinin  birlestirilmesine
heterokronik parabiyoz, ayni yas grubu ya da ayni &zelliklere sahip hayvanlarla
olusturulan parabiosise de izokronik parabiyoz denmektedir. Heterokronik
parabiyotik ¢alismalar gen¢ hayvanlarin dolasimindan koken alan faktorlerin yagh
hayvanlarin dolagimima gegerek bu hayvanlarin tamir mekanizmalarin1 aktive
edebilecegini Onermektedir (Loffredo ve ark., 2013, Conboy ve ark., 2005).
Parabiyotik caligmalar yashi hayvanlarda; iskelet kasinda kas myosatellite
hiicrelerinin fonksiyonun ve tamir mekanizmalariin arttigin1 (Katsimparti ve ark.,
2014), Beyinde subventrikiiler alanda damarlanmanin ve kan akiminin arttigini
(Villeda ve ark., 2014), artmis olan kardiyak hipertrofinin (Conboy ve ark., 2005)
geri dondiiriildiigiinti géstermektedir. Tam tersine gen¢ hayvanlarda da yasli sistemik
cevrenin, myogenezi (Loffredo ve ark., 2013) ve nodrogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir. Fakat parabiyotik hayvanlarla yapilan ¢alismalarda damar yanitlarinin
nasil degistigine dair herhangi bir literatiir bilgisi yoktur. Bu veriler 1s1ginda

calismamizda asagida belirttigimiz gibi iki 6nemli amacimiz vardir;

1- Yash ve geng¢ hayvanlarin dolasimlarinda yer alan faktorlerin vaskiiler tonusa
etkisinin olup olmadigini aragtirmak. Bunun i¢in endotel bagimli ve endotel bagimsiz

gevseme yanitlari ile damarin kasilma yanitlarini inceleyecegiz.

2- Parabiyoz calismalarinda hayvanlar genellikle 4 veya 6 hafta sonra feda ediliyor.
Loffredo ve arkadaglari yapmis olduklar1 calismada sistolik kan basincinda 7.
haftadan itibaren bir degisiklik saptamiglar. Bu nedenle ikincil olarak hayvanlari
3.5.,7. ve 9. haftalarda feda ederek vaskiiler tonustaki degisim siirecini ortaya

koymay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

2. Vaskiiler Tonus

Vaskiiler sistemin, baglica dagitim ve degisim olmak tizere iki 6nemli gorevi
vardir. Dagitim, kan ile oksijen, besin gibi dokularin kullanacag: yararli maddelerin
gotiirtilmesi ve metabolik artiklarin uzaklastirilmasi islemini igerir. Degisim ise akim
hizinin en az oldugu kapiller damar yataginda kan ve dokular arasinda madde alis
verigini kapsar. Damar ¢aplarinin degismesi kan basincinin diizenlenmesini ve kanin

tiim viicut bolgelerine ulagmasini saglar (Griffith, 1994, Bern, 2008).
2.1. Vaskiiler Sistemin Yapisi ve Fonksiyonu

2.1.1 Vaskiiler sistemin histolojik yapisi

Viicutta bulunan damar agi, kani kalpten dokulara tasityan arteriyel sistem, kan
ile dokular arasindaki madde alisverisinin gerceklesmesini saglayan kapillerler ile
kanin kalbe geri donmesini saglayan vendz sistemden olugmaktadir. Biiyiik
damarlarda intima, media ve adventisya olarak toplamda ii¢ tabaka bulunur. Biiyiik
damarlarda, bazal lamina ile endotel hiicrelerin arasinda bag doku bulunur. Media
tabakasinda diiz kas hiicreleri glikoprotein, elastin ve kolejen matrikse iyice
yerlesmis halde bulunur. Damarin biiyiikliigiine bagh olarak diiz kasin hiicreleri
birka¢ tabaka icerebilir. Bu tabakalar longitudinal, helikal ve dairesel olarak
diizenlenmistir. Diiz kasin kasilmasi ile birlikte damarin ¢ap1 daralir. Kiigiik damarlar
ve kapillerler ise endotel hiicreleri ve bazal laminadan olusurken diiz kastan
yoksundurlar. Intima tabakasi, tek sirali endotel hiicrelerden olusurken bazal lamina
ile media tabakasindan ayrilir. En dista bulunan adventisya tabakasinda kolajen,
fibroblast, biliylikk damarlarda vaza vozumlar, lenfatikler, otonom sinirler 6zellikle

sempatik adrenerjik sinirler bulunur (Klabunde, 2011).



2.2. Vaskiiler Tonusun Diizenlenmesi

Vaskiiler diiz kas tabakasi kan damarlarinin kasilmasina ve gevsemesine
aracilik eder (Shepherd ve Vanhoutte, 1979). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
kasilmalari, mekanik (intraliiminal basing, gerilme) veya farmakolojik aktivasyonla
(yani, ligandlarin hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmasiyla) veya hiicre i¢i
kalsiyumu hiicre i¢i depolardan salgilayarak (sarkoplazmik retikulum) veya plazma
zarinda kalsiyum kanallarinin agilmasini takiben kalsiyumun hiicreye girmesiyle
baslayabilir (Ji ve ark., 2002, Hilgers ve Webb, 2005, Wiedeman, 1966, Walsh,
2011, Webb, 2003, Wray ve Burdyga, 2010, Devine ve ark., 1972, Cribbs, 2001).
Hiicre ici serbest kalsiyum iyonlari, kalmoduline baglanir ve kalsiyum-kalmodulin
kompleksi, miyosin hafif zincir kinazin1 (MLCK) aktive eder. MLCK, miyozin hafif
zincirini fosforile eder, bu da miyozin baslari ile aktin filamentleri arasinda ¢apraz
koprii olusumunu saglar. Boylece diiz kas hiicreleri kasilir (Horowitz ve ark., 1996,
Shozo ve Potter,1986, Van Lierop ve ark., 2002, Raina ve ark., 2009, Walsh, 1994,
Stull ve ark., 1991, Rembold ve Murphy, 1993).

Vaskiiler tonus, regiilasyonu ve yeterli doku perfiizyonunu korumak icin temel
bir fonksiyondur. Vaskiiler tonus, sinirsel ve humoral faktorler (6rnegin, endotel ve
diiz kas) gibi c¢esitli parakrin faktorleri arasindaki karmagsik bir etkilesimle
diizenlenir. Fizyolojik siiregte oldugu gibi bircok patolojik siirecte de endotel,
vazodilator ve vazokonstriktor mediyatorler ile vaskiiler tonusun Onemli bir

diizenleyicisidir (Griffith ve ark., 1994, Triggle ve Ding, 2011).

Vaskiiler tonusun diizenlenmesini saglayan mekanizmalar1 ekstrensek ve
intrensek mekanizmalar olmak {izere iki baslik altinda toplayabiliriz. Bu

mekanizmalar agagida tablo 2.1°de 6zetlenmistir.



Tablo 2.1. Vaskiiler tonusu diizenleyen mekanizmalar (Koger,2012).

Vakiiler Tonusun Diizenlemesi

Ekstrensek Mekanizmalar intrensek Mekanizmalar
Noral Kontrol Doku Faktorleri
Humoral Kontrol Parakrin Hormonlar

MiyojenikMekanizmalar

Endotelyal Kontrol

2.2.1 Ekstrensek mekanizmalar

2.2.1.1 Noral kontrol

Vaskiiler tonusun noral kontrolii iki baglik altinda incelenmektedir;

-Parasempatik Innervasyon; Kalbi innerve eden parasempatik lifler medulladan
kaynaklanir. Bazi1 efferent parasempatik lifler dogrudan veya dolayli olarak bazi
organlardaki kan damarlarin1 innerve ederek vazodilatasyona yol agcarlar.
Parasempatik innervasyonda NO olusumu ile vazodilatasyona neden olan vaskiiler

endoteldeki muskarinik reseptorlere baglanan asetilkolindir (ACh).

-Sempatik Innervasyon; Kalp ve damarlarin sempatik adrenerjik kontroliiniin en
onemlileri medullada yer alan ndronlardan kaynaklanmaktadir (Klabunde, 2012).
Perivaskiiler sempatik sinirler, postgangliyonik efferent liflerdir ve hiicre govdeleri
paravertebral gangliyonlarda bulunur (McLachlan,2003). Sempatik efferentlerin
kiiciik dallar1 damarlarin advensiya tabakasinda yer alir. Bu sinirlerin kiigiik, siskin
kisimlar1 olan varikositlerden norotransmitterler salgilanir (Klabunde, 2012).
Norepinefrin, salgilanan baslica ndrotransmitterdir ve serbest birakildigi zaman o
adrenarjik veya [ adrenarjik reseptore baglanip etki gosterir (Bell ve ark., 1996,
Minneman, 1988). Diren¢ ve kapasitans damarlarda kasilmaya neden olan sempatik
aktivasyon sistemik vaskiiler direncin de artmasini saglar. Bunun yaninda venlerde
kasilmay1 saglayarak vendz kapasitanst azaltir. Diren¢ damarlarinin sempatik
aktivasyonu bir¢cok organda vaskiiler tonusa katkida bulunur. P2 adrenarjik
reseptorlerin inervasyonu damarlarda vazodilatasyona neden olur fakat damarlarda a-

adrenoreseptorler daha fazla ve daha baskin oldugu icin P2 adrenoreseptorlerin



vazodilator etkisini gérmek i¢in ancak a-adrenoreseptorlerin tamamen bloke olmasi

gerekir.

2.2.1.2 Humoral kontrol

Humoral faktorlerin bazilar1 kalp ve damarlarini dogrudan etkilerken bir
kismi da kan hacmindeki degisikliklerle kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 etkiler.
Baslica humoral faktorler; dolasimdaki katekolaminler, renin-anjiotensin-aldesteron
sistemi (RAS), atrial natitiretik peptit (ANP), antiditiretik hormon (Vazopressin)’dir
(Klabunde, 2012).

- Katekolaminler; Adrenal medulla dokuyu innerve eden pregangliyonik sinirlerle
aktive edildiginde %80 epinefrin, %20 norepinefrin salgilar. Normalde salgilanan
norepinefrinin ¢ogu sinirler tarafindan geri alinarak metabolize edilir. Az miktarda
norepinefrin kana karisir ve yayilir. Bu hormonlar vazokonstriksiyona yol agar

(Klabunde, 2012).

-Renin-Anjiotensin Sistemi; Kan hacmini, arteriyal kan basincini, kardiyak ve
vaskiiler fonksiyonu diizenlemede rol oynar. Bobreklerin sempatik sistem tarafindan
uyarilmasi sonucuyla renal arter kan basincinin diigmesi ve makula densaya ulagan
sodyum konsantrasyonunun diismesi sonucunda renin {iretilir. Renin, karaciger
tarafindan salgilanan anjiotensinojeni, anjiotensin I’e (Ang I) doniistiiriir. Ang I
olustuktan sonra anjiotensin doniistiiriicii enzimle (ACE) anjiotensin II’ye (Ang II)
donistiirtilir. Ang II’'nin vaskiiler tonusu diizenleyici etkileri sunlardir; resistans
damarlarinda konstriksiyona sebep olarak sistemik vaskiiler direnci ve arteriyal
basinci artirir, sempatik sinir uglarindan norepinefrin salgisini artirip geri alinimini
inhibe ederek sempatik adrenarjik aktiviteyi artirir, adrenal kortekse etki ederek
aldestron salgilanmasini saglar boylece sodyum ve sivi tutulmasini artirarak kan
hacmini artirmis olur, arka hipofizden vazopressin salgilatarak ve beyindeki susama
merkezini uyararak kan hacmini artirip kan basincinin artmasma ve kan basincinin

diizenlenmesine yardim eder (Klabunde, 2012).

-Atriyal Natriiiretik Peptid; Atriyal distansiyona cevap olarak kalpteki atriyal
myositlerden salgilanir. Uzun siireli sodyum ve su dengesi, kan hacminin ve arteriyal

basincin diizenlenmesinde rol oynar. RAS ile zit ¢alisan bir hormondur. Aldesteron



salgilanmasini azaltir, glomertiler filtrasyonu artirir. Natiiirez ve diiirez neden olur ve
renin salgilanmasini azaltarak Ang II’yi azaltmis olur. Boylece kan hacmini azaltarak

kalp debisi ve kan basincinda diisiise yol acar (Klabunde, 2012).

-Vazopressin; Arka hipofiz bezinden salgilanir. Bobreklere ve kan damarlaria etki
eder. Hipovolemik sok gibi asir1 kanama oldugu zaman salgilanmasi artarak vaskiiler
direnci eski haline getirir. Bu vazokonstriktor etki bazen dolasim soku tedavisinde
kullanilarak vaskiiler direnci ve dolayisiyla arteriyal basincini normal diizeylere

arttirmada kullanilir (Klabunde, 2012).
2.2.2 intrensek mekanizmalar

2.2.2.1 Doku faktorleri

Doku faktorleri kan damarlarim1 cevreleyen dokular tarafindan iiretilen
maddelerdir. Bu maddeler kan damalarinin kasilmasini veya gevsemesini saglayarak
kan akigin1 ve direnci degistirir. Baz1 durumlarda bu maddeler endotel fonksiyonunu
dolayli olararak etkileyerek veya sempatik sinirler tarafindan norepinefrin
salgilayarak vaskiiler diiz kas hiicrelerini etkiler. Bu vazoaktif maddelerden bazilari
adenozin, karbondioksit (COz), hidrojen iyonu (H"), potasyum iyonu (K") ve laktat
gibi hiicresel metabolizma tiriinleridir. Bunlarin yaninda kan damarlarini ¢evreleyen
farklr hiicre tipleri lokal parakrin hormonlar olarak adlandirilan vazoaktif maddeler

de salgilarlar. Bu maddeler histamin, bradikinin ve prostoglandinlerdir (Klabunde,

2012).

-Adenozin; 5 niikleotidaz enzimiyle adenozin monofosfattan (AMP) iiretilir. AMP,
ADP ve ATP’den iiretilir. Az miktarda ATP hidrolizi, biiylik miktarda adenozin
tiretilmesini saglar. Ciinkii ATP’nin hiicre i¢i konsantrasyonu adenozine gore cok
yiiksektir (Klabunde, 2012). Bobrek damarlar1 disinda pek ¢ok dokuda vazodilator
gorevi goriir. Hipoksi ve oksijen tiiketiminin arttig1 kosullarda adenozin iiretiminin
arttigi gézlenmistir. Adenozinin vazodilator etkisine Karp kanallarinin aktivasyonu

aracilik eder (Deussen ve ark., 2006, Klabunde, 2012).

- Karbondioksit; Ozellikle beyinde kan akimmin diizenlenmesinde 6nemlidir

(Erlichmana ve ark., 2010). Kan akiminin azaldigi durumlarda kanda CO:2



konsantrasyonu artar. CO2, parankimal hiicrelerden damar diiz kas hiicrelerine

yayilarak vazodilatasyona sebep olur (Klabunde, 2012).

- Hidrojen Iyonu; H" konsantrasyonu CO: konsantrasyonu artisina bagl olarak
artabilecegi gibi anaerobik metabolizma sonucunda olusan laktik asit gibi
metabolitler de H" konsantrasyonunu arttirmaktadir. H" iyonu lokal olarak
vazodilatasyona neden olur. Serebral dolasimin diizenlenmesindeki katkis1 onemlidir

(Klabunde, 2012).

-Potasyum Iyonu; K, kalp kas1 ve iskelet kasinin kasilmasiyla hiicre digina gecererek
kan damarlarmin gevresinde artar. Artmig K iyonu konsantrasyonu damar diiz
kasinda hiperpolarizasyona neden olarak damarlarda vazodilatasyona yol agar

(Klabunde, 2012).

- Oksijen (02); O2 seviyesi lokal kan akiminin diizenlenmesinde Onemlidir.
Dokulardaki parsiyel oksijen basinci diistiigiinde ve oksijen kullanimi arttiginda
olusan hipoksi, pulmoner damar yatagi hari¢c diger damar yataklarinda

vazodilatasyona sebep olur (Klabunde, 2012).

- Ozmolarite; kan ve dokulardaki ozmolarite degisikligi kan akiminin diizenlenmesi
ile iligkilidir. Doku iskemisi veya metabolik aktivite artisi, intersisyel sivinin ve
vendz kanin ozmolaritesini artirip vazodilatasyona yol agar. Ozmoralitede meydana
gelen spesifik olmayan degisikliklerin kan akiminin diizenlenmesinde rol alabilecegi

diisiiniilmektedir (Klabunde, 2012).

2.2.2.2 Parakrin hormonlar
Kan akimmin diizenlenmesinde histamin, bradikinin ve arsidonik asit

metabolitleri doku metabolizmasindan bagimsiz olarak etki eden mediyatdrlerdir.

- Histamin: Histamin, doku mast hiicrelerinden hasar, inflamasyon ve alerjik
tepkilere yanit olarak salgilanir. Etkisini H1 ve H2 reseptdrleri arciligiyla gosterir.
Bazi damarlarda vazodilatasyona neden olurken, bazi damar yataklarinda ise

vazokonstriksiyona neden olur (Klabunde, 2012).

- Bradikinin: Kanda ve dokularda bulunup alfa-2 globuline etki ederek kallikrenin

etkisi ile olusur. Bradikinin endotel hiicrelerinde bulunan B2 kinin reseptorlerine
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baglanip hiicre igerisinde Ca*™ konsantrasyonunu artirarak NO olusumunu uyarir ve
vazodilatasyona sebep olur. Bdylece fosfolipaz A2 aktivasyonu ile membranda
vazoaktif maddeler sentezlenir. Arsidonik asit metabolitleri ve NO ile dolayli yoldan

vazodilatasyona sebep olur.

-Arsidonik Asit Metabolitleri: Mebrandaki bir fosfolipit olan arsidonik asitten
tiretilen prostosiklin, prostoglandin E> (PGE2) vazodilasyona, prostoglandin F2a,
tromboksanlar ve l6kotrienler vazokonstriksiyona sebep olur. Bircok dokuda etki
gosterirler ve bunun yaninda bir¢ok uyaran sayasinde salgilanip bazal tonusa etki
ederler. Boylece doku kanlanmasinin diizenlenmesinde katkida bulunurlar (Koger,

2012, Klabunde, 2012).

2.2.2.3 Miyojenik mekanizmalar

Bazal durumda sabit olan doku metabolizmasi, perfiizyon basincinda degisiklik
olsa bile kan akiminin sabit sekilde devam ettirilmesi gerekir. Bu mekanizma kan
akiminin otoregiilasyonu olarak adlandirilmaktadir. Perfiizyon basinci degistiginde
kan akiminin sabit kalmasini miyojenik mekanizmalar saglar. Miyojenik
mekanizmalar, intravaskiiler basing arttigi zaman damar ¢apini ve direncini yeniden
eski haline getirebilmek i¢in kasilma yoluyla cevap verir. Bu mekanizmanin
isleyisine bakacak olursak; vaskiiler diiz kasin gerilmesi soncunda membranda

bulunan gerime duyarli kanallar acilir ve hiicre i¢i kalsiyum diizeyi artarak damar

diiz kasinda kasilmaya yol acar (Koger, 2012,Klabunde, 2012).

2.2.2.4 Endotelyal kontrol

Endotel hiicrelerinin intimal tabakasi kalpten en kiiciik kilcal damarlara
kadar tiim wvaskiiler agaci kaplar, bdylece kan damarlarimin tiim i¢ yiizeyini
olusturmus olur.

Endotel tabakasi, kardiyovaskiiler risk faktorlerinin de hedefidir (Liischer ve
ark., 1991). Saglikli arterlerdeki endotel bagimli gevsemeler, EDHF, NO ve/veya
prostosiklin tiretimi gibi mekanizmalara baglidir (Furchgott ve ark., 1989, Pearson ve
Vanhoutte, 1993). Biiyiik arterlerde endotel bagimli gevsemelerin biiyiik bir
kismindan NO salinimi sorumludur (Davidge ve ark., 1998).

Vaskiiler tonusun diizenlenmesinde endotel tabakasindan salgilanan faktorler

hem vazodilatasyona ve vazokonstriksiyona neden olmaktadir. Endotelden salgilanan
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NO, prostosiklin ve EDHF vazodilator ajanlarken, endotelden salgilanan endotelin 1
(ETT) ise vazokonstriktor ajandir (Klabunde, 2012). Bu vazoaktif maddeler vaskiiler
tonusu desteklemek, saglikli arter yapisinin ve islevinin devamini saglamak ig¢in
gereklidir (Sloboda ve ark. 2012).

- Nitrik oksit: Endotel kaynaklt NO giiclii bir vazodilatér ajan olmasinin yaninda
(Furchgott ve ark., 1980, Ignarro ve ark., 1987), vaskiiler tonus ve kan basincinin
diizenlenmesinde de énemli bir rol oynar (Moncada ve Radomski, 1988, Furchgott
ve ark., 1980,).

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan endotel hiicrelerdeki L-argininden
siirekli olarak sentezlenen ugucu bir gazdir (Palmer ve ark., 1988). Yapisal ve
fonksiyonel olarak NOS’un {ii¢ farkli izoformu bulunur. Bunlar; endotelial NOS
(eNOS), noral NOS (nNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS)’tur (Ayajiki ve ark.,
1996, Rees ve ark.,1989).

Endotel tabakasinda NO, spesifik olarak iyi karakterize edilmis bir NO sentaz
(eNOS) enzimi aracilifi ile sentezlenirken, vaskiiler duvardaki NO degregasyonu ve
metabolizma siireci iyi anlasilmamistir (Papapetropoulos ve ark., 1999, Stuehr,
1999). eNOS kalsiyum bagimli veya bagimsiz yollarla aktive edilebilir. Asetilkolin,
bradikinin ve histamin gibi agonistler, endotel hiicre membranindaki spesifik
reseptorlere etki ederek hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu artirir ve kalsiyum,
kalmoduline baglanip kalmodulinin aktivasyonuna yol agarak NO {iretimini artirirlar
(Zhao ve ark., 2015). eNOS’1n kalsiyumdan bagimsiz aktivasyonu ise eNOS’1n sahip
oldugu farkli inhibisyon ve aktivasyon bdlgeleri araciligiyla gerceklesir. Bu
bolgelerden Serl1177 aktivasyon, Thr495 ise inhibisyon bolgeleridir. Protein kinaz A
ve B, biliylime faktorleri veya hormonlar gibi ¢esitli uyaranlar Serl1177’yi fosforile
ederek eNOS’1 aktive ederler (Dimmeler ve ark., 1999, Chen ve ark. 1999). Kayma
geriliminin neden oldugu NO salinmasi da Ca** bagimsiz yolla, protein kinaz A’ya
bagli sekilde eNOS’1n aktivasyon bolgelerini fosforile ederek gergeklesir (Boo ve
ark. 2002, Boo ve ark. 2002).

Vaskiiler diiz kas kasilmasinin diizenlenmesini saglayan en Onemli
mekanizma NO-cGMP mekanizmasidir. Endotel bagimli vazodilatér maddeler olan
asetilkolin, histamin, trombin, seratonin, norepinefrin, ADP, substance P ve

bradikinin kendi reseptdrlerine baglandiklar1 zaman eNOS’u aktive ederek L-
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argininden NO {iretimini saglarlar (Klabunde, 2012, Tousoulis ve ark., 2012).
Endotelden gaz halinde salinan NO, diiz kas hiicrelerine gecerek soluble guanilat
siklazi (sGC) uyararak cGMP iiretimini artirir. Boylece hiicre i¢i Ca™ diizeyi
azalarak gevsemeye sebep olur (Moncada ve ark., 1991, Radomski ve Moncada,

1991, Klabunde, 2012) (Sekil 2.1).

| —

Asetilkcoli

I-Iis: ‘.a . Endotel hiicresi Diiz kas hiicresi

Trombin —

Serotonin ~y

Norepinefrin _~ | 4+ . —— . | 1.

ADP f c;—rT» ) Lo | NO [P oY e | e
- -

Substance P [3 T lv
Bradicnn &7 ey

Vazodilatasyon

Sekil 2.1. NO’in sentezi ve vazodilatasyon mekanizmasi

NO, vaskiiler tonusun diizenlenmesinde 6nemli bir mediyatordiir. Yapilan birgok
calismada NO  salimmmin  azalmasi, hipertansiyona, ateroskleroza ve
hiperkolestrolemi gibi patolojik sorunlara yol actig1 bildirilmistir (Canon, 1998).
Huang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada endoteli saglam fakat eNOS’dan
yoksun hayvanlarin aort damarlarinda asetilkoline verilen gevseme yanitlarinin
azaldigmi ve bu hayvanlarin hipertansif olduklarim1 gostermislerdir. Kardiyak,
néronal ve hormonal homeostatik mekanizmalarin devreye girmesine karsin
eNOS’1n olmayis1 kompanse edememekte ve hipertansiyon gelismektedir. Bu durum
sistemik kan basincinin diizenlenmesinde eNOS kaynakli NO’in roliiniin ¢ok 6nemli

oldugunu gostermektedir (Koger, 2012).
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Endoteliyal nitrik oksit sentaz icermeyen hayvanlarin pulmoner dolasiminda
NO’in katkist incelenmistir. Bu hayvanlarda pulmoner arter basinci ve damar

direncinin arttig1 gézlenmistir.

Koroner damar tonusunun diizenlenmesinde NOS enziminin inhibe edilmesi ile
NO’in 6nemi gosterilmistir. Kalplerin N(omega)-Monomethyl-L-Arginine Acetate
(L-NMMA) ile perfiize edilmesi sonucunda bazal koroner damar tonusunda artis
gbzlemlenmistir. Bunun yaninda asetilkoline ve bradikinine verilen gevseme ise
baskilanmistir (Cannon, 1998, Koger,2012). L-NMMA, N (omega)- Nitro-L-arginine
(L-NNA) ve N omega-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) NO’in endotel
hiicrelerden salinmasini inhibe ederek bu dokularda asetilkoline verilen gevseme

yanit1 da baskilamis olur (Moncada ve Higgs, 1991).

- Prostosiklin (PGI2): Endotel hiicrelerinde arsidonik asit ve siklooksijenaz
enzimlerinden {retilir. Bu madde gii¢lii bir vazodilatordiir. Damar diiz kasinda
cAMP araciliiyla gevsemeye neden olur. Iskelet kasinda kan akimini ve metabolik
vazodilatasyonu diizenler. PGIl2 sentezi bradikinin, substance P, platallet kaynakl
bliytime faktorii, epidermal biiylime faktorii, adenin niikleotiti, adenosin ve NO
tarafindan uyarilir. PGl, vaskiiler tonusun diizenlenmesinde rol oynar (Klabunde,

2012, Koger, 2012).

-Endotel kaynakli hiperpolarize edici faktér: Endotel hiicreleri, bradikin ve
asetilkolin gibi agonistler tarafindan aktive edildiginde EDHF salgilanir (Cohen ve
Vanhoutte, 1995). EDHF hiperpolarizasyon olusturarak vazodilatasyon saglar.
Hiperpolarizasyonu saglayan ii¢ mekanizma iizerinde durulmaktadir. Bunlardan ilki;
Ca*? seviyesi artis1 ile endotelde bulunan kalsiyum bagimli potasyum kanallart
(BKca) aktive olur. Boylece hiicre disgina K™ ¢ikisina  sebep olurlar.
Hiperpolarizasyon sonucunda diiz kas membraninda olusan degisim, hiicre igi Ca*™
seviyesini azaltir ve vazodilatasyona sebep olur (Edwards ve Weston, 2004). ikinci
mekanizma; epoksieikosatrienoik asit (EET), arsidonik asit metabolizmasi tiriiniidiir.
Endotel hiicresinde sentezlenmelerine ragmen, diiz kas hiicrelerinden K* akigini
artirip hiperpolarizasyon ve dolayisiyla gevsemeye neden olurlar (Quilley ve McGiff

2000, Campbell ve ark., 1996, Gauthier ve ark., 2002). Ugiincii mekanizma; BKca ile
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endotelde olusan hiperpolarizasyon gap junctionlarla vaskiiler diiz kasa iletilip

burada vazodilatasyona sebep olur (Sandoo ve ark., 2010, Assar ve ark., 2012).

Genelde, iletim arterlerinden kiiciik arterlere gidildikce NO’in vaskiiler tonusa
katkis1 azalirken EDHF’ninki artmaktadir. EDHF iiretimi ve NO diizeylerinin

diizenlenmesi arasinda bir etkilesim vardir.

- Endotelin-1 (ET-1): Endotel hiicre zarinda preproendotelin olarak sentezlenip yine
burada bulunan endotelin doniistiiriicii enzim (ECE) tarafindan aktif ET’e
dontistiirtilerek salgilanir. Vazokonstriktor olarak gorev yapar. ET’ler, ET-A ve ET-
B reseptorleri iizerinden etkilerini gosterirler. ET-A reseptorii vazokonstriktor etki,
ET-B reseptorii ise vazodilator etki gosterir. ET-A reseptorii damar diiz kasinda daha
fazla bulunurken ET-B reseptorii endotel hiicrelerinde yer alir. Ilk aktive oldugunda
giiclii vazokonstriksiyonu uyarir; ancak ilerleyen siiregte NO salinimini uyararak
etkisini azaltir. ET-1 endotel hiicreleri tarafindan olusumu ve salinmasi, anjiyotensin
II, vasopressin, trombin, sitokinler, reaktif oksijen tiirleri ve vaskiiler endotel
tizerinde etkili olan kayma kuvvetleri tarafindan uyarilir. ET-1 salinimi nitrik oksit,
ayrica prostasiklin ve atriyal natriiiretik peptid tarafindan inhibe edilir (Klabunde,

2012, Koger, 2012).

- Karbonmonoksit (CO): CO, hem’in heme oksijenaz (HO) tarafindan degrede
edilmesi sonucunda demir ve biliverdinle birlikte endojen olarak iiretilen gaz
molekilidiir (Leffler ve ark., 2011). Endojen CO'in ve ekzojen olarak uygulanan
CO'in, farkli hayvan tiirlerinden farkli vaskiiler dokularda vazodilatasyona yol actigi
gosterilmigtir (Ndisang ve ark. 2004). HO/CO sistemi vaskiiler tonus ve kan
basincinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Zhang ve ark. 2001, Stec ve ark.,

2008).

2.3. Yashhkta Vaskiiler Tonusun Diizenlenmesine Katilan Mekanizmalar
Yashiligin, patolojik durumlardan bagimsiz olarak aorta ve direng arterlerinde
endotel disfonksiyonuna yol agtig1 gosterilmistir. Yaslanmaya bagl olarak endotel
fonksiyonunda goriilen degisiklikler kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde
klinik acidan Onemli etkileri olabilir. Goriilen bu degisiklikler oncelikli olarak

endotel hiicrelerinin vaskiiler tonusu diizenlemek i¢in salgiladiklar1 gevsetici
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mediatorlerden o6zellikle NO’in hem {iretilmesinin hem de biyoyararlaniminin
azalmasi ile kendini gosterir. NO yaninda, prostasiklin ve EDHF gibi endotel bagimli

gevseticilerin etkisi de azalmaktadir (Herrera ve ark., 2010).

2.3.1 Yashhga bagh endotel disfonksiyon

Arteriyel endotel, kan ve damar duvari arasinda yer alan son derece dinamik bir
yapiya sahiptir. Yaslanmaya bagli olarak kardiovaskiiler degisikliklerde endotel
anahtar rol oynamaktadir. Fizyolojik kosullarda vaskiiler yap1 ve fonksiyonlarin
stirdiiriilmesinde biiyiik gorev listlenen endotel, lirettigi ve/veya salgiladigt otokrin ve
parakrin  mediatorlerle bu islevleri yliriitmektedir. Endotel hiicrelerinin
fonksiyonunda olusabilecek yetersizlik, endotel disfonksiyonu olarak adlandirilmakta
ve giliniimiizde bir¢cok hastaligin patogenezinde rol oynadigi kabul edilmektedir.
Endotel disfonksiyonu, sadece hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve ateroskleroz gibi
hastaliklarin karekteristik 6zelligi olmayip yaslilikla da iligkilendirilmektedir.
Yaslilikta degisiklik gosteren vaskiiler mekanizmalar1 ayrintili olarak ele alacak

olursak;

2.3.1.1 Nitrik oksit biyoyararlanim

Nitrik oksit, endotelden salinan hem direng arterlerinde hem de biiyiik arterlerin
vaskiiler tonusunda rol alan gii¢lii bir vazodilatordiir (Herrera ve ark., 2010). NO, L-
arjininden, NOS enzimi araciligiyla sentezlenir fakat iiretiminde tetrahidrobiyopterin
(BH4) ve FADH gibi kofaktorlere de ihtiya¢c vardir (Donato ve ark., 2015). NO
iligkili olan asetil kolin bagimli gevseme yaniti ratlarda 18-24 ay araliginda (Matz ve
ark., 2000) insanlarda 60 yasindan sonra (Al-Shaer ve ark. 2006) yaslilikla birlikte
azalmistir (Herrera ve ark., 2010). Yaslilik silirecinde NO biyoyararlaniminin
azalmasina NO yapiminin azalmasi veya yikiminin artmasi ile ilgili mekanizmalar
neden olmaktadir. Yashilikta NO iiretiminin azalmasi; L-arjinin yetersizligine,
endojen eNOS inhibitorlerinin artmasina, eNOS kofaktorlerinin azligina ve eNOS
aktivitesi ve/veya ekspresyonunda azalma ile iligkili olabilir (Matz and Andrian
2003, Assar ve ark., 2012). Yaslilikta NO biyoyararlanimindaki azalmanin en 6nemli
nedeni yaslanmayla birlikte siliperoksit anyon formasyonun oldukca fazla artisidir

(Spier ve ark., 2014, Assar ve ark., 2012).
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L-Arjinin  diizeylerinin azalmasi: Yasgh hayvanlarda ve yash insanlarda NO
liretiminin azalmasindan sorumlu mekanizmalardan biri endotel hiicrelerinin
sitoplazmasinda L-arjininin konsantrasyonlarinin diisiik olmasidir (Herrera ve ark.,
2010, Assar ve ark., 2012). Yaslilikla birlikte arjinaz ekspresyonunun ve aktivitesinin
arttig1 tespit edilmistir (Santhanam ve ark., 2008). Insanlarda (Holowatz ve ark.,
2006) ve ratlarda (4-Santhanam ve ark., 2007) arjinaz inhibitorii ile yapilan
calismalarda NO bagimli vazodilatasyonu diizelttigini gostermistir. Artmig arjinaz
aktivitesi L-arjininin degredasyonuna ve eNOS i¢in substrat azalmasina neden olarak

NO sentezinin azalmasina yol agmaktadir.

Endojen NOS inhibitorii: NO sentezi, asimetrik dimetilarjinin (ADMA) ile inhibe
edilmektedir (Assar ve ark., 2012). ADMA dogal olarak plazma ve ¢esitli dokularda
bulunmaktadir (4-Yamagishi ve Matsui 2011). ADMA f{iretiminin artmas1 vaskiiler
hastaliklar ve hipertansiyon gibi patolojilerle iliskili kardiyovaskiiler risk faktoriidiir.
Saglikl kisilerde yas ile plazma ADMA seviyeleri arasinda pozitif korelasyon rapor
edilmistir (Schulze ve ark., 2005). ADMA’nin endotel yaslanmasin arttirdigina dair
verilerin olmasinin yani sira endotel bagimli vazodilatasyondaki bozulma ile

iligkisinin olmadigini sdyleyen yayin da mevcuttur (Gates ve ark., 2007).

Tetrahidrobiyopterin (BH4): BH4, NOS aktivitesi i¢in gerekli bir kofaktordiir.
Insanlarda yasliliga bagh endotel disfonksiyonu ve BH4 yetersizligi arasindaki iliski
ve BH4 inflizyonunun endotel bagimli gevsemeyi diizelttigi rapor edilmistir (Higashi

ve ark., 2006).

Endotelyal NOS: Yashlikla birlikte NO biyoyararlaniminin azaldigi konusunda
herhangi bir siiphe yokken farkli damar yataklarinda eNOS ekspresyonu ile g¢eliskili
bilgiler vardir. Ekpresyonunun arttigini (4- Briones ve ark., 2005, Cernadas ve ark.,
1998) gosteren yayinlarin yaninda azaldigini (4- Tang ve Vanhoutte 2008) gosteren
yaymlar da mevcuttur. eNOS post-translasyonel olarak PI3 Kinaz/Akt bagiml
fosforilayon ile serin1177 fosforlanarak aktivitesi arttirilir. Yasl hayvanlarda hem
kiiciik hem de biiyiik damarlarda Akt bagimli fosforilasyonun azaldigi gosterilmistir
(Soucy ve ark., 2006, Le Blanc ve ark. 2008).
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Endotelden Kaynaklanan Hiperpolarize Edici Faktér: Endotel, NO ve prostosiklinin
salimiminin yani sira endotel bagimli hiperpolarizasyon faktor ile vaskiiler tonusu
kontrol eder (Assar ve ark., 2012). Siklooksijenazdan (COX) tiiretilmis arasidonat
metabolitleri, hidrojen stilfiir (H2S), CO ve endotelden salinan ¢esitli peptidler EDHF
olarak kabul edilmektedir. EDHF bagimli vazodilatasyon diren¢ damarlarinda 6nemli
bir rol oynar ve EDHF yanitlar1 damar ¢apz ile ters yonde degismektedir (Shimokawa
ve ark.,, 1996). Yash ratlarin mezenterik ve renal arterlerinde EDHF bagimlh
vazodilatasyonun bozuldugu gosterilmistir (Goto ve ark., 2000, Long ve ark., 2005).
Yasli farelerin kutan6z damarlarinda NO ve prostosiklin bagimli vazodilatasyondaki
azalmanin kismen EDHF bagimli vazodilatasyon ile kompanse edildigi belirtilmistir
(Gaubert ve ark., 2007). Yashlarda EDHF ile ilgili tartismali sonuglar tiir
farkliliklarindan, damar yataklarindaki farkliliklardan veya damar caplarindaki
degisikliklerden kaynaklanabilmektedir (Herrera ve ark., 2010, Assar ve ark., 2012).
Yaglanmayla birlikte EDHF vazodilatasyon yanitlarindaki azalma kalsiyum bagiml
potasyum kanallarinin ekspresyonunun azalmasi (Idris Khodja ve ark., 2012) veya
renin-anjiyotensin sisteminin upregiile olmasiyla iligkili olabilecegi de One

stiriilmektedir (Goto ve ark., 2004).

2.3.1.2 Kontraktil faktorler

Siklooksijenaz yolagindaki degisiklik: Siklooksijenaz yolagi, salgiladigi vazodilator
mediyatorler ve vazokonstriktor mediyatdrler ile vaskiiler tonusun diizenlenmesinde
rol oynamaktadir. Yaslanmayla birlikte vazodilator ve vazokonstriktér mediyatorler
arasindaki denge bozularak kontraktil faktorlerde artis gdzlenmektedir. In vivo ve in
vitro  olarak  vazodilator PGI2’in  yashlikla azaldign COX  kaynaklh
vazokonstriktdrlerin katkisi rapor edilmistir. Fakat insanlarda COX yolag1 kaynakl
tromboksan A2 (TXA2), PGF2a gibi konstriktorlerin katkis1 agik degildir (Assar ve
ark., 2012).

Renin Anjiyotensin Sistemi: RAS fizyolojik ve patolojik kosullarda kardiyovaskiiler
kontrol i¢in kritiktir (Assar ve ark., 2012). Angll etkisini AT1 ve AT2 reseptorleri
aracilifiyla gostermektedir (Stegbauer ve Coffman 2011). Ang II, AT1 reseptoriine
baglandiktan sonra, NAD(P)H aktivasyonu (Kimura ve ark., 2005) ve eslesmemis

eNOS (Mollnau ve ark., 2002) ile intraseliiler siiperoksit {iretimini tetikler (Assar ve
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ark., 2012). Normal fizyolojik kosullarda Angll aracili sinyal yolaklar1 siki bir
sekilde kontrol edilmektedir. Fakat RAS aktivitesinin gesitli vaskiiler hastaliklarda
artt1g1 ve yaslanmayla birlikte Angll ve ACE ekspresyonunun arttig1 (Rajagopalan ve
ark., 2002, Wang ve ark., 2003), RAS nin yasliliga bagl endotel disfonksiyonunda
roli oldugu gosterilmistir (Assar ve ark.,, 2012). Angll’nin, endotelyal
disfonksiyonun ve vaskiiler oksidatif stresin giiclii uyaran1 oldugu tespit edilmistir
(Idris Khodja ve ark., 2012). Ratlarda AT1 reseptdr antagonisti veya ACE inhibitorii
ile tedavi edilmesi endodel disfonksiyonunu diizelttigi ve oksidatif stresi azalttigi
rapor edilmistir (Goto ve ark., 2000, Kansui ve ark., 2002, Mukai ve ark., 2002).
Benigni ve arkadaglarinin AT1A reseptorii olmayan farelerle yapmis olduklari
calismada, bu farelerin yasam siirelerinin daha uzun, ROS iiretiminin ¢ok diisiik

oldugu tespit edilmistir (Benigni et al 2009).

Endotelin 1: ET1 endotel hiicrelerinde sentezlenip salinan giiclii bir vazokonstriktor
mediyatordiir. ET1, etkisini damar diiz kasinda bulunan ETA ve hem damar diiz
kasinda hem de endotelde bulunan ETB reseptorii araciligiyla etkisini
gostermektedir. Her iki reseptorii de PLC yolag aracilifiyla sitozolik Ca
konsantrasyonunun artmasina ve uzun siireli diiz kasin kasilmasimna yol agar (
Liischer ve Barton 2000, Seo ve ark., 1995). ETB endotelde hiicre i¢i Ca artisi
aracilifiyla eNOS aktivasyonuna ve vazodilatasyona neden olur (Tsukara ve ark.,
1994). Yash ratlarda ET 1 bagimli vasokonstriksiyonun arttig1 rapor edilmistir (
Donato ve ark., 2005, Korzick ve ark., 2005). Insanlarda yaslanmayla plazma ET1
diizeylerinin arttigt ve ETA/ETB antagonistlerinin periferal arterlerde kan akimini
arttirdign gosterilmistir. Hem deney hayvanlarinda hemde insanlarda yaghlikla
birlikte ET1 vasokonstriksiyonu arttig1 tespit edilmistir (Donato ve ark., 2009,
Thijssen ve ark., 2007).

2.3.1.3 Oksidatif stres

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) fizyolojik olarak damar duvarinda tiretilmektedir
ve lretimi ¢esitli mekanizmalarla kontrol edilmektedir (Assar ve ark., 2012). Normal
kosullar altinda viicudumuzda endojen olarak iiretilen enzimatik olarak
mangan/¢inko/bakir siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve enzimatik

olmayan vitamin C, Vitamin E, {irik asit gibi anti oksidan defans mekanizmalarimiz
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bulunmaktadir ve doku tamirinde rol almaktadirlar (Assar ve ark., 2012). Patolojik
kosullarda ROS artig1, mutasyon hizini, inflamasyon ve endotel disfonksiyonunu
arttirmaktadir (Malinin ve ark., 2011). Artmis ROS ve/veya azalmis antioksidan

mekanizmalar oksidan strese yol agmaktadir.

Oksidan stresinin ve ROS iiretiminin yaslilikla arttigi (Ungvarive ark., 2008,
2010b), anti oksidan kapasitenin de zit yonde degistigi bilinmektedir (Goraca 2004).
Fakat anti oksidan kapasitenin azalmadigina dair yayinlar da literatiirde yer
almaktadir (Meccoci ve ark., 2000). Artan reaktif oksijen tiirevlerinin 6nemli
etkilerinden birisi NO biyoyararlanimini dolayisiyla endotel bagimli gevsemeyi
azaltmasidir (Pacher et al 2007). Oksidatif stresin artmasi reaktif oksijen tiirevleri ile
NO reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuna yol agar. Calismalar yaghlikla birlikte
kardivaskiiler sistemde ve yasli hayvanlarin arterlerinde, insan mezenterik arterinde
nitrosatif stresin arttigin1 gostermektedir (Assar ve ark., 2012, Franciave ark., 2004,
van der Loo ve ark., 2000, rodriguez Manas ve ark.,2009). Nitrosatif stresle dogru
orantili olarak insan brakiyal arterinde akim aracili gevsemenin azaldig
gosterilmistir (Donato ve ark., 2007). Urik asit, SOD veya TEMPOL gibi anti
oksidan uygulanan insan caligsmalarinda yaslilikla ortaya ¢ikan endotel bagimli

gevsemenin arttig1 gosterilmistir (4-Rodriguez Manas ve ark., 2009).

2.3.1.4 inflamasyon

Oksidan strese ek olarak yaslanma periyodunda diisiik siddetli kronik
inflamasyon da gelismektedir (Assar ve ark., 2012). Normal yaslanma siireci ile
yiiksek TNFa, IL1p3, IL6 gibi sitokin seviyeleri iliskilidir (Ferruci ve ark., 2005) ve
bu pro-inflamatuar mikrogevre vaskiiler disfonksiyona katki koymaktadir. Oksidan
stres ile inflamasyon arasinda da giiclii bir iligki bulunmaktadir. ROS, redoks sensitif
transkripsiyonel faktorleri aktive etmektedir ve bu faktérler TNFa, IL1B, IL6 gibi
sitokinlerin, ICAM ve VCAM gibi adhezyon molekiilleri ile iNOS ve COX-2 gibi
proinflamatuar enzimlerin gen ekspresyonunda artisa neden olmaktadir (Yu ve
Chung, 2006). Deneysel hayvan modellerinde yas ile vaskiiler inflamasyon
arasindaki korelasyon gosterilmistir (Chung ve ark. 2002, Csiszar ve ark., 2003,
d’Alessio 2004, Ungvari ve ark., 2004). Yasliliga bagl koroner arterde gosterilen

TNFa up-regiilasyonu endotel hiicrelerinde apoptozisin artmasina ve endotel
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disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir (Csiszar ve ark., 2004). Kronik TNFa
inhibisyonu ile yash hayvanlarin diren¢ arterlerinde akim aracili gevsemenin
diizeldigi ICAM ve iNOS ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (Arenas ve ark.,
2006).

Indiiklenebilir NOS’1n uyarilmas: ile endotelyal disfonksiyon arasinda iliski
oldugu gosterilmistir. Ratlarda yaslilikla birlikte vaskiiler iNOS ekpresyonunun
arttig1 onceki calismalarda gosterilmistir (Cernadas ve ark., 1998, ve ark., 2002).
Ayni zamanda yasl insanlardan alinan mezenterik arterde de iNOS mRNA
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Nevado ve ark., 2006). Selektif iNOS
inhibisyonu yasa bagli gelisen endotel disfonksiyonunu diizelttigi gosterilmistir

(Rodriguez Manas ve ark., 2009).

Insanlarda yaslilik ile diisiik diizeyde inflamasyon arasindaki iliskiyi gdsteren bir
diger kanit ise inflamatuar transkripsiyon faktorii niikleer faktér kB (NF- «B)’dir.
Yagh insanlarin aort duvarinda (Wang ve ark., 2007) ve mezotelyal hiicrelerde
(Nevado ve ark., 2006) NF- kB ekspresyonunun ve aktivitesinin arttigi gosterilmistir.
Yaslt insanlarin vaskiiler endotel hiicrelerinde NF- kB diizeylerinin ve pro-
inflamatuar sitokinlerin artmasi ile endotel disfonksiyonu arasinda korelasyon oldugu

gosterilmistir (Assar ve ark., 2012).
2.3.2 Cinsiyet hormonlari

2.3.2.1 Testosteron

Testosteronun ¢ok miktarda testislerde, az miktarda da adrenal bezlerde tretilir.
Testosteron, iireme sisteminin gelisiminde, erkeklerin ikincil cinsel 6zelliklerini
destekleyen Onemli bir rol oynar. Testosteron, plazma zar1 boyunca serbestce

yayilabilir, sitoplazmaya girebilir ve androjen reseptoriine baglanabilir.

Erkeklerde dolagimdaki testosteron, yetigkinligin ilk yillarindan baslayarak
yaslanma ile birlikte giderek azalir (Bhasin ve Buckwalter, 2001). Testosteron,
endotel bagimli mekanizmalar, iyon kanali modiilasyonu ve vaskiiler yapisal yeniden

yapilanma yoluyla vazodilatasyona yol agmaktadir (Miller ve Mulvagh, 2007).
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Endotelden bagimsiz testosteron mekanizmalarinin, 6ncelikle voltaj bagimli
Ca?" kanallarmi inhibe etmesi ve/veya diiz kas hiicrelerinde K kanallarm aktive
ederek vaskiiler tonusu diizenledigi diisiiniilmektedir. Testosteron fizyolojik kosullar
altinda; 1-L-tipi Ca** kanalim inhibe eder ve hiicre igerisine kalsiyum akisini
azaltarak 2- voltaj bagimli K" kanallarim1 ve/veya BKca kanallarim1 aktive ederek
hiperpolarizasyona neden olarak ve 3- prostoglandin F2a’ya yanit1 bloke ederek
sarkoplazmik retikulumdan sitozole kalsiyum salgilanmasini inhibe ederek
vazodilatasyona sebep olur (Kelly ve Jones, 2013). Testosteron, ayrica NO salinimi

yoluyla endotel fonksiyonunu diizenleyebilir (Miller ve Mulvagh, 2007).

Yaglilikta testosteronun azalmasi c¢esitli mekanizmalarla vazodilatasyonda
azalmaya yol agar. Testosteron eksikligi BKca kanallarinin ekspresyonunu azaltarak
(Marijic ve ark., 2001) ve uzun siireli testosteronun yoksunlugu vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde ve endotel hiicrelerindeki voltaj bagimli K kanallarinin ekspresyonunu

azaltarak vazodilatasyonda azalmaya neden olur (Lopes ve ark., 2012).

2.3.2.2 Ostrojen

Ostrojen, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler sistemler i¢in koruyucu bir
faktordiir (Mendelsohn, 2002). Her iki Ostrojen reseptdrii tipi olan ERa ve ERf
vaskiiler endotelde, diiz kas hiicrelerinde ve adventisyada bulunabilir. Ostrojen
plazma membran bolgelerine baglanabilir, bdylece vaskiiler diiz kas hiicrelerinde L
tipi Ca®* voltaj kapili kanallar1 inhibe ederek endotel hiicrelerde bircok sinyal yolunu

aktive edebilir (Hisamoto ve ark., 2001, Nakajima ve ark., 1995).

Endotel hiicresinde Ostrojenler, transkripsiyonel seviyede eNOS ekspresyonu,
fosforilasyon yoluyla eNOS aktivasyonunu artirarak NO biyoyararlinimini ayarlar
(Chambliss ve ark., 2002, Monsalve ve ark., 2007). Ostradiol, endotel hiicrelerde
COXI1 ve prostosiklin sentaz ekspresyonunu diizenler boylece ET-1 salgilanmasini
azaltarak prostosiklin salgilanmasini artirir (Sobrino ve ark. 2010, Dubey ve ark.,
2001, Juan ve ark., 2004). Ostrojen, NO biyoyararlanimini artirarak ve ROS
seviyelerini baskilayarak vaskiiler tonusun diizenlenmesine katkida bulunmaktadir.
Ostrojen ayrica, kadinlarda vaskiiler tonus aracilar1 olan prostaglandin H> ve
tromboksan Az iceren siklooksijenaz tiirevli vazokonstriktorlerin ekspresyonunu veya

fonksiyonunu inhibe etmektedir (Novella ve ark., 2012).
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Ostrojen seviyelerinin yaslilikta azalmasi, NO biyoyararlanimmin azalmasina ve
yasli vaskiiler dokulardaki vazokontriktér prostanoidleri artmasina neden olur.
Ayrica eNOS aktivitesini azaltir (Novella ve ark., 2013, Cau ve ark., 2012). Ostrojen
reseptorlerinin  sayisindaki degisiklikler de Ostrojenin yaslanmadaki rolii ile
iliskilidir. Menopoz sonrasi kadinlarda ERa sayisinin azaldigi tespit edilmistir

(Novella ve ark., 2012, Bowling ve ark., 2014).

Ostrojen ayn1 zamanda damarlarda yapisal degisiklilere de neden olmaktadir.
Baz1 kanitlar; Ostrojen eksikliginin, damar sertlifine ve ateroskleroza neden
olabilecegini gdstermektedir (Zaydun ve ark., 2006, Takahashi ve ark., 2005).
Ostrojen tedavisinin menopoz sonrast kadinlarda aterosklerotik lezyonlarin

ilerlemesini geciktirebilecegini 6ne stirmektedir (Hodis ve ark., 2016).

2.4. Parabiyoz

Parabiyoz; iki organizmanin cerrahi olarak birlestirilmesi anlamina
gelmektedir (Bert, 1864). Bu yontem ilk olarak 1864’te Fransiz fizyolog Paul Bert
tarafindan dolasim sistemlerini incelemek i¢in beyaz albino siganlar kullanilarak
uyguland1 (Bert, 1864, Learoyd ve ark., 2012). Bert, “la greffe animale” adli doktora
tezinde, iki albino sicaninin derilerini birlestirdi ve intravendz olarak verilen
stvilarin, bir hayvanin dolasimindan, birlestirilmis olan esinin kan dolasimina
gectigini buldu. Bu nedenle cerrahi olarak bagli hayvanlarin anastomoz yoluyla
kendiliginden tek bir paylasimli bir dolasim sistemi gelistirdigini 6ne slrmiistiir
(Bert, 1863). Bert'in orijinal tezinden beri parabiosis ile ilgili 1700'den fazla makale
yaymlanmistir (Eggel ve Wyss-Coray, 2014). 1960-1980 yillar1 arasinda bir yayin
zirvesine ulasilmistir. Bert’in buldugu yontemi 1993 yilinda Bunster ve Meyer
gelistirmistir.

Baslangicta parabiyozda kisa deri insizyonlar1 olusturuluyor ve hayvanin her
iki yan tarafina birer dikis atiliyordu. Giiniimiizde ise dikis tiim viicut kenar1 boyunca
uzanmaktadir (Learoyd ve ark., 2012).

Parabiyoz yontemi iki farkli sekilde yapilmaktadir. Bu yontemlerden bir
tanesi insanda heterokronik parabiyoz yontemini miimkiin kilan terapotik plazma
degisimidir (TPE). Bu yontemle; sistemik dolasimda bulunan kan kaynakl

faktorlerin degisimine olanak saglar (Kiprov, 2013). Bir diger parabiyoz yontemi ise
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Paul Bert’in kullandig1 ve giinlimiizde Bunster ve Meyer tarafindan gelistirilmis olan
yontemdir. Bu yontemde farkli yas grubu ya da farkli ozellikteki hayvanlarin
dolasimlariin birlestirilmesine heterokronik parabiyoz, ayni yas grubu ya da ayni
ozelliklere sahip hayvanlarla olusturulan parabiyoz ise izokronik parabiyoz olarak
adlandirilmaktadir. Bizim calismamizda da Bunster ve Meyer teknigi kullanilmistir.
Parabiyoz, inflamasyon bolgesinde mikrovaskiiler olusumu tesvik eder
(Waskow, 2010). Ayn1 zamanda biiylime ve proliferasyon faktorleri gibi dolagimda
bulunan mediyatorlerin paylagilmasina da aracilik eder (Weissman ve ark., 1984).
Parabiyoz yontemi, hiicre ve doku yaslanmasina yonelik sistemik sonuglar1 ve yasa
bagli rahatsizliklarin degerlendirilmesine de olanak saglar (Conboy ve ark., 2013).
Ileri yas, cogu kronik hastalik ve insanlarda fonksiyonel bozukluk i¢in ana
risk faktoriidir (He ve ark. 2012). Son ¢aligmalar, sistemik ortamin farelerde
hiicresel yaslanma siirecini inhibe edebilecegi veya tesvik edebilecegine dair kanit
saglamaktadir. Heterokronik parabiyoz modelleri, yash farelerin satellite hiicrelerinin
geng farelerin plazmasia maruz kalmasiyla birlikte bu hiicrelerin proliferasyonunu
ve rejeneratif kapasitesini geri kazandigini gostermistir. Tersine, geng bir fareyi yash
bir sistemik ortama veya plazmaya maruz birakmak hiicresel ve sistemik
fonksiyonlarin bozulmasina yol acgabilecegi gostermistir (Baker ve ark., 2011,

Conboy ve ark., 2005, Villeda ve ark., 2011).

Parabiyoz isleminde si¢canlarin kullanildig1 ilk deneyleri takiben, axolsotlar
da dahil olmak tizere diger hayvan tiirleri de (Harris, 1984) kullanilmistir; ancak
kemirgenlerin ameliyattan en iyi sekilde ¢iktigi ve daha yiiksek memelilerin aksine
yara enfeksiyonlarina karst belirgin bir diren¢ gosterdigi ortaya c¢ikmistir. Bu
nedenle, sonraki incelemelerin ¢ogu, sicanlar veya fareler ile gergeklestirilmistir.
Parabiyozda yetiskin organizmalarin baglanmasina ek olarak, embriyonik dokularda
gelisim siireglerini incelemek icin amfibi ve balik da kullanilmistir (Demy ve ark.,

2013).
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2.4.1 Parabiyoz yontemi kullanilarak yapilan bazi calismalar

Stanford Universitesi’nin yapmis oldugu bir parabiyoz g¢aligmasinda kas
yaralanmasindan 5 giin sonra gen¢ farelerin dolasimma maruz kalan yash
partnerlerde (HP-Y) kas rejenerasyonu onemli Olgiide artmistir (Conboy ve ark.,

2003).

Wagers ve ark.nin (Sinha ve ark., 2014) makalesinde, yash heterokronik
farelerden alinan satellite hiicrelerinde yashi kontrollerden izole edilenlerle
kiyaslandiginda, DNA hasarinin diisiik oldugu ve miyogenik farklilasma

kapasitesinin de arttig1 gosterilmistir.

Geng farelerin dolasimina maruz kalan yash farelerde 4 haftanin sonunda
kardiyak hipertrofi gerilemeye baslamistir. Kalp agirliginin tibia uzunluguna orani
degerlendirildiginde, geng bir dolagima (HP-Y) maruz kalan yasl farelerde kardiyak
hipertrofinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 gozlemlenmistir.

Heterokronik yash farelerde hipertrofinin bir molekiiler diizeyde tersine
cevrilmesini degerlendirmek ig¢in, atriyal natriliretik peptidin (ANP) ve beyin
natritiretik peptidinin (BNP) kardiyak transkripsiyonel ekspresyonuna bakildiginda
geng bir dolasima maruz kalan yash farelerin kalplerinde ANP ve BNP transkript

diizeylerinde anlamli bir azalma tespit edilmistir.

Sarkoplazmik/endoplazmik  retikulum kalsiyum ATPaz (SERCA-2)
ekspresyonu, izokronik yasli kontrollere kiyasla gen¢ bir dolasima (HP-Y) maruz

kalan yash farelerin kalplerinde 6nemli 6l¢lide artmistir (Loffredo ve ark., 2013).

Sonug¢ olarak; heterokronik parabiyotik ¢alismalar gen¢ hayvanlarin
dolagimindan koéken alan faktorlerin yashh hayvanlarin dolagimina gecerek bu
hayvanlarin tamir mekanizmalarin1 aktive edebilecegini gostermektedir (Loffredo ve
ark., 2013, Conboy ve ark., 2005). Parabiyotik ¢aligmalar yasli hayvanlarda; iskelet
kasinda kas myosatellite hiicrelerinin fonksiyonun ve tamir mekanizmalarini arttigini
(Katsimparti ve ark., 2014), beyinde subventrikiiler alanda damarlanmanin ve kan
akimini arttigini (Villeda ve ark., 2014), artmis olan kardiyak hipertrofinin (Conboy
ve ark., 2005) geri dondiiriildiiglinii géstermektedir. Tam tersine gen¢ hayvanlarda da

yash sistemik c¢evrenin, myogenezi (Loffredo ve ark., 2013) ve norogenezi inhibe
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ettigi gosterilmistir. Yapilan bu calismalar yaninda vaskiiler tonus ve endotel bagimli
vazodilatasyon hakkinda herhangi bir c¢alisma yoktur. Bu veriler 1s181inda

calismamizda asagida belirttigimiz gibi iki onemli amacimiz vardir;

1- Yaslt ve gen¢ hayvanlarin dolasimlarinda yer alan faktorlerin vaskiiler tonusa
etkisinin olup olmadigini arastirmaktir. Bunun ic¢in endotel bagimli ve endotel

bagimsiz gevseme yanitlari ile damar kasilma yanitlarini inceleyecegiz.

2- Parabiyoz calismalarinda hayvanlar genellikle 4 veya 6 hafta sonra feda ediliyor.
Loffredo ve arkadaglar1 yapmis olduklar1 calismada sistolik kan basincinda 7.
haftadan itibaren bir degisiklik saptamislar. Bu nedenle ikincil olarak hayvanlari
3.5.,7. ve 9. haftalarda feda ederek vaskiiler tonustaki degisim siirecini ortaya

koymay1 amagcladik.
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GEREC VE YONTEM

Yakin Dogu Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda
gergeklestirilen bu c¢alismada geng (2-4 aylik), yash (18-22 aylik) disi fare (balb/c)
olmak iizere toplam 133 hayvan kullanildi. Yerel etik kurul onay1 ile Yakin Dogu
Universitesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Uretim {initesinden temin edilen fareler
23+ 2 °C olan ve 12 saat giin 15181 12 saat karanlik periyodu uygulanan bir odada

tutuldu ve kisitlamaksizin ticari fare yemi ile su tiiketimine birakildilar.

3.1. Hayvanlarin Gruplandirilmasi

Kullanilan fareler gen¢ heterokronik parabiyoz, yasli heterokronik parabiyoz,
geng izokronik parabiyoz, yasl izokronik parabiyoz, gen¢ kontrol ve yasli kontrol
grubu olmak iizere 6 gruba ayrildi. Parabiyoz gruplarinda yer alan hayvanlar 3., 5., 7.
ve 9. haftalarda feda edildi. Parabiyotik degisimleri daha iyi degerlendirmek ig¢in

hicbir islem yapilmayan geng ve yash fareler kontrol grubu olarak kullanildi.

3.2. Parabiyoz protokolii

Parabiyoz protokolii asama agama agagidaki gibi uygulanmistir;
1. Fareler gruplandirmaya uygun olarak ikiser ikiser kafeslere yerlestirildi ve en az
iki hafta boyunca uyumlu bir sekilde yasamalar1 saglandi.
2. Sevoflurane (%2-4) gaz anestezisi ile hayvanlar uyutuldu ve uygulama siiresince
anestezi idamesi maske ile saglandi.
3.Hayvanlar sirt stii yatirildi. Bir farenin sol tarafi ile diger farenin sag tarafi
dirsegin yaklasik 1 cm yukarisindan dizin 1 cm asagisina dogru iyice tiras edildi.
4.Hayvanlar yan yana, tiras bolgeleri yukariya bakacak sekilde operasyon masasina
Resim 1°deki gibi yerlestirildi. Keskin bir bistiiri ile dirsegin 0,5 cm Tlizerinden
baslayarak diz ekleminin 0,5 cm altina kadar her bir hayvanin tiras olmus tarafina
uzunlamasina cilt insizyonlar1 yapildi. Kesiyi takiben, bir ¢ift kavisli pens ile deri

fasyasindan ayirildi.
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Resim 3.1. Tirag olmus hayvanlar yan yana yerlestirilir.

5.Hayvanlar diz ve dirsek eklemlerinden 3-0 ipek iplikle birlestirildi.

6. Eklemlerin baglanmasini takiben 2 hayvan cilt insizyonlar1 boyunca dirseklerinden
dizlerine dogru, siirekli olarak emilebilen 5-0 ipek iplik ile birlestirildi.

7. Birlestirme isleminin sonunda dehidratasyonu 6nlemek i¢in subkutan olarak geng
farelere 0,3 ml, yash farelere ise 0,5 ml serum fizyolojik uygulamasi yapildi.

8. Operasyondan sonra agr1 kesici olarak geng farelere 0,02 ml, yash farelere ise 0,03

ml dozunda meloxicam subkutan olarak uygulandi.

3.2.1 Ameliyat sonrasi iyilesme

1. Ameliyat sonrasinda her bir hayvana 3 giin boyunca ayni1 dozlarda agr kesici ve
serum fizyolojik uygulandi. Hayvanlar 2 hafta siiresince her giin sallanma,
uyusukluk, kuyruk cigneme gibi aci belirtileri agisindan izlendi. Act belirtisi
saptanan hayvanlara ekstra agr1 kesici uygulamasi yapildu.

2.Profilatik olarak bakteriyal enfeksiyonlari 6nlemek icin 10 giin boyunca 2 mg
siilffa/ml + 0.4 mg trim/ml Sulfamethoxazole/Trimehorprim dozlara uygun sekilde
bactrim ile oral siispansiyon olarak sularina ilave edildi.

3. Parabiyotik siirece uyumda gidaya ulasma zorlulugunu en aza indirmek igin
antibiyotik siispansiyonu ile nemlendirilmis gida peletleri 10 giin boyunca da kafes
tabanina yerlestirildi. 1-2 hafta igerisinde parabiyotik hayvanlar normal olarak

hareket etmeye basladilar.
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4. Kan kimerizmi ameliyattan 10-14 giin sonra olusur (Resim 2).

Resim 3.2. Farelerde parabiyoz isleminden sonraki goriiniim (2a) ve olusan ortak

damarlanma (2b).
3.3. Deneysel Prosediir

3.3.1 Hayvanlarin feda edilmesi

Ketamine (150 mg/ kg) ve xylasizine (15-20 mg/kg) antestezisi altinda
hayvanlarin kanlar1 alinarak feda edildi. Trakea, kalp ve akcigerlerle birlikte aortun
diyaframa kadar olan kismi izole edildi. Torasik aorta mikroskop altinda sistemden

diseke edilerek soguk krebs icerisinde organ banyosuna asilana kadar saklandi.

3.4. Organ Banyosu Calismasi

Farelerin torasik aortalar1 soguk krebs soliisyonu yaklasik 2 mm olacak sekilde
kesildikten sonra % 95 O2, % 5 COz2 igeren gaz karisimi ile gazlandirilan, 37°C’de
pH’s1 7,4 olan 20 ml krebs soliisyonu igeren organ banyosuna asildi (May-ITBS08).
[k 1 saat boyunca damarlar 1g’lik gerimde dinlendirildi ve her yarim saatte bir
banyonun krebs soliisyonu degistirildi. 1 saatlik dinlenme periyodunun ardindan
damarlarin endotel saglamligim test etmek icin damarlar 10 M fenilefrin (PE) ile
kasildiktan 10°® M ACh gevseme yanitlarina bakildi. Gevseme yaniti %60 ve daha
fazla olan damarla ile kasilma ve gevseme prosediirlerine gegildi. Tiim kasilma ve
gevseme yanitlart kaydedildikten sonra bir sonraki prosediire ge¢meden Once

damarlar normal krebs ile 2 kez yikandi.
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3.4.1 Kasilma Protokolii

Vaskiiler diiz kasin potasyum depolarizasyonu ile olugan kasilma yanit1 banyoya
artan dozlarda (20mM, 40mM, 60mM ve 80mM) ilave edilen potasyum kloriirlii
(KCI) krebs ile test edildi. Damar diiz kasinin a-adrenarjik reseptdr agonisti bagimli
kasilma yanitlarim test etmek i¢in damarlarin kiimiilatif 10°-3x10" M dozlarinda

PE’e (Sigma P6126) verdikleri kasilma yanitlar1 kaydedildi.

3.4.2 Gevseme Protokolii

Damarlarin endotel bagimli gevseme yanitlarini test etmek icin Oncelikle
damarlar submaksimal dozda PE ile kasildiktan sonra kiimiilatif olarak 10°- 3x 107
M dozlarindaki ACh’e (Sigma A6625) verdikleri gevseme yanitlar1 kaydedildi.
Endotel bagimli gevsemeden sorumlu vazodilator ajanlarin katkisini arastirmak i¢in
inhibitdr maddeler kullanildi. Endotel bagimli gevseme yanitina prostoglandinlerin
katkisin1 test etmek igin siklooksijenaz inhibitorii indometazin (Sigma 17378)
kullanildi. 5uM indometazin igeren krebste damarlar 30 dakika inkiibe edildikten
sonra indometazinli krebs varlifinda ACh gevseme yanitlari tekrardan kaydedildi.
Nitrik oksidin katkisim test etmek igin damarlar 30 dakika boyunca 10* M NOS
inhibitorii N(omega)-Nitro-L-arginin (L-NNA-sigma-N5501) iceren krebs ile inkiibe
edildikten sonra Nitroarjininli krebs varlifinda ACh gevseme yaniti tekrardan
kaydedildi. Endotel bagimsiz diiz kasin gevseme yanitlarini test etmek i¢in Sodyum
nitro prusside (SNP, Merck 1065410025) kullanildi. Normal krebs ile damarlar 30
dakika dinlendirildikten sonra damarlar submaksimal dozda PE ile kasildiktan sonra

10°-3x10"* mM kiimiilatif dozlarda SNP gevseme yamitlar1 kaydedildi.

3.4. Verilerin degerlendirilmesi

Calismamizda elde edilen sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Doz
yanit egrileri i¢ yonlii tekrarli varyans analizi (ANOVA), maksimum kasilma ve
gevseme yanitlari {i¢ yonli varyans analizi (ANOVA) kullanilarak degerlendirildi.
Her ANOVA icin Post Hoc test olarak LSD testi kullanilmistir. Iki bagimsiz grubun
karsilastirilmasinda Student’s t testi kullanild. Istatistiksel dnemlilik derecesi p<0,05

anlaml olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Bu ¢alismada agirlig1 18-26 g olan 2-4 aylik geng ve agirlig1 26-32 g olan 18-22
aylik yasl, balb/c cinsi toplam 133 adet disi fare kullanildi.

4.1.Gevseme Yanitlar
4.1.1 Endotel bagimh gevseme yanitlari

4.1.1.1 Yashhkta endotel disfonksiyonu
Torasik aort halkalarinda endotel disfonsiyonunu gostermek i¢in geng¢ ve yash
gruplarda artan dozlarda ACh gevseme yanitlarina baktik. Kontrol ve yash gruplarin

maksimum ACh gevseme yanitlar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

ACh (Epay)
100
80 N
£
2 60
z
C 40
S
20

|
Geng Yash

Gruplar

Sekil 4.1. Geng ve Yash gruplarin ACh maksimal gevseme yanitlart (A) Geng
gruptan fark * p<0,05.

Yaslt grubun ACh’e verdigi maksimal gevseme yanitlari anlamli olarak daha

diisiiktii (p<0,05).
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4.1.1.2 Parabiyoz gruplarinda endotel bagimh gevseme yanitlari

Parabioz gruplarma ait ACh gevseme yanitlar1 haftalara gore sonuglar Sekil

4.2°de, gruplara gore sonuglar Sekil 4.3’te ve maksimal gevseme yanitlar1 Sekil

4.4°te gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Torasik aort halkalarmin haftalara gére ACh (10°-3x107°) doz yamit

egrileri.
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Sekil 4.3. Torasik aorta halkalarmin gruplara gére ACh (10°-3x107°) doz yamt

egrileri.

ACh (Emax)
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Sekil 4.4. Torasik aorta halkalarinn ACh 3x10° dozunda haftalara gore

maksimum gevseme yanitlari, Geng grubun ACh yanitlarindan fark * p<0,05.
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Torasik aorta halkalarinda ACh doz yanit egrilerinde yasa ve haftalara gore fark
yoktur. Maksimum gevseme yanitlarina bakildiginda yasli gruplarinin gevseme
yanitlart istatistiksel olarak daha diistiktii (p<0,01). Gruplarin ikili karsilastirmalarina
baktigimizda 3. haftada HP-Y grubun gevseme yaniti anlamli olarak daha diisiiktii
(p<0,05). Bu anlamlilik ilerleyen haftalarda ortadan kalkti.

4.1.1.3 Endotel bagimh gevseme yanitlarinin mekanizmalarinin incelenmesi

4.1.1.3.1 Kontrol gen¢ ve yash gruplarin endotel bagimh gevseme yamitlarinin
mekanizmalariin incelenmesi
Kontrol ve yash gruplara ait torasik aorta halkalarinin indometazin ve L-NNA

inkiibasyonu sonrasinda elde edilen maksimum gevseme yanitlar1 Sekil 4.5’te

gosterilmistir.
100 -
80 -
. [
60 -
| = ACh
40 - INDO
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20 - - vk
, | I
Geng Yash

Sekil 4.5. Kontrol ve Yash gruplarin torasik aorta halkalarinin Indometazin ve L-
NNA inkiibasyonu sonrasinda elde edilen maksimum gevseme yanitlar1 ACh

yanitlarindan fark * p<0,05, ** p<0,01.

Geng grupta ACh yanitt hem indometazin (p<0,05) hem de L-NNA (p<0,01) ile
inhibe edilirken, Yasli grupta sadece L-NNA ile inhibe edilmistir (p<0,01).
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4.1.1.3.2 9. haftada heterokronik parabiyoz gruplarin endotel bagimh gevseme
yanitlarinin mekanizmalarinin incelenmesi

9. haftada HP-Y gruplarina ait torasik aorta halkalarinin indometazin ve L-
NNA inkiibasyonu sonrasinda elde edilen maksimum gevseme yanitlart Sekil 4.6’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Torasik aorta halkalarmin indometazin ve L-NNA inkiibasyonu sonrasinda

elde edilen maksimum gevseme yanitlart ACh yanitlarindan fark * p<0,05.

9. haftada sadece HP-Y grubunda indometazinin ACh gevseme yanitlarina
inhibe edici etkisi tespit edildi (p<0,05). HP-G, HP-Y ve IP-G grubunda L-NNA ACh
gevseme yanitlarini istatistiksel olarak baskiladi (p<0,01).

4.1.2 Endotel bagimsiz gevseme yanitlari

4.1.2.1 Sodyum nitroprusside gevseme yanitlari
Torasik aorta halkalarinda SNP’e verilen gevseme yanitlar1 kaydedilmistir.
Haftalara gore sonuglar Sekil 4.7°da, gruplara gore sonuglar Sekil 4.8’de, maksimal

gevseme yanitlar1 Sekil 4.9°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Torasik aort halkalarmin haftalara gére SNP (10°-3x10%) doz yamit

egrileri.
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Sekil 4.8. Torasik aorta halkalarinin gruplara gére SNP (10°-3x10%) doz yamit

egrileri.
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Sekil 4.9. Torasik aorta halkalarinin SNP 3x10* dozunda haftalara gére maksimum

gevseme yanitlari.
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SNP doz yanit egrilerinde torasik aorta halkalarimin yasa, haftalara gore ve

maksimum gevseme yanitlarinda herhangi bir fark yoktur.
4.2. Kasilma Yamtlar:

4.2.1 Fenilefrin kasilma yamtlan
Torasik aorta halkalarinda PE’ye verilen kasilma yanitlar1 kaydedilmistir.
Haftalara gore sonuclar Sekil 4.10°da, gruplara gore sonuglar Sekil 4.11°de,

maksimum kasilma yanitlar1 Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Torasik aorta halkalarin haftalara gére PE (10°-3x10%) doz yanit egrileri
[zokronik gruptan fark * p<0,05, ** p<0,01, izokronik geng gruptan fark ## p<0,01.

Torasik aorta halkalariin PE doz yanit egrilerinde parabiyoz uygulamasinin
etkilerine bakildiginda heterokronik parabiyoz grubu izokronik parabiyoz gruplarina
gore daha diisiik PE kasilma yanitina sahipti (p<0,01). 7. ve 9. haftada heterokronik
parabiyoz gruplarinda PE kasilma yanit1 anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,05). 9.
Haftada PE kasilma yanitlarina yasm anlaml bir etkisi vardi (p<0,01). izokronik yaslh
grupta PE kasilma yanit1 anlamli olarak daha yiiksekti.
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Sekil 4.11. Torasik aorta halkalarmin gruplara gére PE (10°-3x10°) doz yamt

egrileri.

Torasik aorta halkalarinin doz yanit egrilerinde HP-Y ve IP-G grubunda
herhangi bir fark yoktur. IP-Y’de haftalara gore PE kasilma yanitlarinda anlamli bir
artis gozlendi (p<0,01).
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Sekil 4.12. Torasik aorta halkalarinm PE 3x10” dozunda haftalara gére maksimum
kasilma yanitlart ** p<0,01 Geng kontrolden fark.

Torasik aorta halkarinin PE maksimum kasilma yanitlar1 7. haftada geng

kontrolden anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,01).

4.2.2 Potasyum kloriir kasilma yanitlar
Torasik aorta halkalarinin KCl’e verdigi kasilma yanitlar1 kaydedilmistir.
Haftalara gore sonuglar Sekil 4.13’te, gruplara gore sonuglar Sekil 4.14’de

maksimum kasilma yanitlar1 Sekil 4.15°te gdsterilmistir.
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Sekil 4.13. Torasik aorta halkalarin haftalara gore KCl (20mM, 40mM, 60mM,
80mM) doz yanit egrileri.

Torasik aorta halkalarinin haftalara gére KCI kasilma yanitlarinda istatistiksel

olarak anlaml bir farklilik yoktur.
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Sekil 4.14. Torasik aorta halkalarin gruplara gore KCl (20mM, 40mM, 60mM,
80mM) doz yanit egrileri.

Torasik aorta  halkalarmmm KClI kasilma yanitlar1  gruplara  gore
degerlendirildiginde her bir grubun 9 haftalik siirecte KCl kasilma yanitinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.
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Sekil 4.15. Torasik aorta halkalarinin KCl 80 mM dozunda maksimum kasilma

yanitlart.

Torasik aorta halkalarinin KCl maksimum kasilma yanitlarinda haftalar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.
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TARTISMA

Bu calisma; literatiirde yaslilikta goriilen endotel disfonksiyonuna ve
mekanizmasina parabiyoz yonteminin etkisinin incelendigi ilk c¢alismadir.
Calisgmamizin  6nemli bulgulari; Heterokronik parabiyoz yonteminin yash
hayvanlarda endotel disfonksiyonu iizerinde diizeltici bir etkisinin oldugunu,
Fenilefrin kasilma yanitlarini azalttigini, KCIl ve SNP yanitlarina etkisinin olmadigini
gostermektedir. Heterokronik parabiyoz yonteminin endotel disfonksiyonu {izerine

diizeltici etkileri 9 hafta sonrasinda goriilmeye baglanamistir.
5.1. Gevseme Yanitlari

5.1.1 Endotel bagimh gevseme yanitlari

Torasik aortada endotel bagimli gevseme yanitlarini test etmek igin artan
dozlarda asetil kolin uygulamasi yapildi. Parabiyoz uygulanmayan yasli ve genc
gruplarda asetil koline verilen gevseme yanitlarina baktigimizda yasl grupta anlamh
olarak daha disiikti. Bu veri hem kullandigimiz yashh hayvanlarda endotel
disfonksiyonu oldugunu gostermektedir hem de litertiirdeki calismalarla da
desteklenmektedir. Yapilan bir c¢alismada 14-25 aylik yash farelerin ACh’e
verdikleri gevseme yanitlari, 3 aylik geng ve 8 aylik yetigskin farelere gore daha
diisiik oldugu gosterilmistir (Matz ve ark., 2000). Yine yapilan baska bir ¢aligmada
24-25 aylik yasl ratlar ile 3-4 aylik geng ratlarin ACh’e verdikleri gevseme yanitlari
karsilastirildigi zaman yash ratlarin ACh’e verdikleri gevseme yanitlarinin 6nemli
Olclide azaldig1 goriilmiistiir (Tian ve ark., 2010), literatiirde verilerimizi destekleyen
pek cok calisma bulunmaktadir. Yaslilarda olusan diisiik ACh yanitlarinin sebepleri
endotel disfonksiyonunun gelismesidir. Endotel tarafindan iiretilen vazodilatér ve
vazokonstriktor faktorler arasindaki denge, yasin artmasi ile birlikte bozulmaktadir.
Bu dengesizlik NO biyoyararlinimindaki azalma ve COX tiirevli vazokonstriktor
faktorlerin iiretimindeki artisla kendini gdstermektedir. Yaslanma siirecinde olusan
asir1 miktardaki siiperoksit anyon seviyeleri, L-arginin azalmasi, endojen NOS

inhibitorii artis, eNOS kofaktorlerinde azalmasi, eNOS ekspresyonu ve/veya
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aktivasyonundaki azalma, NO biyoyararlinimini azaltan mekanizmalardir (Herrera

ve ark., 2010).

Parabiyoz; iki organizmanin cerrahi olarak birlestirilmesi anlamina gelmektedir
(Bert, 1864). Farkli 0Ozellikteki hayvanlarin cerrahi olarak birlestirilmesine
heterokronik parabiyoz, ayni Ozellikteki hayvanlarin birlestirilmesine de izokronik
parabiyoz denilmektedir. Calismamizda yash disi ve geng¢ disi fareleri kullandik.
Heterokronik parabiyoz gruplarinda yash ve geng fareler cerrahi olarak birlestirildi.
Heterokronik parabiyoz yontemi, gen¢ ve yash hayvanlarin dolagiminda yer alan
cesitli faktorlerin yaslt hayvanlarin dolagimindan geng hayvanlarin dolagimina veya
tam tersi olarak geng hayvanlarin dolasimindan yasli hayvanlarin dolasimina gegisine
olanak saglamaktadir. Caligmamizin en Onemli bulgularindan bir tanesi ACh
yanitlarinin 9 haftalik heterokronik parabiyoz siirecinde, 3. haftada maksimum
endotel bagimli gevseme yaniti HP-Y grubunda anlamli olarak daha diisiikken 9.
haftada endotel bagimli gevseme yanitinin arttigi ve HP-G ile HP-Y gruplar1 arasinda
endotel bagimli gevseme yanitlarina ait istatistiksel farkliligin ortadan kalktiginm
tespit etmemizdir. Bu verimiz; gen¢ hayvanlarin dolagimindan yasli havyanlarin
dolasimina gecen bir faktoriin endotel disfonksiyonunu diizeltebilecegi anlamina
gelmektedir. Heterokronik parabiyoz calismalarin1 inceledigimizde biiylime
farklilagma faktor 11 (Growth Differentiation Factor 11, GDF 11) oldukca iizerinde
durulan bir plazma faktoriidiir. Yaslanmayla birlikte plazma GDF 11 diizeylerinin
azaldig1 ve parabiyoz yontemi uygulanan yagli hayvanlarda plazma GDF 11
seviyeleri arttigi gosterilmistir (Loffredo ve ark., 2013). GDF 11, TGF B
ailesindendir ve TGF-B/Smad2/3, AMPK/eNOS yolaklarini aktive ederken JNK ve
NF-xB yolaklarin1 da inhibe etmektedir (Mei ve ark., 2016). Calismamizda 9.
Haftada HP-Y farelerin ACh yanitlarindaki artis, endotel disfonksiyonu tizerindeki
diizeltici etkisi, GDF 11’in eNOS aktivitesini arttirmasi araciligiryla gerceklesmis

olabilir.

Yaglanma siirecinde biiylik arterlerde ve kiigiik arterlerde  NO
biyoyararlaniminda ve endotel bagimli gevsemede bozulmanin oldugu oldukea iyi
bilinmektedir (Virdis ve ark., 2010, Taddei ve ark., 1997, Egashira ve ark., 1993) ve
ana mekanizma NO yolaginda meydana gelen defektir. Yaslhilikta, NO yolagina ek

45



olarak COX yolag1 bagiml salgilanan vazokonstriktorler de 6nem kazanmaktadir
(Virdis ve ark., 2010). Yashlik periyodunda, COX yolagindan kaynaklanan
vazokonstriktdrler endotel bagimli gevseme yanitlarin1 maskelemektedir. Bu da COX
yolagindan kaynaklanan prostonoidlerin, hipertansiyon gibi patolojik kosullarda
veya yaglilikta endotel disfonksiyonunun gelismesinde énemli paya sahip oldugunu
gostermektedir. Indometazin genglerde ACh gevseme yamtlarm baskilarken
yaslilarda ise pozitif yonde arttiric1 etkisi vardir (Virdis ve ark., 2010, Taddei ve ark.,
1997). Bizim hi¢bir uygulama yapmadigimiz gen¢ ve yash gruplarda da benzer
sonuglar gozlendi. Genglerde hem Indometazin hem de L-NNA asetil kolin

yanitlarini baskilarken yaslilarda sadece L-NNA baskiladi.

Heterokronik yasli grupta 9. haftada gozlenen, endotel bagimli gevseme
yanitlarinin diizelmesinde katkis1 olan mekanizmalar1 ortaya koymak i¢in COX
yolagimi inhibe eden Indometazini ve NOS enzimini inhibe eden de L-NNA’yi
kullandik. HP-Y grubunda endotel bagimli gevseme yanit1 hem Indometazin ile hem
de L-NNA ile anlamli olarak baskilandi. Bu yanit hi¢bir uygulama yapmadigimiz
geng grupta elde ettigimiz yanitlarla benzerlik gostermektedir. Bu verimiz, HP-Y
grubunda endotel bagimli gevseme yamitindaki 9. haftadaki diizelmede COX
yolagindan kaynaklanan vazodilator mediyatorlerin ve NO yolaginin katkisinin
oldugunu ve ozellikle NO yolaginin katkisinin daha 6n planda oldugunu

gostermektedir.

5.1.2 Endotel bagimsiz gevseme yanitlari

Calismamizda endotelden bagimsiz gevsemeyi test etmek icin NO donorii
SNP’yi kullandik. SNP gevseme yanitlarinda torasik aorta halkalarinda yasa ve
haftalara gore istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Bu sonuglar; yasli gruplarda
azalan ACh yanitinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinin duyarliligindaki azalmadan degil
NO yapimi veya biyoyararlannmindaki azalma ile iligkili olabilecegini
gostermektedir. Literartiirde heterokronik parabiyoza ait SNP yanitlar1 yoktu fakat
uygulama yapilmayan gen¢ ve yaslh hayvanlara ait SNP sonuglar1 literatiirdeki

sonuglarla desteklenmektedir (Novella ve ark., 2013, DeSouza ve ark., 2000).
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5.2. Kasilma Yanitlari

5.2.1 Fenilefrin kasilma yamti

Fenilefrin  kasilma  yanitlar1  al-adrenoreseptorlerin  aktivasyonuyla
gerceklesmektedir ve sistemik kan basincinin kontroliinde ve yaghiliga bagh
vazospazmlarda onemli rol oynamaktadir (Dinenno ve ark., 2001). Calismamizda
izokronik yash gruplarin PE kasilma yanitlar1 anlamli olarak yiiksekti. Literatiirde
parabiyoz yontemi ile kaydedilmis PE kasilma yanitlar1 bulunmamaktadir. Fakat
yash disi farelerde PE yanitinin yiiksek oldugu calismalar mevcuttur (Novella ve
ark., 2013, Muller-Delp ve ark., 2002, Proctor ve Parker, 2006). Calismamizin
sonuglarina gore heterokronik parabiyoz yontemi 7. haftadan itibaren PE kasilma

yanitlarinda azaltici etkiye sahiptir.

5.2.2 Potasyum kloriir kasilma yaniti

Calismamizda etkisini inceledigimiz bir diger kasict ajan KCl idi. KCI,
reseptorden bagimsiz kasilma mekanizmasini ve K denge potansiyelini degistirerek
diiz kas aktivasyonu test etmek i¢in kullanilmaktadir (Bolton, 1979). KCl, voltaj
bagimli Ca*? kanallar1 aracihigiyla vaskiiler diiz kas hiicresinin membraninda
depolarizasyona yol agarak kasilmaya neden olmaktadir (Ratz ve ark., 2005).
Yaglanmanin KCI yanitlarina etkisi ile ilgili literatiirde azaldigini sdyleyen (Delp ve
ark., 1985) yayinlarin yani sira bizim sonuglarimiz gibi degismedigini sOyleyen
yayinlar da bulunmaktadir (Muller-Delp ve ark., 2002). Torasik aorta halkalarinda
yasa ve haftalara gore KCIl kasilma yanitlarinda istatistiksel bir farklilik tespit
edilmedi. Verilerimiz heterokronik parabiyoz yonteminin KCI kasilma yanitina etkisi

olmadigini géstermektedir.

Sonug olarak parabiyoz yontemi ile elde ettigimiz kasilma ve gevseme yanitlari
literatiirde ilk defa gosterilmistir. Projemizi planlarken parabiyoz yonteminin damar
yanitlarina etkisi var mi1? Varsa ne zaman goriilmeye basliyor? Bu iki soruya yanit
aramay1 amaglamistik. 9 haftalik parabiyoz isleminin sonucunda endotel bagimli
gevseme cevaplarinda diizelme ve kasilma yanitlarinda azalma tespit ettik. Bu
literatiire katacagimiz veriler endotel disfonksiyonu ve buna baglh gelisen

hastaliklarin tedavisinde yeni bir bakis acis1 kazandiracagini ve bu damar yanitlarina
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ait molekiiler mekanizmalarin yeni ¢alismalarla aydinlatilmasinin 6nemli olacagini

diisiiniiyoruz.
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SONUCLAR

1- Parabiyoz yontemi ile elde ettigimiz kasilma ve gevseme yanitlari literatiirde ilk

defa gosterilmistir.

2- 9 haftalik parabiyoz isleminin sonucunda endotel bagimli gevseme cevaplarinda

diizelme tespit ettik.

3- Endotel yanitlarindaki diizelmeye NO yolagimin katkisi daha baskin olmakla
birlikte NO ve COX yolagiin katkilart vardir.

4- PE kasilma yanit1 heterokronik parabiyoz grubunda anlamli olarak daha diistiktii.

5- Endotel bagimsiz gevseme yanitinda ve vaskiiler diiz kasin potasyum

depolarizasyonu ile olusan kasilma yanitinda anlaml bir degisiklik gézlenmedi.

6- Sonug olarak; literatiire katacagimiz bu veriler endotel disfonksiyonu ve buna
bagli gelisen hastaliklarin tedavisinde yeni bir bakis agisi kazandiracagini ve bu
damar yanitlarina ait molekiiler mekanizmalarin yeni ¢alismalarla aydinlatilmasinin

onemli olacagini diisiinliyoruz.
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