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İZOLE ORGAN BANYOSUNDA İNVİTRO MESANE, BARSAK VE VASKÜLER PREPARATLARINDA PARASEMPATİK VE SEMPATİK SİSTEME AİT DEĞİŞİKLİKLERİN DEĞERLENDİRİLMESİ 
Tüm çalışmalar Pamukkale Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul’undan onay alındıktan etik kurallara uygun olarak 70 mg/kg Ketamin ve 10 mg/kg Ksilazin anestezisi uygulanarak yapılacaktır.

Deneyde kullanılan izole organ banyoları izometrik kuvvet ölçümleri için transdüserlere bağlanır. MP 150 programı kullanılarak ölçümler bilgisayarda görüntülenerek kayıt edilir.

Mesane preparatı hazırlanması; Karın boşluğu longitudinal abdominal insizyon ile açılarak mesaneye ulaşılır. Mesane üretra ile birleşim yerinden dikkatlice kesilerek çıkarılıp37oC’a kadar ısıtılmış Krebs-Henseleit solüsyonu içine konur. Çevre yağ ve bağ dokudan temizlendikten sonra vertikal kesitlerle 2-3 mm genişliğinde ve mesane boyu uzunluğunda preparatlar hazırlanır. Her iki ucundan 5/0–6/0 atravmatik krome katgüt sütur materyali kullanılarak, içerisinde oksijenlenmiş 20 ml Krebs-Henseleit solüsyonu içeren organ banyolarına asılır.

Barsak preparatı hazırlamak için; Karın boşluğuna longitudinal abdominal insizyon ile açılarak ileuma ulaşılır. İleum, çekum ile birleştiği bölgeden kesilerek bir hemostatik klemp ile tespit edilir ve tek darbe ile süratle çekilerek ileumun mezenterden ayrılması sağlanır. Takriben 40 cm uzunluğunda kesilen barsak parçası, 37oC’a kadar ısıtılmış Krebs-Henseleit  solüsyonu içinde ileumun proksimal ve distal kısımları işaretlendikten sonra ucunda küt ağızlı kanül bulunan 10 ml’lik bir enjektör kullanılarak, doku zedelenmeden Krebs-Henseleit  solüsyonu ile ileum içeriği uzaklaştırılır. İleumun her iki ucundan 10’ar cm kesilerek atılır ve kalan kısım 1,5–2 cm’lik tüpler şeklinde kesilir. İleumdan hazırlanan tüpler, 5/0–6/0 atravmatik krome katgüt sütur materyali kullanılarak izole organ banyosuna asılacak preparatlar haline getirilir. Preparatlar, içerisinde oksijenlenmiş 20 ml Krebs-Henseleit solüsyonu içeren organ banyolarına asılır.

Vasküler preparat hazırlamak için; Göğüs boşluğu sternum her iki yanından açılarak, torasik aortaya ulaşılır. Aorta, arcus aortanın hemen altından kesilerek dikkatlice çıkarılır. Çevre yağ ve bağ dokusu temizlenerek 3-4 mm uzunluğunda transvers halkalar hazırlanır. Preparatın hazırlanması sırasında endotel tabakasının zarar görmemesi için gerekli özen gösterilir. Paralel banyolara ayrıca endoteli zedelenmiş preparatlarda asılarak gerek endotelli ve gerek endotelsiz preparatlardaki vasküler yanıtlar değerlendirilir. Her halkanın içerisinde iki adet paslanmaz çelik klips geçirilerek, klipslerden biri organ banyosunun altına, diğeri transdüsere bağlanarak izometrik kuvvet ölçümleri bilgisayarda görüntülenerek kayd edilir. Halkalar içerisinde oksijenlenmiş 20 ml Krebs-Henseleit solüsyonu içeren organ banyolarına asılır.
Krebs-Henseleit solüsyonu NaCl, KCl, KH2PO4, CaCl2, NaHCO3 , glukoz  içermekte olup pH’sı 7.4 dür.

İzole organ banyoları % 95 O2 ve % 5 CO2 karışımı ile gazlandırılır.

Uygun gerim verilerek her 20 dakikada bir taze oksijenlenmiş Krebs solüsyonu ile yıkanarak 1 saat dinlenmeye bırakılan preparatlar bazal gerilimini bulduktan sonra aşağıda moleküler ağırlığı verilen  parasempatomimetik/parasempatolitik ve sempatomimetik ilaçlar 20 mL’lik organ banyosunda belirtilen final molar konsantrasyonları sağlayacak şekilde kümülatif ve/ ya da tek doz uygulanarak ilaca bağlı doz-yanıt eğrisi incelenecektir. Uygulanacak ilaçlar ve final molar konsantrasyonları Tablo 1’de gösterilmiştir. 
Tablo 1: Uygulanacak ilaçlar ve konsantrasyonlar
	İlaç
	Moleküler Ağırlık  
	Final Molar Konsantrasyon

	Fenilefrin
	203.67   
	  10-9 – 10-5  M

	Asetilkolin
	181.67   
	  10-8 – 10-5  M

	Sodyum Nitroprusit                  
	297.95
	10-9 – 10-6  M

	Atropin
	694.85
	10-6  M

	KCL
	74.6
	Tek doz 60mM

	Karbakol
	182.65
	10-5 M  3x10-7 M

	Oksibutinin
	394
	1x10-6M -3x10-8M
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