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OZET:

KAYMA  GERILMELERININ (SHEAR STRESS) ENDOTEL HUCRE
PERMEABILITESINE OLAN ETKIiLERININ AKIM ODACIGINDA iNCELENMESI

Ilyas INCI

Dokuz Eyliil Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Biyomekanik Anabilim Dali
35340 Inciralt/IZMIR

Kayma gerilmeleri (shear stress), endotel hiicre tabakasinin bariyer islevlerini yerine
getirmesi agisindan 6nemli kabul edilmektedir. Bu ¢alismada kiiltiir ortaminda kollajen jel
iizerinde yayilmis olan bovin aortik endotel hiicre tabakasi tizerine belirli bir degerde kayma
gerilmeleri uygulandi. Bu ¢aligmanin amaci; kayma gerilmelerinin uygulanmasiyla endotel
tabaka gecirgenliginin arttig1 yoniinde olan ve bir¢ok c¢aligsma tarafindan da desteklenmis olan
gorlis vasitastyla yeni olusturulan in vitro kayma gerilmesi uygulama modelinin
denenmesidir. Bunun icin 1 saat siiresince akim odaciginda (flow chamber) endotel hiicre
tabakasina 5 dyne/cm” degerinde kayma gerilmesi uygulandi. Daha sonra permeabilite Slgiimii
konfokal mikroskop ile yapildi. Sonug olarak; 1 saat boyunca sivi akimi uygulanan hiicre
tabakasinda, s1vi akimi uygulanmayan kontrol grubuna oranla fluoresan boya ile isaretlenmis
dextranin (FITC-dextran, molekiil agirligi: 77000 dalton) endotel tabakadan gegerek kollajen
jel icinde daha derinlere ulastig1 gézlendi.

Bu sonuglar ile kayma gerilmesi uygulanmasiyla gegirgenligin arttig1 yoniindeki goriis
arasinda paralellik oldugu goriildii ve olusturulan yeni in vitro kayma gerilmesi uygulama

modelinin gegerliligi kanitlandi.

Anahtar Kelimeler: Kayma gerilmesi; akim odacigi; endotel permeabilite; kollajen jel
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ABSTRACT:

INVESTIGATION OF EFFECTS OF SHEAR STRESS ON ENDOTHELIAL
PERMEABILITY VIA FLOW CHAMBER

Ilyas INCI
Dokuz Eyliil University
Institute of Health Science

Department of Biomechanics

35340 Inciralti/iZMIR

The importance of shear stress is accepted for endothelial cell layer to perform its
barrier function. In this study, in cell culture condition after confluence of bovine endothelial
cells on collagen gel, a certain value of shear stress was applied. The aim of this study is
examination of new constructed shear stress application model via a hypothesis which claims
increase on endothelial permeability monolayer via application of shear stress. This
hypothesis is supported with many studies. For this purpose, 5 dyne/ cm® shear stress was
applied on endothelial cell monolayer for 1 hour in flow chamber. Measurement of
permeability was performed by using confocal microscopy. In conclusion, it has been
observed that diffusion of fluorescent stain labeled dextran (FITC-dextran, Molecular Weight:
77 000 dalton) into collagen gel in cell monolayer which fluid flow was applied for 1 hour, is
more deeper than the control group which fluid flow wasn’t applied.

These results showed that there is accordance with the hypothesis which claims an
increase on permeability via application of shear stress and also results showed that new

constructed shear stress application model is suitable for endothelial permeability researches.

Keywords: Shear stress; flow chamber; endothelial permeability; collagen gel



BOLUM I
1.GIRIS:
1.1. Endotel Hiicre Tabakas1 ve Kayma Gerilmeleri Arasindaki iliski

Endotel hiicreleri, damarlarin i¢ ylizeyini kaplayan hiicrelerdir. Kan akis1 sirasinda endotel
hiicrelerinden olusan endotel tabakasinin maruz kaldig: siirtinme kuvvetine kayma gerilmeleri
denir.

Kayma gerilmesi; kan akisi, damar geometrisi ve sivi viskozitesiyle belirlenen ve birimi
dyn/cm? olan biyomekanik bir biiyiikliiktiir (1). Endotel tabakasi, kayma gerilmesi kuvvetlerine
dogrudan maruz kalir ve bu kuvvetler endotel hiicrelerinin yapisini ve fonksiyonunu diizenler (2).

Vaskiiler permeabilite; sivilarin ve molekiillerin vaskiiler doku ve vaskiiler doku dist
kisimlar arasindaki hareketidir.

Endotel tabakasinin kayma gerilmelerine en belirgin yapisal tepkisi, hiicre seklinde ve
yonlenmesinde olur. In vivo olarak kayma gerilmelerinin diisiik seviyede oldugu yerlerde veya in
vitro olarak statik kiiltiir ortamlarindaki hiicrelerde kiiboidal, parke tasi seklinde bir morfoloji
gozlenirken, normal veya yiiksek seviyede kayma gerilmesinin oldugu sivi akimlarinda
hiicrelerde uzama ve akimin oldugu yone dogru yonelme gozlenmistir (3,4).

Vaskiiler endotel tabakasi, kan ile dokular arasindaki su ve ¢déziinmiis madde gecisi i¢in
esas bariyer konumundadir. Starling (5), dokulara dogru molekiillerin filtrasyonunu saglayan
basing kuvvetlerini ilk tanimlayan kisidir. Hidrostatik basing; su ve ¢dziinmiis maddelerin damar
disina ¢ikmasii saglayan kuvvettir, bununla birlikte onkotik basing denilen ve temel olarak
hiicre i¢indeki protein ve kolloidlerden kaynaklanan karsit bir kuvvet vardir.

Kayma gerilmelerinden kaynaklanan kuvvete bagli endotel gecis, kan akisindaki
degisimlere bagli olarak damarlarin dokulara besin teminini diizenleyen fizyolojik bir
mekanizma saglar. Bununla birlikte, kan-doku bariyerinin diizensizlesmesine yol agan belirgin
hemodinamik bozulmalar arteroskleroz, hipertansiyon ve diyabet gibi hastaliklarda gézlenmistir
(6-9).

Endotel hiicreleri, dogal cevrelerinde, hiicre permeabilitesinin degismesine yol agan
fiziksel ve biyokimyasal uyartilara siirekli olarak maruz kalmaktadirlar. Makromolekiillerin
endotel bariyerden gecisleri; akim kayma gerilmelerine, hidrostatik basinca, termal soka ve
histamin, trombin, bradikinin ve pharbol 12-myristate 13-acetate (PMA) gibi etkenlere duyarlidir
(10-16).

Endotel tabakasi ile hiicre kiiltiirii calismalari, su ve proteinlerin endotel tabakadan gecisi
ile ilgili mekanizmalarin daha iyi anlasilabilmesini kolaylastirmistir (17). Bovin aortik endotel

hiicrelerinin, 10 dyn/cm2 kayma gerilmelerine maruz birakilmasi albumin gegirgenligini hizlica



arttirmis, 30 dakika iginde en iist seviyeye ulasmis ve akim olmadigr zaman olusan permeabilite
seviyesinin 10 katindan daha fazla bir seviyede olan permeabilite korunmustur. Karsilagtirma
olmasi igin, hiicreler 1 dyn/cm® kayma gerilmelerine maruz birakildiginda, albumin
permeabilitesinin maksimum seviyeye ulasmasi i¢in ve akim olmadiginda olusan permeabilite
seviyesinin 2 katinin korunmasi i¢in, 1 saatten daha fazla bir siire gerekmistir (13).

Hidrolik iletkenlik, 10 dyn/cm? kayma gerilmelerinin 1 saat uygulanmast ile 2.2 kat artmig
ve kayma gerilmelerinin sonlandirilmasindan sonra yiiksek bir seviyede kalmistir. Mikroskobik
incelemeler, kayma gerilmelerinden sonra endotel tabakasinda herhangi bir hasar olmadigini
gostermistir ve boylece hidrolik iletkenligin artmasinin endotel tabaka hasarina bagli olmadigini
gostermistir (18).

Toplardamarlarin ve atardamarlarin fizyolojik kayma gerilmeleri sinirlari sirasiyla 1-5 ve
6-40 dyn/cm” dir (119).

Bir¢ok biyolojik faktor, endotel baglantilar1 diizenler ve bdylece endotel tabakasinin
gecirgenligi ayarlanmis olur (19).

Trombin ve histamin gibi enflamatuar diizenleyiciler, endotel permeabiliteyi birka¢ dakika
icinde arttirdig1 1yi bilinen faktorlerdir. Permeabilite diizenlenmesindeki mekanizmalar; endotel
baglantilarin diizenlenmesi ve bununla baglantili olarak daha sonra olusan aktin-miyozin
kontraksiyonuyla iligkili olan proteinlerin fosforilasyonu, endotel hiicrelerin merkezi olarak geri
cekilmesi ve endotel hiicrelerarast baglantilarin olusumlarinin artmasidir. Bdylece endotel
baglantilardan makro molekiillerin gegisi (paraseliiler transport), en azindan bilinen enflamatuar
diizenleyicilere cevap olarak, endotel permeabilitenin artmasindaki en 6nemli mekanizmadir
(20,21).

Endotel baglantilar arasindan gegis esas yol olmakla birlikte, makromolekiiller endotel

tabakasini vezikiiller vasitasiyla da gegebilirler (21).
Birgok dis kaynakli maddelerin, bunlardan besleyici maddelerin, 6rnegin belirli yag asitlerinin,
endotel tabaka permeabilitesinin artmasina neden oldugu gosterilmistir (22-24). Yag asitleriyle
iliskili olarak endotel permeabilitede meydana gelen degisikliklerin ayrintili mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir (25). Bununla birlikte, bunlar endotel baglantilarin bozulmasini ve
endotel hiicrelerin geri ¢ekilmesini igeriyor olabilir (26).

Nitrik oksit; monosit adhezyonunu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve platelet
adhezyonunu ve hiicre i¢i pihtilagma mekanizmasinin aktive edilmesini engeller (27).Biitiin bu
etkenler arterosklerozun gelismesinde 6nemlidir, ¢linkii insiiline kars1 direngte ve diyabette NO
iretiminin azalmasinin diyabetle ilgili vaskiiler rahatsizliklarin gelismesinde merkezi bir 6nemi

olduguna inanilmaktadir (28).



VEGF; vaskiiler permeabiliteyi ve yeni damar olusumunu (anjiyogenez) diizenler, bunun
yaninda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve tromboz olusumunu 6nler (29). Diyabette
ve insiiline kars1 diren¢ olusumunda, vaskiiler sistemden salinan VEGF miktarinda azalma olur
(30).

Tip 2 diyabetli hastalarda ve 2 saat boyunca hiperglisemi olusturulan saglikli bireylerde,
¢ozilinilir adhezyon molekiillerinin konsantrasyonunda artis oldugu goriilmiistiir (31).

Belirli durumlarda hiicrelerin glukoza maruz birakilmasi glikolitik metabolizma tiriinlerinin
ve glukotoksin olarak nitelendirilen glukozun etki ettigi proteinlerde ¢ogalmaya sebep oldugu
bilinmektedir. Genel olarak hiperglisemi vaskiiler islev bozukluklarina ya toksik madde ve
reaktif metabolizma iiriinlerinin {iretimi ile ya da hiicre i¢i sinyal yollarini1 degistirerek neden olur
(32).

Diistik seviyelerde akim gerilmelerinden ya da salimimli akim gerilmelerinden dolayi,
ozellikle siv1 akisinin diizensiz oldugu yerler, arterosklerotik plaklarin olusumunda 6nemli bir
yer tutar. Damarlarin egrilestigi bolgelerde ve dallanmalarin basladigr bolgelerde ikincil akim
olusumlarinin  ve sistemik risk faktorlerinin degisen hemodinamik kombinasyonlari,
arterosklerotik lezyonlarin baslamasina, gelismesine ve en son olarak tamamlanmis plaklarin
olusmasina neden olurlar. Ornegin, azalan kayma gerilmeleri (<5 dyn/cm?®) arterogenez
olusumuna neden olur ¢iinkii bu durum endotel nitrik oksit sentaz {iretimi, damarlarin gevsemesi
ve endotel hiicre onarimi gibi kan damarlarinin ¢eperlerinin bir¢ok fonksiyonunun azalmasiyla
iliskilidir (2).

Atardamarlardaki endotel tabakasinda, paraseliiler yol (endotel hiicrelerin baglantilarinin
arasindan ) ve pinositotik yol (vezikiiler transport mekanizmasi ile) endotel tabakasini geciste en
onemli yollar olarak kabul edilmektedir (33).

Yiiksek tansiyonlu deney hayvanlariyla yapilan ¢ok sayida g¢alisma, paraseliiler yollarda
genisleme (34-37) ve vezikiiler transportta artis (38—43) oldugunu gdstermistir.

Bu sekilde endotel tabaka gecisinde permeabilite artis1 olmasi arteroskleroz (44),

hipertansif ensefalopatiler (45,46) ve diger vaskiiler rahatsizliklarla iligkilendirilmistir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu projenin amaci; endotel hiicrelerinin, viicutta maruz kaldiklar1 kayma gerilmelerinin
(shear stress) laboratuar ortaminda in vitro olarak akim odacigi kullanarak uygulanmasi ve
boylece kayma gerilmelerine maruz kalan hiicrelerde meydana gelen permeabilite

degisikliklerinin incelenebilmesidir.



BOLUM 11
2. GENEL BIiLGILER:
2.1. KAYMA GERILMESI

Kan akisindaki hemodinamik kuvvetler ve sivi siirtiinme kuvveti ile vaskiiler ceper
arasindaki etkilesim, ¢eper kayma gerilmelerine neden olur. Tanim olarak, her bir yiizey alani ile
bu alana uygulanan tegetsel kuvvetin birbirine oranina kayma gerilmeleri denir. Endotel
hiicrelerin tlizerindeki kayma gerilmeleri, ¢eperdeki hizin derecesiyle ve akan sivinin temas
bolgesinde siirtiinme sayesinde kayma kuvvetlerini iletebilmesiyle belirlenir.

S1v1 kayma ozelliklerini iletmesine, sivinin viskozitesi denir. Sivi hiz profilinde bir degisim
vardir, ¢linkii tipik olarak sivilar ¢eperde kaymadigi i¢in, ¢ceperdeki hiz ihmal edilebilir. Bir tiip
icindeki calkantisiz, diizglin bir akista 6rnegin bir arter kisminda, silindirik olarak x-ekseninde
hiz en yiiksektir ve diger hizlar bu x-eksenine simetriktirler. Momentumun korunumu kanunlari,
hiz profilinin 6zel ifadesini belirleme vasitasiyla kayma gerilmelerini hesaplamak i¢in kullanilir.

S1v1 viskozitesi, kayma oranina bagli olmasina ragmen, sivilar 6rnegin hiicre ortami tipik
olarak kayma orani ile biiyilk oranda degismez. Bundan dolayi, kayma orani veya hiz
degisiminin, s1v1 viskozitesi ile ¢carpimi kayma gerilmelerinin hesaplanmasini saglar. Arterlerin
liimenindeki endotel hiicre sekli akisi degistirebileceginden dolay1 c¢epere uygulanan kayma
gerilmeleri tam olarak bilinemeyebilir. Bu yiizden kayma gerilmesi dagilimini tam olarak
yansitmayan genel kayma gerilmeleri degerleri kullanilir, ¢ilinkii sadece hiicre topografyasi

deneysel olarak hesaplanirsa kesin degerler bulunabilir (47).

KAYMA GERILMESE
ENDOTEL HUCRELERT DUZ KAS HICRELERT

BAZALLAMINA _ [

B -
DAMAR CEPER{

Sekil 1. Damar duvarmin kesitsel sekli. Oklar damar ¢eperine etki eden hemodinamik kuvvetleri gostermektedir (A). Temel
damar ¢eper kisimlari da gosterilmektedir (B). ( Elhadj S. Chronic shear stress effects on endothelial cell response.)



2.2. ENDOTEL TABAKA

Endotel tabakasi, kan elemanlarin1 ekstravaskiiler dokulardan ayirir. Endotel hiicreler,
damarlarin liimenini sararlar ve internal elastik laminaya kadar uzanan ekstraseliiler matriks
tarafindan olusturulmus subendotel bdlgede bulunurlar. Internal elastik lamina; tunika intima
bolgesini(endotel tabaka, endotel hiicreler ve subendotel bolge) tunika media bolgesinden ayirir.
Vaskiiler endotel tabaka, viicut kiitlesinin yaklagik 1 % kadarini olusturur ve yiizey alan1 yaklasik
olarak 5000 m? kadardir (48). insan endotel hiicresinin yaklasik omiir siiresi 30 yildir (49).

Vaskiiler endotel tabakasi, damar duvarinin diizenlenisinde ¢ok énemli bir rol oynar. Buna
ek olarak endotel hiicrelerinin hasar gérmesi veya islevlerinin bozulmasi, atherosklerozun
gelismesinde Onemli bir durum olarak kabul edilmektedir. Endotel tabakasi; 16kosit
filtrasyonunu, media tabakasindan intima tabakasina dogru diiz kas hiicrelerinin go¢limiinii, diiz
kas hiicrelerinin ¢ogalmasin1 ve makrofajlarin sekil degistirmis hali olan kopiik hiicrelerin
olusmasini uyarir (50,51).

Endotel tabaka, vaskiiler ¢eperlerin biitiinliigiiniin ve metabolizmasinin kontroliinii
saglayan aktif biyolojik maddelerin sentezini ve salinimini saglar. Vaskiiler mekanizma, su
yonlerden kontrol edilir: a.) vaskiiler yap1 ve gecirgenlik b.) vaskiiler tonus (kasilma ve gevseme)

c.) pihtilagsma ve fibrinoliziz d.) enflamatuar cevaplar.

2.2.1. Endotel Tabakanin Bariyer islevi

Endotel tabaka; kan damarlar1 ve altindaki dokular arasindaki dokular arasinda
makromolekiiler bir bariyer olusturur. Bir¢ok eleman endotel tabakanin biitiinliigiini ve
dolayisiyla endotel permeabiliteyi diizenler. Bunlar a.)hiicreler arasi baglantilar, b.)hiicre
yiizeyine baglayici proteinler, c.)endotel membranlarin elektrostatik yiikii, d.)temel membranin
bilesimi. Bir¢ok kanit bunlarin arasinda en énemlisinin iki komsu hiicre membranlar1 arasinda
baglanma olusturan, hiicrelerarasi baglantilar oldugunu gostermistir (52,53).

Endotel hiicrede 3 esas tip hiicrelerarasi baglanti belirlenmistir: siki baglantilar, ara
baglantilar ve adherens baglantilar. Bu baglantilar, ¢ok dinamiktir ve bir ka¢ dakika i¢inde kan
bilesenlerinin dokulara gecisine geri donilisimlii olarak izin verir. Endotel baglantilar,

sitoplazmaya ve hiicre iskelet proteinlerine bagli membran proteinleri tarafindan olusturulur.

2.2.2. Siki Baglantilar (Tight Junctions)
Sik1 baglantilar, komsu hiicreler arasinda ¢ok yakin bir temas olmasini saglarlar. Endotel
hiicre cesidine gore siki baglantilarin sayis1 degisebilir. Ornegin, kan-beyin bariyerinin temel

0gesi olan beyin endotel hiicreleri, siki1 baglant1 sayis1 en yiiksek olandir (54). En ug bolgelerdeki



kilcal damarlarda siki baglantilarin ¢ok basit veya hi¢ olmamasinin aksine biiyiik
atardamarlardaki endotel tabakalarda ¢ok sayida siki baglanti vardir (52,55). Siki baglantilar;
Z0-1(zonula occludens—1), ZO-2(zonula occludens—2), cingulin ve rabl3 gibi hiicre i¢i
proteinlerle iliskili olan bir transmembran protein olan occludin tarafindan olusturulur. ZO—-1;
hiicre-hiicre temaslarinin baslama noktalarinda yer alir ve cingulin, ZO-2 ve aktin
mikrofilamentleri ile baglanabilir (55,56).

Siki baglantilarin, endotel tabakayr hemodinamik giiclere karst korudugunu kanitlayan
calismalar vardir. Ornegin, kiiltiir edilmis endotel hiicreleri, laminar kayma gerilmelerine maruz
birakildiginda, siki baglanti bolgelerinin sayisinin arttigi gosterilmistir. Buna ek olarak, yiiksek
seviyede kayma gerilmelerine maruz kalan aortta, artan sayida siki baglant1 bolgeleri olusmustur
(57). Bu bolgelerin, yag birikimine ve atherosklerotik lezyonlarin gelismesine karsit korundugu
bilinmelidir. insanda atheroskleroz 6zellikle diisiik kayma gerilmelerine maruz kalan bdlgelerde

gelisir (58) ve bu bolgelerde siki baglanti sayist azdir.

2.2.3. Ara Baglantilar (Gap Junctions)

Ara baglantilari; komsu hiicreler arasinda iyonlarin ve molekiillerin degis tokusunu saglar
ve hidrofilik transmembran kanallar1 (konnekzon) tarafindan meydana getirilir. Konnekzonlar,
konneksin ailesindeki proteinler tarafindan sekillendirilir. Ornegin, konneksin 37 (Cx 37), Cx
40,Cx 43 (59). Bununla birlikte, Cx 37 ve Cx 43 endotel hiicreler i¢in 6zel iken, Cx 43
proteininin dagilimi1 birgok hiicre tipinde goriilmektedir (60). Ara baglantilarinin sayisi, siki
baglantilarin sayist ile iliskilidir.

Ara baglantilarinin, endotel hiicrelerinin birbiri ile (ayni tip hiicre iletisimi) ve bunun yani
sira endotel hiicreleri ile diger hiicre tipleri arasinda 6rnegin diiz kas hiicreleri veya lokositler ile
(farkl tip hiicre iletisimi) iletisim mekanizmasini sagladigi diistiniilmektedir. Bu baglantilarla
iliskili olan sinyal molekiillerinin, endotel hiicre goc¢limiinii ve yeni damar olusumunu

(anjiyogenez) veya yara tamiri sirasinda replikasyonu yonettigi 6ne siiriilmiistiir (52,55).

2.2.4. Adherens Baglantilar(Adherens Junction)

Adherens baglantilar; homofilik kalsiyuma bagli endotel hiicre taninmasii saglayan
cadherin adli transmembran proteinler tarafindan olusturulmustur. Endotel hiicreler, 6zellesmis
ve Ozellesmemis cadherinleri ifade ederler. Birgok hiicre tipinde bulunan 6zellesmemis
cadherinler; N-cadherin, P-cadherin veya E-cadherin gesitleridir. Bunlarin hiicre korunmasindaki
rolleri tartismalidir. Ornegin, bir ¢alisma endotel tabakada N-cadherinin baglantisiz oldugunu

gostermistir. Buna ek olarak, endotel hiicreler VE-cadherin (Vascular Endotelial cadherin) adinda



ozellesmis bir cadherin ¢esidine sahiptirler. Ger¢ekte VE-cadherin, endotel tabakadaki adherens
baglantilarin  baglica bilesenidir (55). Cadherinler, sitoplazmik proteinlere ve aktin
mikrofilamentlerine baglanirlar ve bdylece hiicrelerin baglanmasim saglarlar. Ornegin VE-
cadherin, a-actinin ve aktin mikrofilamentleri ile bag olusturan catenin proteinlerine (a-catenin,
B-catenin, plakoglobin ve p120) baglanir.

Adherens baglantilar, normal endotel hiicre yapisinin ve permeabilitesinin korunmasinda
cok Onemli bir rol oynarlar. Bu baglantilara ayrica, hem siki baglantilarin hem de ara
baglantilarin olusumunda ihtiyag duyulur. Bdylece, adherens baglantilarin, endotel hiicre
temasinin temel diizenlenisinde ¢ok dnemli oldugu ve bu sekilde daha karmasik diizenlemeler
olan siki baglantilara ve ara baglantilara katkida bulundugu gosterilmistir. Adherens
baglantilarin, hiicre géciimiinde, biiylimesinde ve farklilasmasinda 6dnemli bir rol oynayabilecegi
belirtilmistir. Yaralanmis bolgeye endotel hiicrelerinin gdé¢limiiniin; plakoglobin, cateninler ve
VE-cadherinin kaybolmasiyla iliskili oldugu gosterilmistir. Adherens baglantilarin ifadelerindeki

degisimler, tiimdr hiicrelerinin istilas1 ve metastaz ile iliskilendirilebilir (52, 55, 56).
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Sekil 2. Siki baglantilarin ve adherens baglantilarin diizenlenisi (Michel CC, Curry FE. Microvascular permeability. Physiol. Rev.
79:703-761, 1999; Mitic LL, Anderson JM. Molecular architecture of tight junctions. Annu. Rev. Physiol. 60:121-142, 1998;
Mitic LL, van Itallie CM, Anderson JM. Molecular physiology and pathophysiology of tight junctions. I. Tight junction structure
and function: lessons from mutant animals and proteins. Am. J. Physiol. 289:G250-G254, 2000).



2.2.5. Endotel Tabakada Madde Tasinmasina Sivilarin Mekanik Etkileri

Hiicreler arasi baglantilar, albumin boyutlarin altindaki su ve suda ¢dziinen maddelerin
gecisinde baglica yoldur. Albumin; endotel tabakasini hiicreler arasi baglantilar, sizintili
baglantilar ve vezikiiller sayesinde gecer. LDL ve yiiksek molekiiler agirlikli maddeler normal
hiicreler arasi baglantilardan geciste sinirlamaya ugradiklart i¢in, sizintili baglantilardan veya
vezikiillerden endotel tabakasini geciste yararlanmak zorundadirlar. Her bir gegis yolu, endotel
hiicrelere etki eden akiskanlarin mekaniksel giiclerinden, ozellikle kayma gerilmelerinden
etkilenebilir.

Endotel tabakasini geciste akiskan kayma gerilmelerinin dogrudan etkisi agik bir sekilde ilk
olarak Jo ve arkadaslar1 (13) tarafindan, paralel akim odasinin kenarlarinda olusturulmus
gozenekli yapinin tizerinde bovin aortasi endotel hiicreleri kullanilarak gosterilmistir. Bu ¢alisma
10 dyn/cm” diizenli kayma gerilmelerinin 1 saat uygulanmasiyla albumin permeabilitesinin 10
kat arttigin1 gostermistir. Kayma gerilmeleri ortadan kalktiktan 2 saat sonra permeabilite, kayma
gerilmeleri uygulanmadan Onceki seviyesine donmiistiir. Sill ve arkadaslar1 (18), 20 dyn/cm2
diizenli kayma gerilmelerine 1 saat maruz kalan bovin aorta endotel hiicre tabakasinin hidrolik
iletkenliginin belirli bir bigimde arttigin1 gostermislerdir.

Bazi1 ¢alismalar ayn1 endotel tabaka modellerinde diizenli kayma gerilmelerine tepki olarak
dretilen Nitrik Oksit (NO)’nun, hidrolik gecirgenligi diizenlemesiyle ilgili arastirmalardir.
Bununla birlikte diizenli kayma gerilmelerine albumin permeabilitesiyle ilgili cevap, NO’dan
bagimsizdir (61). Bu bulgular endotel tabakayir gecis sirasinda farkli biyokimyasal sinyal
mekanizmalar tarafindan kontrol edilen farkli gecis yollarinin, albuminin gecisinde suya oranla
daha ¢ok kullanildigin1 6ne stirmektedir.

Mclntire ve arkadaslar tarafindan (62), gozenekli polikarbonat filtreler lizerinde gelistirilen
bovin beyninin mikrovaskiiler endotel hiicre tabakasi, 72 saate kadar siiren, 1 veya 10 dyn/cm®
diizenli kayma gerilmelerine maruz birakilmis ve molekiiler agirligit 2 milyona varan dextran
molekiillerinin permeabiliteleri gozlenmistir. En yiiksek molekiil agirlikli dextran molekiiliindeki
permeabilitedeki en yiiksek artig, 76 kat olarak 10. ve 30. saatler arasinda gézlenmis ve baslangic
seviyesine 48 saatten sonra donmiistiir.

Bovin aorta endotel hiicre tabakasinin, kayma gerilmelerine baglh gecirgenligiyle ilgili en
son calismalar, hiicre tabakalar1 20 dyn/cm® diizenli veya 10+£10 dyn/cm® salmimli kayma
gerilmelerine maruz birakildiginda permeabilitede benzer cevabin verildigini gostermislerdir: 3
saat boyunca boyunca maruz birakildiginda 3 ile 3.5 kat kadar permeabilitede bir artis. Fakat ters

yone cevrilmis kayma gerilmelerinin biiyiikligii salimmli olarak 3 saat boyunca 10+15 dyn/cm’



olunca, baslangic seviyesine gore permeabilite artis1 olmamistir (63). Bu sasirtict tepki, ters yone
cevrilmis salmimli kayma gerilmeleri kosullarinda permeabilite artisinin baskilanmasi, NO
dretiminin etkili bir sekilde artmasi ile diizenleniyor goriinmektedir. Bovin aorta endotel hiicre
tabakalarinda permeabilitenin NO’ya cevabi iki sekilde olmaktadir: Diisiik seviyelerde NO artis1
permeabiliteyi arttirmakta, bununla birlikte yiiksek seviyelerde NO ise permeabiliteyi
baskilamaktadir. Bu sekildeki iki farkli davranig, baz1 hayvan c¢aligmalarinda kayma
gerilmelerindeki degisime bagli vaskiiler gegis Ozelliklerinde goriilen zit tepkileri anlamada
yardimer olabilir. Ornegin, Kurose ve arkadaslar1 (64) ve Baldwin ve arkadaslar1 (65) NO
iretiminin, NOS tarafindan baskilanmas: ile fare mezenterlerindeki venillerde albumin
sizintisini attirdiini gostermislerdir.

1991°den beri, s1vi akimina veya kayma gerilmelerine bagli endotel gegirgenlik 6zellikleri
ile ilgili saglam damarlar kullanarak ve in vivo hazirlama yapilarak bir¢ok calisma yapilmistir.
Lever ve arkadaslar1 (66), 20 dakika boyunca 1 dyn/cm® ‘lik kayma gerilmelerinde meydana
gelen degisme, canli organizmanin disinda tavsan karotid arterlerinde akisin % 30 artmasini
saglamistir. Bununla beraber permeabilitedeki artig in vitro olarak bovin aorta endotel hiicre
tabakalar1 ile karsilastirildiginda ¢ok kiicliktiir fakat unutulmamalidir ki arter ceperlerindeki
medial tabaka in vitro ¢aligmalarda yoktur ve arterlerdeki sivi gegisine olan direncin % 50’sine
bu tabakanin katkida bulunduguna inanilmaktadir (67).

Daha 6nce hipotezi kurulmasina karsin (68), sivi akiminin kilcal damar permeabilitesine
etkisi yakin bir zamanda calisilmistir. Shibata & Kamiya (69), dolayli doku temizleme metodunu
kullanarak tavsandaki tenuissimus kasinda ¢esitli kilcal damar kan akis seviyelerinde Cr-
EDTA’nin bolgesel kilcal damar permeabilitesini 6l¢miislerdir. Cok belirgin bir sekilde, kilcal
damar gecirgenligi ve kilcaldamar iginden gecen eritrositlerin esas hizlar1 arasinda pozitif
ilgilesim gozlemlenmstir. Yuan ve arkadaglar1 (70), ¢esitli intraluminal perfiizyon hizlarinda,
izole edilip kaniile edilmis koroner veniillerde albumin permeabilitesini Slgmiisler ve hiz 7
mm/s’den 13 mm/s’ye ¢iktig1 anda permeabilite % 47 artmigtir.

Kajimura ve Michel (71), nitrik oksit tarafindan diizenlenmis olan perfiize edilmis fare
veniillerinde akim hizi ve potasyum iyon gecirgenligi arasinda pozitif ilgilesim gozlemislerdir.
Williams (72), modifiye edilmis Landis teknigini kurbaga mezenterindeki arterioller,
kilcaldamarlar ve veniiller iizerinde kullanarak kayma gerilmelerindeki seviye degisimleri
sonrasinda meydana gelen permeabiliteyi Olgmiistiir. Damarlardaki fizyolojik cevaplar farkli
sekillerde olmustur. Arteriolar kilcaldamarlarda cevap olusmazken, gercek kilcal damarlarda orta
seviyelerde bir cevap olusmus ve veniiler kilcal damarlarda giiclii bir cevap (5 kat artig) meydana

gelmistir.
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2.2.6. Kayma Gerilmelerinin Siki Baglantilar Uzerine Etkileri

DeMaio ve arkadaslar1 (73), BAEC hiicre tabakalarinda 3 saatin {lizerinde bir siire, diizenli
kayma gerilmelerinin occludin ve ZO-1 igerigine olan etkisini belirlemislerdir. Bu iki proteinin,
sitki1 baglant1 proteinlerinden beklendigi gibi ozellikle hiicre simrlarinda  yer aldigi
immiinofloresan boyama ile gdsterilmistir. 10 veya 20 dyn/cm” kayma gerilmelerine 3 saat siire
ile maruz birakmanin ZO-1 igerigine etkisi olmazken, occludin igerigini % 44 ile % 50 oraninda
azaltmistir. Paralel gecis deneyleri 20 dyn/cm” kayma gerilmesinin 3 saat sonunda sivi
gecirgenligini 4.7 kat arttirdigimi gostermistir. Occludin ekspresyonu ve sivi gecirgenligi,
erbstatin A’nin hem kayma gerilmelerinden kaynaklanan occludin igerigindeki diislisii hem de
stvi gegirgenligindeki artis1 azaltmasindan dolayi, tirozin kinaz aktivitesine baglidir. Kayma
gerilmeleri 5 dakikadan sonra occludin fosforilasyonunu arttirir ve fosforilasyon 3 saat boyunca
olusur. Kayma gerilmelerinden kaynaklanan occludin fosforilasyonunun artmasi, kayma
gerilmelerinin neden oldugu sivi gegirgenligindeki artisi tersine cevirdigi gosterilen bir faktor
olan dibiitiril (DB) cAMP tarafindan azaltilir (74). Occludin igerigi ve fosforilasyonundaki
degisikliklerin, kayma gerilmelerinin degistirdigi siv1 gegirgenligine bagli mekanizmalar oldugu
ortaya ¢ikmistir. Fosforilasyonun en once olusmasi ve occludin icerigindeki degisimden ¢ok, sivi
gecirgenligindeki degisimlerle iligkili olmasi, gecirgenlik cevabinda fosforilasyon olaymnin
merkezi bir yeri oldugunu belirtir.

Benzer bir calismada, VEGF’in BREC (Bovin Retinal Mikrovaskiiler Endotel Hiicre)
tabakalarinda 15 dakika icinde occludin fosforilasyonunu (75) ve 30 dakika i¢inde sivi
gecirgenligini arttirdig1 gosterilmistir (76).

Bununla iliskili bir bagska madde gecisi ile ilgili ¢alismada, DeMaio ve arkadaglar1 (77)
BREC yapisinda VEGF’in 6nce veya sonra kendiliginden idare etmesi ile 70 kDa dextranla siv1
gecirgenligini ve permeabiliteyi Olgmiislerdir. VEGF, su ve ¢6ziilmiis madde gecisinde 120
dakika sonra 3.5 kat artis saglamistir fakat sivi gecirgenligi arttig1 sirada yansima katsayisi (o)
sabit kalmistir. Bu ¢aligmalar biraraya getirildiginde, VEGF’in BREC yapisinda gegise etkisi,
sik1 baglant1 bolgelerinin diizensizligine ya kopma noktalarindaki saymin artist ya da kopma
bolgelerinin uzunlugunun artmasi seklinde etki ederek olur ¢iinkii occludinin fosforilasyonu
meydana gelir. Bu ger¢eklestigi zaman kopma noktalarindan su gegisinde ve buna bagh olarak
coziilmiis madde gegisinde artis olur fakat glikokaliks denilen ve ¢6ziilmiis madde gecisinde
filtre gorevi yapan ve yansima katsayisini belirleyen yapi etkisiz kalir. Kayma gerilmelerinin ve

VEGF’in sik1 baglant1 bolgelerindeki proteinleri ve gecisi degistirmeleri goz oniline alindiginda,
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kayma gerilmelerinin de siki baglanti bolgelerini aymi sekilde degistirdigi akla makul

gelmektedir.

2.2.7. Kayma Gerilmelerinin Adherens Baglantilar Uzerine Etkileri

Schnittler (78) ve arkadaslar;, HUVEC (insan gébek kordunu endotel hiicre) tabakasina 20
dyn/cm® biiyiikliigiinde kayma gerilmeleri uygulayarak VE-cadherin, plakoglobin ve Ca2+
iyonundan bagimsiz olan bir transmembran adhezyon molekiilii olan PECAM 1 (Kan pulcugu
endotel hiicre adhezyon molekiilii 1)’ in baglant1 bolgelerindeki yogunluklarini incelemislerdir.
Ekstraseliiler Ca2+ iyonunun tiikenmesi, baglanti bolgelerinde hem VE-cadherin hem de
plakoglobinin kaybolmasina yol agarken PECAM 1’in dagilimimi etkilemez. Hiicreler diisiik
konsantrasyonlu Ca2+ ortamlarinda tutulup, 15 dakikalik 20 dyn/cm? diizenli kayma gerilmeleri
uygulandiginda hiicrelerden kopmalar oldugu goézlenmistir. Kayma gerilmelerine karsi
dayaniklilig1 arttirmak amaciyla plakoglobin eksikligi olmayan, plakoglobin igerigi normal olan
hiicrelere Ca2+ verilmistir. Bu ¢alisma, kayma gerilmeleri altinda hiicreler arasi adhezyon igin,
baglant1 bolgelerindeki cadherin molekiillerinin plakoglobin ile iliskisine ihtiya¢ duyuldugunu
gostermistir.

Endotel hiicre tabakasinin, statik kiiltliir ortamlarinda kiiboidal, parketasi morfolojisi
gosterdigi bununla birlikte hafif veya yliksek sekilde diizenli kayma gerilmelerine 24—48 saatlik
stirelerde maruz birakildiklarinda, uzama ve akisin oldugu yone dogru yonelme yaptiklart iyi
bilinmektedir (79,80). Bu morfolojik yeniden yapilanma siirecinde hiicreler arasi baglantilarin da
yeniden sekillenmesi beklenmektedir. Bunu arastirmak i¢in Noria ve arkadaglar1 (81), domuz
aorta endotel hiicrelerini 15 dyn/cm” kayma gerilmelerine 0, 8.5, 24 ve 48 saatlik siirelerde maruz
birakmis ve VE-cadherin, a ve B catenin ve plakoglobin i¢in immiinboyama ve Western blot
tekniklerini uygulamiglardir. Statik kosullar altinda, biitiin proteinlerin boyanmasi hiicre-hiicre
baglantilarinda hemen hemen siirekli bir bant sekli olusturan, yogun ve periferal bir sekil
almigtir. 8.5 saatlik kayma gerilmelerinden sonra, biitiin proteinlerin kismi olarak boyanmasi,
adherens baglant1 bolgelerindeki kismi diizensizlige isaret etmektedir. 48 saat ile hiicre seklinin
degisimi tamamlandiginda, biitiin proteinler i¢cin yogun bir sekilde boyanmanin devam etmesi,
adherens baglant1 bolgelerinin yeniden diizenlendigini belirtmektedir. Western blot analizleri, 8.5
saatlik kayma gerilmelerinden sonra VE-cadherin, a-catenin ve plakoglobin protein seviyelerinin
azaldigin1 gosterirken, B catenin seviyesinin arttigini gostermistir. 48 saat iginde, plakoglobin
disinda biitlin protein seviyeleri artmistir. Clinkii adherens baglant1 bolgelerindeki hiicreler arasi
adhezyonun, siki baglanti bolgelerini de iceren diger baglanti yapilarinin diizenlenisinde bir

ongereklilik oldugu diisiiniilmektedir (82), bunun sebebi adherens baglantilar bozuldugunda, siki
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baglantilarin parcalanmast veya dagilmast ve daha sonra adherens baglantilar yeniden
diizenlendiginde siki baglanti bolgelerinin yeniden sekil almasidir.

Mclntire ve arkadaslarinin (62), in vitro madde gecisi ¢alismalarinda endotel tabakada en
yiiksek madde gecisinin 10-30 saat siire ile diizenli kayma gerilmelerine maruz birakilmasi ve
baslangi¢ degerlerine doniisilin 48 saatlik bir slirede olmasi, hiicreler arasi baglantilarin bozulmasi
ve yeniden diizenlenmesi ile tutarlidir. Bu ayrica Friedman & Fry’in 6nerdigi, kan dinamigindeki
degisimlere (kayma gerilmeleri), endotel tabakasinin uyumsal cevabi uyum dénemi boyunca
atherogenik aliniminda gecissel bir artisa sebep olmaktadir seklindeki hipotez ile tutarlidir. Fakat
kayma gerilmelerindeki degisimden sonra siki baglanti bolgelerinin ¢ok hizli bir sekilde

diizenlendigi hatirlanmalidir.

2.2.8. Kayma Gerilmelerinin Sizintih Baglantilar Uzerine Etkileri

Sizintili  baglantilar; hiicre c¢ogalmasi veya mitoz ve hiicre olimii (apoptoz) ile
iligkilendirilmistir. Bu siireglerin her ikisi de sivi kayma gerilmelerinden etkilenir. Birgok
caligmada artan seviyelerdeki diizenli kayma gerilmelerinin, endotel hiicre ¢ogalmasini azalttig
gosterilmistir (83,84). Ayrilmis veya yeniden dolasim olusan bolgelerdeki artan hiicre mitozu
erken atherogenez olusumuna isaret eder. Sivilarin mekaniksel mekanizmasimin bu artisi
saglamasi, ayrilma bolgelerindeki artan uzamsal seviyeye (85) ve aymi bolgedeki kayma
gerilmelerinin artan temporal seviyesine katkida bulunur (86).

Bir¢ok caligsma kan akimindaki veya kayma gerilmelerindeki oranlarin azalmasinin, endotel
hiicrelerdeki apoptoz oranini arttirdigin1 bununla birlikte kayma gerilmelerindeki artisin ters
etkiyi arttirdigi gosterilmistir (87,88). HUVEC ile ¢alismalarda kayma gerilmelerinin apoptozu
inhibe edici etkisinin, NO sentezinin arttirilmasi ile diizenlendigini ve bu mekanizmanin
yaglanmis hiicrelerde bozulmasindan dolayr kayma gerilmelerinin antiapoptotik etkilerinin
goriilemedigi agiklanmistir (89).

Karotid arterlerde, insan atherosklerotik plaklar1 analiz edildiginde; sivi akisina karsi
akislarin oldugu bolgelerde, siv1 akisi ile ayn1 yonde akislarin oldugu bolgelere gore diisiik akim
ve diisiik temel kayma gerilmelerinin daha ¢ok oldugu ve bu bdlgelerdeki plaklarda apoptozun
nisbeten daha ¢ok olustugu gozlenmistir (90).

Bu caligmalar bir araya getirildiginde kayma gerilmelerindeki temporal salinimlarin ve
uzamsal seviyelerinin birlikte yer aldig1 diisiik temel kayma gerilmeleri bolgelerinde (dallanma
ve yeniden baglanma noktalarinin yakininda) endotel hiicre cogalmasi oranlari, apoptoz oranlari

ve bununla iligkili olarak sizintili baglant1 bolge yayginliginin daha fazla oldugunu gdstermistir

91).



13

Sivilarin bu mekaniksel Ozellikleri atherosklerozun yerlesimi ile iligkilendirilir. Ayrica
hipoksiya’nin endotel hiicre apoptozuna yol a¢tigi belirtilmelidir (92,93) ve bu mekaniksel
ozellikleri hipoksiyaya neden olan sivilarin sizintili baglantilara yol agtii belirtilmektedir.
Hipoksiya cogunlukla atherosklerotik plak olusumu ile iliskilendirilen ayrilmis ve ikincil

akimlarin oldugu bolgelerde olusmaktadir.

2.2.9. Kayma Gerilmelerinin Vezikiiller Uzerine Etkileri

Davies ve arkadaglar1 (94), bovin aorta endotel hiicrelerinde (BAEC), kayma gerilmelerinin
pinositoz tizerine etkisini hiicre igine HRP (yaban turpu peroksidazi) aliniminmi inceleyerek
belirlemislerdir. Diizgiin bir akimda, diizenli kayma gerilmelerine (1-15 dyn/cm?) siirekli maruz
kalinmasi sirasinda zaman ve kayma gerilmeleri diizeyine bagli pinositotik orandaki artigin bir
kac saatlik uygulamanin sonunda kontrol seviyelerine geri dondiigilinii buldular.

Diizenli kayma gerilmelerinin ortadan kaldirilmasi pinositotik oranda diizenli bir artisla
sonuglanmistir. 1 Hz’deki salinimli diiz kayma gerilmeleri pinositotik oranlar etkilememistir
fakat uzun siirelerde (15 dakika) pinositotik oran yilikselmistir. Artmis diizenli kayma
gerilmelerinin, hiicre ylizey lipoprotein reseptorlerinin  ekspresyonu vasitasiyla LDL
endositozunu arttirdigr gosterilmistir (95). Kudo ve arkadaglart (96), domuz aorta endotel
hiicrelerinin 48 saat diizenli kayma gerilmelerine maruz kalmasiyla, albuminin hiicre igine
almmasinin arttigim belirtmislerdir. Ozellikle 10 dyn/cm*lik kayma gerilmelerinde en yiiksek
seviyeye ulastigini, daha sonra ise kayma gerilmesinin 80 dyn/cm”ye kadar ve daha da
artmastyla birlikte hiicre i¢i alimiminin azaldigini gostermislerdir. Bu c¢alismalardan higbiri,
vezikiil oranlarinin 6l¢iimiiniin, endotel tabakadan tiim gecislerin 6l¢iimii oldugunu gostermez ve
bundan dolay1 pinositotik orandaki artisin, endotel tabakalar arasi gecisteki bir artis ile
esitlenebileceginden emin olamayiz. Gelecek ¢alismalarla bu konunun agiga kavusmasi gerekir.
Davies ve arkadaslar yaptig1 ¢alisma ile (94), kayma gerilmelerindeki degisimin vezikiiler gecisi
kademeli olarak yiikseltebilecegini ve bunun Fry & Friedman (97), tarafindan ileri siiriilen

kademeli adaptasyon hipotezi ile tutarli oldugunu ileri siirmiislerdir.
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BOLUM 111
3. GEREC VE YONTEM:

3.1. Malzemeler

DMEM (Fenol Red icermeyen), L-glutamin, Fetal Bovin Serum (FBS), Penicillin/
Streptomycin, Trypsin/EDTA, 10x DMEM, NaHCOs, PBS, DMSO, Trypan blue ve FITC-
dextran SIGMA sirketinden temin edildi. NaCl, KCl, CaCl,, Na,HPO,4, NaH,PO,4, MgSO,4 ve
NaOH kimyasal maddeleri MERCK firmasindan temin edildi. Kollajen (Cellagen AC-5, %0,5)
Cellagen sirketinden, FBS Biochrom AG sirketinden ve HEPES kimyasal maddesi Calbiochem
sirketinden temin edildi. Bu ¢alismada, bovin aortik endotel hiicreleri (BAEC) kullanildi.

3.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiiriinde, bovin aortik endotel hiicreleri(BAEC) kullanildi. Endotel hiicreler, sivi
nitrojen tankindan ¢ikarildiktan sonra buzlarinin ¢6ziilmesi i¢in su banyosunda bekletildi (en
fazla 5 dakika). Daha sonra 5 ml FCS, 0.5 ml Penicillin/Streptomycin, 0.5 ml L-glutamin ve 44
ml renksiz DMEM kullanilarak hazirlanan komple ortamdan 5 ml alinarak endotel hiicrelerin
oldugu tiipe eklendi. Daha sonra, komple ortam ve endotel hiicrelerinden olusan bu karisim, daha
once hiicreleri dondurmak icin kullanilan DMSO'yu uzaklastirmak i¢in 120 g'de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra iist faz uzaklastirildi ve hiicrelerin {izerine hizlica 5 ml komple
ortam eklenip, pipetleme islemi yapildi. Bunun ardindan ortam ve hiicreler 2.5'er ml olacak
sekilde flasklara dagitildi. Sonra, tekrardan 5 ml komple ortam alindi ve bu da, 2.5 er ml olacak
sekilde flasklara dagitildi. Flasklar, hiicrelerin ¢gogalmasi icin 37°C de %S5 lik CO; inkiibatoriine
yerlestirildi.

Hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra, hiicrelerin eski ortamlar1 uzaklastirildi ve her bir
flaska 5 er ml PBS eklenip hemen uzaklastirildi. Boylece 6lii hiicreler de flasktan uzaklastirilmis
oldu. Daha sonra, Tripsin/EDTA her bir flaska 3'er ml olacak sekilde eklendi. Hiicreler
kalktiktan sonra 3'er ml komple ortam her bir flaska eklendi ve bunlar baska bir tiipe alindi.
Daha sonra 2"ser ml komple ortam her bir flaska eklendi ve bunlar da diger tiipe alindi. Santrifiij
120 g'de 5 dakika yapildi ve daha sonra iist faz atildi. Pipetaj icin tiipteki hiicrelerin iizerlerine
hizlica 2 ml komple ortam eklendi ve pipetaj islemi ile homojenizasyon yapildi. Tiipteki toplam 2
ml'lik karistmin 1 ml'si her bir flaska 0.5 er ml olacak sekilde dagitildi ve geriye kalan 1 ml'lik
karisim kollajen jellerin iizerlerine hiicre ekiminde kullanildi. Daha sonra komple ortamdan 9 ml
alip, her bir flaska 4.5'er ml olacak sekilde dagitildi. Endotel hiicrelerinin sayiminin yapilmasi
icin hiicrelerin pasajlanmasindaki yontemde, pipetaj islemi sonrasindaki basamaga kadar gelindi.

100 pl homojenize edilen karisimdan alindi ve ependorf tiipline eklendi. Daha sonra 200 pl
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Trypan blue ve 200 ul PBS ependorf tiipiine eklendi. Tiipteki karigim homojenize edildikten
sonra, Toma lamindaki her iki bélmeye 10 ar pl karisim eklendi. 5x5 lik karelerden, ortadakinden
4x4 lik kiigtik karelerden 5 tanesindeki hiicreler sayildi. Toplam hiicre sayis1 asagidaki formiil
kullanilarak bulundu:

Sayilan karelerdeki hiicre sayisi x Sulandirma miktar1 x 2500(Sabit say1)=I1mililitredeki
hiicre sayisi.

Her 1 ml'deki hiicre sayis1 belirlendi ve her bir kollajen jelin {izerine 100 pl karistmdan

eklendi. Boylece her bir kollajen jelin iizerine belirli bir sayida hiicre ekildi.

3.2.1. Kollajen Jel Hazirlanmasi

Kollajen jel hazirlanmasi i¢in 6nce 10x HEPES tampon ¢ozeltisi eklendi. Bu ¢ozeltiyi
hazirlamak i¢in 8 g NaCl, 0.298 g KCI, 0.1998 g CaCl,, 0.286 g Na,HPO4, 0.0276 g NaH;PO,,
0.172 g MgS0,4, 2 g HEPES ve 0.16 g NaOH 100 ml distile suda ¢oziildii (98). Daha sonra
hazirlanan bu tampon ¢ozeltisinden 350 ul tiipe eklendi. Bunun ardindan % 7.5°'lik NaHCO;
tampon ¢ozeltisinden 350 pl eklendi. Daha sonra 350 ul 10x DMEM ¢ozeltisinden ve 2450 ul
kollajenden tiipe eklendi ve homojenizasyon yapildi. Kollajen kullanirken buza géomiilii olmasina

dikkat edildi ¢iinkii kollajen oda sicakliginda ¢ok ¢cabuk polimerize olabilmektedir.

Sekil 3. Hazirlanan kollajen jel ¢ozeltisinin {izerinden akim gegirilecek lamlarin bélmelerine eklenmesi (A). Kollajen
jel hazirlamak i¢in gerekli maddeler olan % 7.5 lik NaHCOj; tampon ¢ozeltisi, 10x HEPES tampon ¢ozeltisi, 10x
DMEM c¢ozeltisi ve kollajen ¢ozeltisi (B).

Bu islemlerden sonra, ¢ozelti, 4 bolmeli kaptaki her bir bolmeli lama 650 ser ul olacak
sekilde eklendi. Bunun ardindan, 4 bolmeli kap ve igindeki bolmeli lamlar 37°C'de 15 dakika
bekletildi. Boylece, kollajen jelin polimerlesmesi saglanmis oldu. Kollajen jel hazirlandiktan
sonra, daha 0nce sayimi yapilmis olan endotel hiicreler her bir kollajen jel iizerine 100 ul eklendi.
Bu sekilde, kollajen jeller inkiibatorde 15 dakika bekletilerek, hiicrelerin jele tutunmasi saglandi.
Daha sonra, 12 ml komple ortam her bir bolmeye gelecek sekilde eklendi. Bu islemden sonra,

hiicreler 2 giin inkiibatdrde bekletilerek ¢ogalmalari saglandi.
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Sekil 4. Kollajen jel tizerinde ¢ogalan endotel hiicrelerinin inverted mikroskoptaki gériintiisii (40x, Department of
Cellular Engineering, University of Applied Sciences Aachen, Almanya).

3.2.2. Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz jel hazirlanmasi i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda agaroz ¢ozeltileri hazirlandi. Bunun
icin, 100’er ml PBS i¢inde 2 g, 1.75 g ve 1.85 g agaroz ¢oziilerek ¢ozeltiler hazirlandi. Daha
sonra, polimerlesmeleri i¢in bu ¢ozeltiler 20 dakika 4°C'de bekletildi. Bu islemlerden sonra,
polimerlesmis her bir ¢ozeltiye 4’er ml FITC-dextran eklendi. Daha sonra, 30 dakika, 1 saat, 2
saat ve 4 saat sonra jeldeki fluoresan tabaka transilluminator ile incelendi.

Agaroz jel iizerinde endotel hiicrelerinin ¢gogalmalarinin gézlenmesi i¢in % 1.75’lik agaroz
¢oOzeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiden 4 bélmeli kabin her bir bélmesine 10’ar ml olacak
sekilde eklendi. Daha sonra polimerlesme olmasi i¢in 4°Cde 20 dakika bekletildi. Polimerlesme
olduktan sonra Tripsin/EDTA ile kaldirilip, santriflij edilen ve daha sonra pipetleme yapilan
hiicreler 5 ml komple ortam ile birlikte agaroz jelin ilizerine aktarildi. Bu islemlerden sonra

37°C"de inkiibatorde bekletildi. Daha sonra hiicrelerin agaroz jele yapisip yapigsmadigi gozlendi.

3.2.3. Jelatin Jel Hazirlanmasi

Jelatin jel hazirlanmasi i¢in 10 ml PBS i¢inde 0.3 g jelatin ¢oziildii. Jelatin ¢zeltisinin belli
bir kivama gelmesi i¢in beklendi (Mikropipetle alinabilecek fakat kullanilacak lam {izerinden
akmayacak kivama geldi). Daha sonra jelatin ¢ozeltisi mikropipetle 4 bolmeli kabin igindeki
lamlarin lizerine yayildi. Bu islemlerden sonra 4 bolmeli kabin kapagi kapatildiktan sonra 4°C"de
bekletildi. Bir giin bekletilen kaplarin iizerlerine Tripsin/EDTA ile kaldirilip, santrifiij edilen ve
daha sonra pipetleme yapilan hiicreler 5 ml komple ortam ile birlikte jelatin jelin {izerine

aktarildi. Daha sonra hiicrelerin jelétin jele yapisip yapigsmadigi gozlendi.
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3.3. Kayma Gerilmelerinin Uygulanmasi

Renksiz DMEM ve FITC-dextran ile bir karisim hazirlandi. 8 mg/ml FITC-dextran
konsantrasyonuna ulasmak i¢in 50 ml renksiz DMEM i¢inde 400 mg FITC-dextran ¢oziildii (99).
4 bolmeli kaba yerlestirilmis akim lam1 i¢indeki kollajen jel {izerinde yeterli sayiya ulasmis olan
endotel hiicrelerinin, kollajen jel disinda kalanlar plastik spatula ile uzaklastirildi. Bundan sonra
PBS ile hiicreler bir kez yikandi. Akim lami, akim odasina (flow chamber) yerlestirildi.
Rezervuara 50 ml'lik ¢ozelti eklendi. Atimli akim olusturan pompa 0.46 ml/sn debide akim

olusturacak hiza ayarlandi. 0.46 ml/sn hacimsel debi uygulanmasi igin asagidaki formiil

kullanildi:

7= 6Qu/bh*

Bu formillde 7t kayma gerilmesini(dyn/cm®), p hazirlanan ortamin viskozitesini(dyn.
sn/cm?), b akim odasinin genisligini, h akim odasmimn yiiksekligini, Q akim hizin1 (ml/sn) ifade
eder (100). Akim odasinin yiiksekligi (h) 0.03 cm, akim odasinin genisligi (b) 2.6 cm oldugu
bilinmektedir.

Mpmem =0.0084 Poise “dir (101).

1 Poise 1 dyn.sn/cm? dir.

5 dyn/cm” kayma gerilmesi uygulanmast igin;

5 dyn/cm”=6x0.0084 dyn.sn/cm?xQ/ 0.0009 cm? x 2.6 cm => Q=0.46 cm’/sn=0.46 ml/sn olur.

Sonugta atimli pompa ile 0.46 ml/sn’lik bir hizda siv1 akimu iiretilerek hiicrelere 5 dyn/cm?
biiytlikliigiinde kayma gerilmesi 1 saat siireyle uygulandi. Rezervuardan atimli pompaya sivinin
gidisi ve oradan s1vinin akim odasina (flow chamber) gecisi ve ardindan tekrar rezervuara dontisii
kilcal plastik borular araciligr ile oldu. Kontrol grubunda ise hiicrelere herhangi bir sivi akimi

uygulanmadan 2 ml FITC-dextran ¢ozeltisi (8mg/ml) eklendi ve 1 saat siireyle beklendi.

Sekil 5. Kayma gerilmesinin uygulanmasi i¢in akim odasi, atimli pompa ve k1lca1 plastik borulardan olusan diizenek.
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Sekil 6. Akim laminin, akim odasina yerlestirilmesi ve akim odasinin kapatilmasi.

3.4. Permeabilitenin Olciilmesi
Deney grubundaki ve kontrol grubundaki kollajen jellerdeki FITC-dextranin kalinlig1
fluoresan mikroskopla (Axiovert 100, Department of Cellular Engineering, University of Applied

Sciences Aachen, Almanya).

Sekil 7. Fluoresan mikroskop ile permeabilitenin dlgiilmesi.

A

B

Sekil 8. Kollajen jellerdeki FITC-dextranin permeabilitesinin deney grubundaki (A) ve kontrol grubundaki (B)
goriintiilerinin LSM Image Browser programindaki goriintiileri.



Sekil 9. Kayma gerilmesi uygulanmis endotel hiicre tabakasinin fluoresan mikroskoptaki goriintiisii.

Sekil 10. LSM Image Browser programinda, kollajen jellerdeki FITC-dextran derinligi 6lgiiliirken kullanilan
oOlciitler. Mavi ¢izgi Z eksenini, kirmizigizgi Y eksenini, yesil ¢izgi X eksenini gostermektedir.
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BOLUM IV
4. BULGULAR:

Kontrol grubundan 8 ve deney grubundan 8 olmak iizere toplam 16 oOrnek ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgular tablolar halinde sunulmustur.
Tablo 1. Orneklerdeki kollajen jellerdeki FITC-dextranin ulastigi derinlikler (n = 16)

Kontrol 1 Kontrol 2 Kontrol 3 Kontrol 4
Genislik:919.448
um
Y=171

Derinlik (um) Derinlik (um) Derinlik (um) Derinlik (um)
X=51 316.80 288.00 316.80 387.10
X=102 295.20 288.00 309.60 382.20
X=153 302.40 273.60 302.40 406.70
X=204 288.00 288.00 309.60 406.70
X=255 273.60 302.40 309.60 411.60
X=306 288.00 280.80 316.80 401.80
X=357 295.20 295.20 302.40 396.90
X=408 288.00 295.20 302.40 406.70
X=459 295.20 288.00 316.80 401.80
X=510 280.80 273.60 302.40 382.20
Y=340
X=51 288.00 302.40 316.80 396.90
X=102 280.80 280.80 302.40 401.80
X=153 288.00 288.00 302.40 396.90
X=204 295.20 273.60 288.00 401.80
X=255 280.80 295.20 295.20 411.60
X=306 288.00 295.20 316.80 382.20
X=357 302.40 280.80 309.60 401.80
X=408 288.00 295.20 295.20 396.90
X=459 288.00 295.20 302.40 406.70
X=510 280.80 280.80 309.60 401.80
Y=510
X=51 280.80 295.20 309.60 396.90
X=102 280.80 302.40 302.40 421.40
X=153 288.00 295.20 295.20 401.80
X=204 302.40 273.60 295.20 411.60
X=255 295.20 295.20 302.40 411.60
X=306 288.00 302.40 302.40 406.70
X=357 273.60 288.00 302.40 421.40
X=408 288.00 302.40 288.00 416.50
X=459 295.20 302.40 302.40 416.50
X=510 273.60 280.80 295.20 406.70
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Kontrol 5 Kontrol 6 Kontrol 7 Kontrol 8
Genislik:919.448
um
Y=171

Derinlik (um) Derinlik (um) Derinlik (um) Derinlik (um)
X=51 316.80 331.20 395.30 324.00
X=102 309.60 352.80 408.70 331.20
X=153 302.40 360.00 388.60 324.00
X=204 295.20 345.60 375.20 316.80
X=255 302.40 338.40 402.00 302.40
X=306 280.80 396.00 408.70 309.60
X=357 309.60 367.20 402.00 324.00
X=408 302.40 396.00 395.30 331.20
X=459 302.40 388.80 388.60 295.20
X=510 309.60 367.20 408.70 316.80
Y=340
X=51 316.80 381.60 388.60 331.20
X=102 295.20 396.00 395.30 316.80
X=153 302.40 367.20 395.30 316.80
X=204 288.00 396.00 375.20 302.40
X=255 309.60 388.80 408.70 295.20
X=306 295.20 374.40 402.00 288.00
X=357 309.60 381.60 408.70 295.20
X=408 295.20 367.20 415.40 288.00
X=459 316.80 396.00 375.20 295.20
X=510 302.40 388.80 381.90 288.00
Y=510
X=51 309.60 396.00 415.40 331.20
X=102 295.20 381.60 408.70 309.60
X=153 288.00 374.40 415.40 309.60
X=204 280.80 403.20 402.00 324.00
X= 255 302.40 388.80 408.70 309.60
X=306 302.40 403.20 388.60 302.40
X=357 309.60 396.00 395.30 316.80
X=408 295.20 410.40 388.60 302.40
X=459 309.60 388.80 402.00 302.40
X=510 302.40 388.80 395.30 295.20
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Deney 1 Deney 2 Deney 3 Deney 4
Genislik:919.448
um
Y=171

Derinlik (um) Derinlik (um) Derinlik (um) Derinlik (um)
X=51 351.00 337.90 327.60 414.20
X=102 374.40 348.80 327.60 425.10
X=153 339.30 348.80 339.30 436.00
X=204 339.30 337.90 315.90 414.20
X=255 351.00 327.00 315.90 425.10
X=306 327.60 348.80 327.60 436.00
X=357 315.90 337.90 339.30 436.00
X=408 315.90 359.70 304.20 425.10
X=459 327.60 348.80 327.60 414.20
X=510 315.90 348.80 304.20 414.20
Y=340
X=51 339.30 337.90 315.90 425.10
X=102 351.00 359.70 304.20 436.00
X=153 327.60 348.80 315.90 425.10
X=204 315.90 359.70 315.90 446.90
X=255 315.90 359.70 304.20 414.20
X=306 339.30 348.80 304.20 436.00
X=357 327.60 359.70 339.30 414.20
X=408 315.90 337.90 315.90 414.20
X=459 339.30 327.00 304.20 425.10
X=510 327.60 348.80 315.90 414.20
Y=510
X=51 339.30 370.60 315.90 457.80
X=102 315.90 337.90 304.20 425.10
X=153 304.20 348.80 327.60 425.10
X=204 339.30 370.60 315.90 446.90
X= 1255 315.90 337.90 304.20 425.10
X=306 315.90 327.00 315.90 425.10
X=357 315.90 359.70 327.60 414.20
X=408 304.20 337.90 315.90 414.20
X=459 339.30 348.80 327.60 425.10
X=510 327.60 327.00 304.20 436.00




23

Deney 5 Deney 6 Deney 7 Deney 8
Genislik:919.448
pum
Y=171

Derinlik (um) Derinlik (um) Derinlik (um) Derinlik (um)
X=51 362.70 436.00 339.30 457.80
X=102 351.00 414.20 327.60 425.10
X=153 339.30 414.20 315.90 414.20
X=204 351.00 425.10 327.60 436.00
X=255 327.60 468.70 315.90 446.90
X=306 351.00 457.80 327.60 436.00
X=357 339.30 425.10 351.00 457.80
X=408 339.30 468.70 351.00 414.20
X=459 315.90 457.80 339.30 414.20
X=510 327.60 436.00 315.90 414.20
Y=340
X=51 351.00 436.00 315.90 414.20
X=102 339.30 436.00 327.60 436.00
X=153 362.70 446.90 304.20 414.20
X=204 351.00 425.10 315.90 414.20
X=255 374.40 446.90 327.60 446.90
X=306 339.30 457.80 339.30 436.00
X=357 351.00 436.00 315.90 425.10
X=408 327.60 446.90 339.30 446.90
X=459 351.00 436.00 327.60 436.00
X=510 327.60 425.10 315.90 436.00
Y=510
X=51 351.00 425.10 351.00 457.80
X=102 362.70 446.90 339.30 436.00
X=153 351.00 425.10 315.90 468.70
X=204 339.30 436.00 315.90 457.80
X=255 339.30 446.90 327.60 436.00
X=306 327.60 436.00 315.90 414.20
X=357 351.00 457.80 304.20 425.10
X=408 362.70 446.90 315.90 414.20
X=459 362.70 479.60 304.20 414.20
X=510 374.40 425.10 304.20 436.00
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Tablo 2. Kollajen jellerdeki FITC-dextranin ulastigi derinliklerin ortalamalar:

CALISMA FITC-dextran maddesinin ulastigi
ortalama derinlik (um)

Kontrol 1 288.96
Kontrol 2 289.92
Kontrol 3 304.07
Kontrol 4 403.11
Kontrol 5 312.00
Kontrol 6 380.40
Kontrol 7 397.98
Kontrol 8 309.84
Deney 1 329.16
Deney 2 346.62
Deney 3 317.46
Deney 4 426.19
Deney 5 346.71
Deney 6 440.72
Deney 7 324.48
Deney 8 432.73

Bagimsiz iki grubun verilerinden yani kontrol grubundan 8 ve deney grubundan 8 olmak
iizere en az birinin Ol¢iim sayis1 30’dan kiiciik olacagi icin parametrik ¢éziimleme kosullarini
karsilamasi olas1 degildir. Bu durumda t testinin yanlis sonug verme olasilig1 yliksek oldugu igin,
t testi yerine kullanilabilen ¢6ziimleme yontemlerinden, bagimsiz gruplarda uygulanan Mann-
Whitney U Testi kullanildu.

Bovin aort endotel tabakasina 1 saat boyunca 5 dyn/cm?® kayma gerilmesi uygulanmasi ve
uygulanmamasinin birbirlerinden anlamli 06l¢iide farkli olup olmadiginin incelenmesini

amaclayan bu arastirmada iki grup olusturulmustur. Daha sonraki islemde ise bir fliioresan boya
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olan FITC-dextran maddesinin kollajen jel i¢inde ne kadar derine kadar indigi LSM Image
Browser adli program ile 6l¢iilmiistiir.

Kayma gerilmesi uygulanan grupta FITC-dextran maddesinin kollajen jel icinde daha
derinlere ulagsmasi beklendiginden, ¢oziimleme tek yonlii olarak degerlendirilmistir. Kontrol
grubu; A grubu ve deney grubu; B grubu olarak adlandirilmistir.

Kontrol grubu ve deney grubunun sira degerleri:

Tablo 3. Kollajen jellerdeki FITC-dextranin ulastig1 derinliklerin ortalamalarinin Mean-
Whitney U Testi icin sira degerleri

OLCUM GRUP SIRA
288.96 A 1
289.92 A 2
304.07 A 3
309.84 A 4
312.00 A 5
317.46 B 6
324.48 B 7
329.16 B 8
346.62 B 9
346.71 B 10
380.40 A 11
397.98 A 12
403.11 A 13
426.19 B 14
432.73 B 15
440.72 B 16

Yapilan hesaplamalar sonucunda U;=49 ve U,=13 bulunmustur. Bulunan iki U degerinden
kiigiik olan1 yani 13 segildi ve tablo U degeri ile karsilastirildi. Elde edilen U degeri, tablo U
degerinden kiiciik ise fark anlamli kabul edilmektedir. n;=8 ve n,=8 i¢in 0.05 diizeyinde tek
yonlii tablo U degeri 15°tir. Bulunan U degeri, tablo degerinden kiigiik oldugundan, fark
anlamlidir. Buna gore “ Bir saat boyunca 5 dyn/cm® kayma gerilmesi uygulanmis bovin aort
endotel tabakasindaki permeabilite, kayma gerilmesi uygulanmamis bovin aort endotel

tabakasindaki permeabiliteden anlamli dl¢iide biiyiiktiir ( U=13, p>0.05) “.
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BOLUM V
5. TARTISMA

Kayma gerilmelerine bagli permeabilite ile ilgili in vivo olarak bir¢ok ¢alisma yapilmistir.
Kayma gerilmeleri; F-aktin mikrofilament dagilimlarini1 (102), vazoaktif maddelerin iiretimini
(103) ve gen ifadelerini (104) iceren endotel yap1 ve fonksiyonlarini (105) diizenler. Boylece, sivi
faz ve endotel tabaka, kayma gerilmelerine bagli olarak madde ge¢isinde farkli direnglerin
olusumuna neden olurlar.

S1v1 faz ve endotel tabakada gecise olan direncin goreceli olarak 6nemini 6l¢mek i¢in, Caro
(106) ve Nerem (107), izotop ile isaretlenmis kolesterol ve albumin alimini, kesip ¢ikarilmis
atardamarlarda siv1 akis oraninin bir fonksiyonu olarak dl¢miislerdir. Bu maddelerin alinimi, sivi
faz tarafindan smirlandirilan madde gecisi i¢in sinir tabaka teorisi ile yapilan tahminlerle
karsilagtirildi. Hem madde aliniminin ve hem de siv1 akis oraninin, sinir tabaka teorisi ile yapilan
tahminlerden farkli oldugu ortaya ¢ikmistir. Benzer sonuglar, Carew (108) tarafindan da elde
edilmigtir. Makro molekiillerin aliniminda, endotel tabakasi, sivi faza gore daha fazla direng
gostermesine karsin, endotel hiicreler arasindan gecis in vivo olarak kayma gerilmeleriyle zayif
bir sekilde iliskilidir. Bir baska calismada, kurbaga kilcal damarlariyla yapilan incelemelerde,
kiigiik toplardamarlarda ve kilcal damarlarda artan kayma gerilmelerine bagli olarak sivi
geciginin arttig1 goriilmiistiir (72). Buna karsin kilcal damarlarla baglantili olan kiigiik arterlerde
artan kayma gerilmelerine bagl olarak sivi1 gegisinde degisiklik goriilmemistir (72). Tavsanlarda
interkostal bolgelerde tikanmadan dolayr albumin gegirgenligi ile ilgili dagilista degisiklik
olmasi, bolgesel sivi dinamiginde olusan degisikliklerin permeabiliteyi etkiledigi yoniinde one
siiriilen savlar1 desteklemektedir. Ciinkii bu c¢esit tikanmalar dallanma olan bolgelerde
muhtemelen kayma gerilmelerini azaltmaktadir (109).

Kayma gerilmelerinde uzun donemli degisimler, endotel tabakadan gecisi etkileyebilir
(110). Bu hipotezi test etmek icin, Evans blue boyasiin alinimi, 1 dakikadan 80 dakikaya varan
araliklarla acilip kapanan femoral arteriovendz sant ile 6l¢iildii (111). Evans blue kanda albumine
baglanir ve albumin aliminin bu boyanin alinimi oldugu varsayildi bununla birlikte baglanmamais
Evans blue alinimi ve elastine baglanma oldu. Bununla beraber sonuglar uzun dénemli sivi
akiminin ve kayma gerilmelerinin degisiminin, madde alimini etkiledigini gostermistir.

In vivo ¢aligmalardan elde edilen sonuglar ile in vitro ¢alismalar ile elde edilen sonuglari
karsilagtirmak dogru olmayabilir ¢iinkii in vitro sistemlerde endotel hiicre tabakasi permeabilitesi
saglam ve siirekliligini devam ettiren endotel tabakadan 10 ile 100 kat daha fazladir (112).
Bununla birlikte in vitro caligmalarda endotel hiicrelerin mekanik ortama karst daha acik ve

belirgin cevap vermesi avantaji vardir. Bu nedenlerden dolay1 in vitro diizenekler, in vivo olarak
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endotel tabakanin permeabilitesinin lizerine olan etkilerinin gergek olarak kabul edilmesinde
yararlidir.

Endotel tabakasi ile hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, bu tabakadan su ve proteinlerin
gecislerindeki molekiiler mekanizmalarin belirlenmesinden yararlanilir. Bovin aort endotel
hiicrelerinin 10 dyn/c:m2 kayma gerilmelerine maruz kalmasi ile albumine olan gecirgenlik hizla
artmis 30 dakika en yiiksek noktaya ulastiktan sonra herhangi bir sivi akimi uygulanmayan
degerden 10 kat fazla olan gegirgenlik seviyesi devam etmistir (13). Akim kesilince albumine
olan geg¢irgenlik hizlica akim uygulanmadan 6nceki seviyeye geri donmiistiir.

Hidrolik iletkenlik, 10 dyn/cm” kayma gerilmelerinin 1 saat uygulanmasiyla 2.2 kat artmig
ve kayma gerilmeleri sona erdikten sonra yiiksek bir seviyede kalmistir. Mikroskobik
incelemeler, kayma gerilmelerine maruz kalinmasiyla endotel tabakada hasar olugsmadigini ve
bunun da hidrolik iletkenligin artmasinin, endotel tabaka hasar1 vasitasiyla olusmadigim
gostermistir. Sill ve arkadaslar1 (18) hidrolik iletkenlikte ve yiiksek ile diisiik kayma gerilmeleri
ve makro molekiiler permeabilitede farkli mekanizmalarin etkili oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Birgok in vitro calismada porlu membranlar iizerinde ¢ogaltilan endotel hiicre
permeabiliteleri Sl¢iilmiis ve statik kosullarda 4.8 ile 7.7x 10 cm/saniye olarak Sl¢iilmiistiir
(112,113,114). Bir baska calismada 6nceki caligmalara benzer olarak diiz kas hiicreleri ile birlikte
endotel hiicrelerinin birlikte kiiltiir ¢aligmas1 yapilmis ve permeabilite statik kosullarda 6.5x 107
cm/saniye olarak Ol¢iilmiistiir. Ayn1 calismada sadece endotel hiicreler kullanilarak permeabilite
Slgiimleri yapilmus ve statik kosullarda permeabilite degeri 5.1x 10" bulunmustur.

Onceki caligmalardan bazilari, kayma gerilmelerinin ¢dziinen maddelerin endotel
tabakadaki gegirgenligine olan etkilerini gostermislerdir. Jo ve arkadaslar1 (13), bovin aort
endotel hiicrelerine 10 dyn/cm® degerinde kayma gerilmesi 60 dakika boyunca uygulaninca,
albumine kars1 olan gecirgenligin 10 kat arttigin1 ve bu kayma gerilmesi ortadan kaldirildiginda
gecirgenlik degerlerinin, kayma gerilmesi uygulanmadan oOnceki seviyelere 60 dakika sonra
dondiigiinii belirtmislerdir.

Yuan ve arkadaslari (115), izole edilip kanule edilmis domuz koroner veniillerinde, akimin
7 mm/s’den 13 mm/s’ye c¢ikarilmasi ile albumine karsi olan gegirgenligin 48% arttigini
gostermislerdir. Waters ve arkadaslar1 (116), sodyum fluorescein ve siyanokobalamin-B12’nin
sivi akimiyla permeabilitesinin diizenlenmesini, bovin pulmoner arter endotel hiicrelerini
gecirgen mikro tastyicit kiirelerin lizerinde yetistirerek gostermislerdir. Akim oram1 0.9
ml/dakika’dan 3.2 ml/dakika’ya ylikselince her iki isaret maddesinin de gec¢irgenlik degerlerinin

belirgin bir sekilde arttigin1 gézlemlemislerdir.
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Bazi ¢aligmalar, kayma gerilmelerinin endotel tabakalarin sivi gec¢irgenligini arttirdigini
bildirmislerdir. Sill ve arkadaglar1 (18), bovin aort endotel hiicrelerinin sivi geg¢irgenliginin, 20
dyn/cm® kayma gerilmeleri 3 saat uygulandiginda 3.76 kat arttirdigini gdstermislerdir. Lever ve
arkadagslar1 (66), tavsanlarda yaptiklar1 caligmalarda karotid arterlerdeki sivi gecirgenliginin,
kayma gerilmelerinde 1 dyn/cm®lik degismelerin 20 dakika uygulanmasiyla belirgin sekilde
arttigin gostermislerdir. Williams ve arkadaslar1 (72), kurbaga mezenter kilcal damarlarini akim
yOniine gore arteriolar kilcal damarlar, gercek kilcal damarlar ve veniiler kilcal damarlar olarak
siniflandirmis ve bu damarlarin kayma gerilmelerindeki degismelerdeki bozukluklara olan
cevaplarini ¢alismislardir. S1vi gecirgenligi ile ilgili olarak, arteriolar kilcal damarlarda herhangi
bir cevap goriilmezken, gercek kilcal damarlarda belirgin olmayan bir cevap olusmus ve veniiler
kilcal damarlarda belirgin bir cevap olugmustur ve bu kilcal damar yataginda bulunan biitiin
kisimlarin, mekanik uyarima ayni sekilde cevap vermedigini gostermistir. Lakshminarayanan ve
arkadaslar1 (117), bovin retikiiler endotel hiicrelerine 3 saat 20 dyn/cm’® kayma gerilmesi
uygulanmasinin, 3 saat sonunda kontrol grubuna goére sivi gecirgenligini 14.6 kat arttirdigini
gozlemlemislerdir.

Bir baska calismada DePaola ve arkadaslar1 (99), 0.4 um caplh gozenekleri olan
polikarbonat filtreler {izerinde endotel hiicrelerinden olusan bir tabaka elde etmisler ve endotel
tabaka tizerine 5 saat boyunca 10 dyn/cm’® biiyiikliigiinden kayma gerilmesi uygulamuslardir.
Polikarbonat filtrenin alt kismina yerlestirmek icin ise 22 mm kalinliginda agaroz jel
hazirlanmistir. Derisimi 8 mg/ml olacak sekilde FITC-dextran (Molekiiler agirligir 70,000 dalton)
cozeltisi PBS kullanilarak hazirlanmis ve hazirlanan sivi endotel tabakanin {izerinden
gecirilmistir. Akim odasinin giris boliimiine 0.5 mm yiiksekliginde bir engel yerlestirilmis ve
atardamarlardaki dallanmalarin oldugu bolgelerdeki diizensiz akima benzer bir siv1 akisi olmasi
saglanmistir. 5 saat sonunda FITC-dextran maddesinin birim alandaki yogunluguna bakarak
madde gecisi hesaplanmistir. Buna gore diizenli akim uygulandiginda, akim uygulanmayan
orneklere gore 2.9 kat artis olurken, diizensiz akim uygulandiginda 5.5 kat artis gozlenmistir.
Permeabilite dl¢timleri polikarbonat filtreler tarafindan kismen engellenebilirken, ¢alismamizda
kollajenin permeabilite 6l¢timii i¢in kullanildig1 yontemde ise FITC-dextranin gegisinde herhangi
bir engel bulunmamaktadir.

Van Haaren ve arkadaglar1 (118) tarafindan yapilan bir g¢alismada; membran iliskili
proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar, glikoproteinler, glikolipidler ve iliskili plazma proteinleri
tarafindan olusturulmus ve endotel hiicreleri gevreleyen tabaka olan endotel yiizey tabakasinin
boyutlar1 ve gegirimlilik dzellikleri belirlenmistir. izole edilen fare mezenter arterleri (cap~150

um), i¢ kisimdan ¢ift uglu ve dis kisimdan diiz pipetlerle kanule edilmistir. Biiyiik molekiiler
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agirhikli FITC-dextran(148 kDa) arterlerdeki hacmin biiyiik bir kismini1 1 dakikada doldurmus
fakat ltiminal bolgedeki 2.6 + 0.5 um genislikteki kistmdan boya perflizyonu ile 30 dakikada
uzaklastirilmistir. Orta biiytlikliikteki molekiiler agirliga sahip FITC-dextran (50.7 kDa), endotel
ylizey tabakasina 30 dakikada yavasca yayilmis fakat atardamar duvarina gegmemistir. Kiiciik
molekiiler agirlikli FITC-dextran (4.4 kDa) hizlica endotel ylizey tabakasini ge¢mis ve atardamar
duvarinda birikmistir. Bu c¢alisma ¢6ziinmiis maddelerin gecisi sirasinda bariyer gorevine
yardimci olan kalin bir endotel yiizey tabakasi oldugunu ve bu tabakanin hasara ugramasinin
atherosklerozdaki ilk olaylar1 sekillendirebildigini gostermistir. Calismanin in vitro olarak
yapilmamasi1 yapmis oldugumuz calisma ile karsilastirma sansini azaltmaktadir. Ciinkii bizim
yapmis oldugumuz in vitro ¢aligmada sadece endotel tabakasi varken, bu calismada endotel
tabakasina ek olarak diiz kas hiicreleri tabakas1 da vardir.

Calismamizda eksik kalan kisim olarak ortam sicakliginin ayarlanmasi olmustur. Atimh
stvi akimi olusturan pompanin sterilizasyonunun imkansiz olusu ve bu ylizden inkiibatoriin i¢ine

yerlestirilememesi, ¢caligmalarin oda sicakliginda (25°C) yapilmasina neden olmustur.
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BOLUM VI
6. SONUC VE ONERILER:

6.1. Sonuclar

Calisma kollajen jel iizerinde cogaltilan endotel hiicre tabakasina 5 dyne/cm’ degerinde
kayma gerilmesi uygulanmasinin permeabiliteye olan etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilmstir.
Bu calismada, 5 dyne/cm® kayma gerilmesi uygulanmis &rneklerde, kayma gerilmesi
uygulanmamis 6rneklere gore endotel hiicre tabakasindaki permeabilite Mann-Whitney U Testi
sonuglarina gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide biiyiik bulunmustur ( U=13, p>0.05).
6.2. Oneriler

Endotel hiicrelerine etki eden kayma gerilmeleri, bu hiicrelerin islevlerini tam olarak yerine
getirebilmesi i¢in gerekli olsa da fizyolojik sinirlarin disinda meydana gelen kayma gerilmeleri
arteroskleroz, hipertansiyon ve diyabet gibi rahatsizliklarda kan-doku bariyerindeki madde
gecisinde meydana gelen bozukluklara neden olabilir. Calismamizda kullandigimiz yontem ile
arteroskleroz, hipertansiyon ve diyabet modelleri olusturulup kayma gerilmelerinin etkileri
iizerinde c¢alisilmasi 6nerilmektedir.
Buna ek olarak, kardiyovaskiiler sistemde kullanilmak {izere ila¢ gelistirme asamalarinda endotel

hiicre tabakasi lizerine bu ilaglarin etkilerinin arastirilmasi 6nerilmektedir.
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