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OzZET

Denizalti M., Hidrojen siilfiriin damar ve damar-digi diiz kaslardaki gevsetici
etkisinin diyabetik sigcanlarda incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2010.
Hidrojen silfir (H.S) damar ve damar-digi dokularda gugcll gevsetici etki gosteren
endojen bir gazdir. Bu ¢alismada sigan anokoksigeus kasi, torasik aorta, mezenter
ve pulmoner arterde H,S’in gevsetici etkisi ve streptozotosin ile olusturulan diyabetin
(4 ve 12 hafta) bu gevseme yanitini ne sekilde degistirdigi arastinimigtir. Sican
anokoksigeus kasinda glibenklamid, tetraetilamonyum, ODQ, SQ-22536, KT-5720,
H-7, L-NAME ve indometazin NaHS (10* M-10° M) ile elde edilen gevseme
yanitlarini etkilemedi. Torasik aorta, mezenter ve pulmoner arterde ise glibenklamid
NaHS (10* M-3x10° M) ile elde edilen gevseme yanitlarini inhibe etti. Bu bulgular
H,S’in gevsetici etkisinde damar-disi diz kaslarda sirasiyla potasyum kanallari,
guanilat siklaz, adenilat siklaz, protein kinaz A, protein kinaz C, nitrik oksit ve
siklooksijenaz Urlnlerinin rol oynamadigini, damar duz kasinda ise bu gevsetici
etkiden ATP duyarli potasyum kanallarinin sorumlu oldugunu g&stermektedir.
Diyabetik sicanlardan izole edilen anokoksigeus kasinda NaHS ile elde edilen
gevseme yanitinda bir degisiklik olmazken torasik aorta, mezenter arter ve pulmoner
arterde artis oldugu gézlendi. insiilin tedavisi, diyabetik sicanlardan izole edilen
damar preparatlarinda NaHS ile elde edilen gevseme yanitlarindaki artisi 6nledi.
Diyabetik sicanlardan izole edilen arterlerde asetilkolin ile elde edilen endotel
kaynakli gevseme yanitlari da dedismedi. Sonug olarak diyabette H,S ile elde edilen
gevseme vyanitlarindaki artis vaskuller komplikasyonlara karsi koruyucu bir

mekanizma olabilir.

Anahtar kelimeler: Hidrojen stilfir, diyabet, gevseme, anokoksigeus kasi, damar diiz

kasi
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ABSTRACT

Denizalti, M., The investigation of the relaxant effect of hydrogen sulfide on
vascular and non-vascular smooth muscles in diabetic rats, Hacettepe
University Institute of Health Sciences, Master of Science Thesis in
Pharmacology, Ankara, 2010. Hydrogen sulfide (H,S) is an endogenous gas which
has potent relaxant effect in vascular and non-vascular smooth muscles. In the
present study, the relaxant effect of H,S in rat anococcygeus muscle, thoracic aorta,
mesenteric and pulmonary arteries and the effect of streptozotocin-induced diabetes
(4 and 12 weeks) on this relaxation response was investigated. Glibenclamide,
tetraethylammonium, ODQ, SQ-22536, KT-5720, H-7, L-NAME and indomethacin
did not affect NaHS-induced (10* M-10° M) relaxation responses in rat
anococcygeus muscle. However, glibenclamide inhibited NaHS-induced relaxation
responses in thoracic aorta, mesenteric and pulmonary arteries. These findings
show that potassium channels, guanylate cyclase, adenylate cyclase, protein kinase
A, protein kinase C, nitric oxide and cyclooxygenase products are not involved in the
relaxant effect of H,S in non-vascular smooth muscles where ATP-sensitive
potassium channels are responsible from this relaxant effect in vascular smooth
muscle. NaHS-induced relaxation responses were not changed in anococcygeus
muscle isolated from diabetic rats but were increased in thoracic aorta, mesenteric
and pulmonary arteries. Insulin treatment prevented the potentiation of NaHS-
induced relaxation responses in arteries isolated from diabetic rats. Also
acetylcholine-induced endothelium-derived relaxation responses were not changed
in the arteries isolated from diabetic rats. In conclusion, the potentiation of relaxant
effect of H,S in diabetic arteries may be a protective mechanism against the

vascular complications of this disease.

Keywords: Hydrogen sulfide, diabetes, relaxation, anococcygeus muscle, vascular

smooth muscle
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1. GIRIS

Hidrojen sulfur (H»S) ¢urlk yumurta kokusu ile karakterize renksiz,
toksik bir gazdir (1, 2). H,S’in insan ve diger turlerin dokularinda yuksek
konsantrasyonda bulundugu cesitli calismalarda gésterilmistir (2-4). Ozellikle
beyin, kardiyovaskuler sistem, bobrek ve karacigerde yuksek miktarlarda
uretildigi bildirilmistir (5).

H>S’in nitrik oksit (NO) ve karbonmonoksit (CO) gibi endojen olarak
olustugu gosterilen gaz yapisinda bir noérotransmiter olabilecedi ileri
surtlmektedir (6). Bu nedenle biyolojik aktivitesi birgok dokuda arastiriimigtir.
H>S olugsumunu saglayan enzimler ve bu gazin fizyolojik konsantrasyondaki
biyolojik etkileri ilk kez beyinde Abe ve Kimura (1996) tarafindan ileri
surtlmastir (7). H.S, L-sisteinden sistatiyonin-R-sentaz (CBS) ve
sistatiyonin-y-liyaz (CSE) enzimleri ile olusmaktadir (6, 8). Kardiyovaskuler
sistemde H,S'’in guglu bir vazodilator oldugu gosteriimis ve damar diz
kasinda H,S’in gevsetici etkisinden ATP-duyarli potasyum kanallarinin (Katp)
sorumlu oldugu bildirilmistir (2, 9). H.S'in gevsetici etkisi damar-disi diz
kaslarda da incelenmis ancak damar duz kasindan farkl olarak damar-disi
duz kaslar Uzerindeki etki mekanizmasi henuz aydinlatilamamistir (3, 8, 10-
12).

H,S bircok patolojik durumda da onemli rol oynamaktadir. Ornegin
spontan hipertansif siganlarda CSE gen ekspresyonu ve aktivitesinin yanisira
H>S plazma dizeyleri azalmaktadir (13). Septik ve endotoksik sokta, sicanda
arteriyel H,S dlzeyleri dnemli élgtide artmaktadir (14). Lipopolisakkarit (LPS)
ile indUklenen inflamasyonda plazma H,S konsantrasyonu, CSE gen
ekspresyonu ve H,S sentezi artmaktadir (15). Benzer sekilde diyabette
endojen H,S sentezinde rol oynayan enzimlerin ekspresyonu ve aktivitesinin
arttig1 gosterilmistir (16). Ancak diyabette H,S’in damar ve damar-disi diz
kaslar Uzerindeki fonksiyonel etkisi bilinmemektedir.

Bu tez calismasinda sigan anokoksigeus kasi, torasik aorta, mezenter
ve pulmoner arterde H,S’in gevsetici etkisi ve streptozotosin (STZ) ile
olusturulan diyabetin (4 ve 12 hafta) bu gevseme yanitini ne sekilde
degistirdigi arastiriimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. H,S’in Genel Ozellikleri

H.S endojen olarak sistein metabolizmasi ile olustugu bilinen toksik bir
gazdir (2). H,S’in uygun fizyolojik kosullar altinda (pH 7.4 sulu c¢ozelti)
yaklasik 1/3'U ¢dzinmemis, 2/3'0 ¢dzlnmis halde H® ve HS seklinde
bulunur (17). Plazma membranlarindan gegebilir ve lipofilik ¢oziculerdeki
¢6zUnirliglu sudakine gore bes kat fazladir (6). Atmosferde (~1ug/m?) (3),
sut Urdnleri, pismis et gibi gida maddelerinde bulunmaktadir. H,S’in ylksek
konsantrasyonlarda sigcan, insan ve sidir beyninde (50-160 pM) (7, 17-19),
sican (50 pM) (2) ve insan kaninda (10-100 uM) (20), sican beyin
homojenatlarinda (60-150 pM;) (21) ve c¢esitli damarlarda bulundugu
saptanmistir (2, 21, 22).

H,S’in toksik etkisinin ana sebebi mitokondriyal sitokrom c oksidaz
inhibisyonudur. H,S memeli mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun terminal
enzimi olan sitokrom c oksidazi potent bir sekilde inhibe etmektedir (17, 23).
H>S bu etkisini enzimin hem demirine baglanarak yapmaktadir. Bdylece
aerobik metabolizma inhibe olmakta ve ATP deplesyonu ile laktik asit birikimi
olmaktadir. H,S intoksikasyonunda solunum merkezinde hasar olugmaktadir
(17). Buna karsin insan tarafindan algilanabilir dizeyi toksik dizeyden 400
kat daha dusUk bir konsantrasyondur (6).

H>S, memeli dokularinda L-sisteinden pridoksal-5-fosfat (vitamin B6)
bagimli CBS ve CSE enzimleri tarafindan olusturulmaktadir. Bu enzimler,
metioninin  metabolik olarak sisteine donuismesi ile gergeklesen
transsulfurasyon yolunun son basamagini katalizler (6, 8, 24, 25). CSE ve
CBS sisteini tiyosistein ve H,S olusturmak igin substrat olarak kullanmaktadir
(25, 26). Bazi dokularda H,S olugsumu igin iki enzim de gerekirken bazi
dokularda sadece bir enzim yeterli olmaktadir. Buna bagh olarak CBS ve
CSE ekspresyonunun doku spesifik oldugu bildirilmistir (6). CBS yuksek
oranda beyinde, buna karsilik CSE periferal dokularda (karaciger, bébrek,

kan damarlar) bulunmaktadir (5). Hipokampus ve serebellumda CBS



enziminin (7), ileum, portal ven ve torasik aortada CSE enziminin (8)
eksprese oldugu gosterilmistir. Beyin dokusunun degisik bolgelerinde yapilan
calismalarda CBS ve CSE aktivitesi incelenmis ve CBS aktivitesinin CSE
aktivitesinden 30 kat daha fazla oldugu bulunmustur (27). Sigcan beyninde
(hipokampus, serebellum, serebral korteks ve beyin sapi) CBS ekspresyonu
Northern blot analizi ile tespit edilmis fakat CSE mRNA'’sI bulunamamistir.
CBS inhibisyonundan sonra H,S Uretimindeki azalma CBS’in beyindeki H»S
uretiminden sorumlu endojen enzim oldugunu kesin olarak gostermektedir (7).
CBS ve CSE tarafindan katalizlenen sistein metabolizmasinin son Grinu
olarak H,S bu enzimlerin aktivitesi Uzerinde negatif geri besleme eftkisi
gostermektedir. YUksek H,S duzeyi CSE aktivitesini inhibe etmektedir (6).
Ayrica elementel sulfirin enzimatik olmayan reduksiyonu da diger bir H,S

endojen kaynagidir (28).

2.2, H,S’in Fizyolojik ve Farmakolojik Etkileri

2.2.1. H,S’in Santral Sinir Sistemi Uzerindeki Etkileri

H,S’'in  santral sinir sisteminde hipokampal uzun dénem
potansiyalizasyonu arttirdigi ve bu etkisinde NMDA reseptorlerinin glutamata
olan duyarhhgini arttirmasinin rol oynadigi gosterilmigtir (6, 29). HyS ile
NMDA reseptorleri arasindaki etkilesime siklik AMP (sAMP) badimli protein
kinaz yolaginin aktivasyonu aracilik etmektedir. H,S donorii sodyum hidrojen
sulfar (NaHS) (1-100 pM), sigan serebral ve serebellar néronlarinda, beyin
ndronal ve glial hicrelerinde sAMP olugsumunu arttirmaktadir. NaHS'’in sAMP
olusumunu  arttirmasi  sonucunda NMDA  reseptorlerinin - NMDA
stimulasyonuna duyarlih@inin arttigi oositlerde gosterilmistir (30).

H.>S, sican beyin astrositlerinde yapilan primer hicre kaltirinde hicre
ici kalsiyumu arttirmaktadir (31). Astrositlerde néronlardan farkli olarak H,S
olusumu CSE enzimi tarafindan gerceklesir ve hlcre ici kalsiyum Gzerindeki

etkileri SAMP ve protein kinaz A aracil olarak meydana gelmektedir (32).



2.2.2. H,S’in Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkileri

H,S’in damar diz kasinda guclu gevsetici etki gdsteren gaz yapil bir
norotransmiter olabilecegi ileri surllmektedir (2, 9). H,S, NO ve CO gibi
mediyatorlere benzer sekilde gevsemeye neden olmaktadir. Vaskuler
dokularda NO tarafindan indiklenen gevseme yaniti guanilat siklaz inhibitoru
ODQ tarafindan ortadan kaldinimaktadir. Buna karsin H,S tarafindan
indUklenen gevseme yanitinin Uzerinde bir etkisi yoktur (2, 33). H,S, NO ve
CO’dan farkli olarak vaskuler dokularda siklik GMP (sGMP) yolaginin
aktivasyonundan bagimsiz gevsetici etki gostermektedir (34). H.S'’in torasik
aortada Katp kanallarini agcarak damarlari gevsettigi ve in vivo hipotansiyon
olusturdugu bildirilmistir (2). Ayrica ¢ok disuk konsantrasyonda bu dokuda
NO ile indiklenmis diz kas gevsemesini arttirdi§i da ileri surtlmektedir (8).
H,S’in dlz kas gevsetici etkisi sican mezenter arterinde de Katp kanallari
araciligiyla meydana gelmektedir (9).

H>S’in kardiyovaskuler fonksiyonlari dizenleyici etkileri bulunmaktadir.
H,S’in intravendz olarak veriimesi kan basincinin 12-30 mmHg azalmasina
neden olmaktadir. Bu etki pinasidil (Katp kanal aktivatort) tarafindan taklit
edilmekte, glibenklamid (Katp kanal inhibitdrl) tarafindan antagonize
edilmektedir (2). Spesifik olmayan potasyum kanal blokoru tetraetilamonyum
(TEA) varliginda H,S ile induklenen gevseme yaniti inhibe olmaktadir. Ancak
kalsiyum ile aktive olan potasyum (K.) kanal blokorleri karibdotoksin ve
iberiotoksinin bu gevseme yaniti Uzerinde bir etkisi yoktur (2). H,S ile olusan
gevseme yanitlari guanilat siklaz inhibitori ODQ tarafindan potansiyalize
olmaktadir. H,S ve ODQ’ nun sinerjistik etkilesimi vazodilator serbest
radikaller olusturmalarina bagh olabilir. Endotelin harap edilmesi veya nitrik
oksit sentaz (NOS) inhibitéri L-NAME, aorta halkalarinda H,S tarafindan
indUklenen gevseme yanitini azaltmaktadir. Bu endotel bagiml etki, H>S
stimilasyonu sonucu endotel kaynakli gevsetici faktorin saliverilmesi ile
aciklanabilir (2, 6). Endotel harabiyetinin sican aorta ve mezenter arter
yataginda H,S potensini azalttigi gdsterilmistir (9, 35). Aorta halkalarinda

H,S’in gevsetici etkisinin kismen duz kaslarla direkt etkilesimi sonucu ve



kismen de endotel araciligiyla gergeklestigi ileri sturlGimustar (2, 35). Diger
taraftan torasik aortada H,S’in gevsetici etkisinde endotelin roli olmadigini

belirten ¢alismalar da vardir (8).

2.2.3. H,S’in Diger Diiz Kaslar Uzerindeki Etkileri

H.S’in dlz kas gevsetici etkisi kobay ileumu, sigcan vas deferensi, fare
mide fundusu, kolon ve bronslar gibi damar-disi dokularda da goésterilmigtir.
Ancak damar duz kasindan farkh olarak bu dokularda H.S’in meydana
getirdigi gevsetici etkiden potasyum kanallarinin  sorumlu olmadigi
bildiriimektedir (3, 8, 10-12). Ayrica fare brons duz kasi ve distal kolon diz
kasinda guanilat siklaz inhibitort ODQ’ nun gevseme yanitlarini etkilemedigi
gosterilmistir (10, 12). H,S’in diz kas gevsetici etkisi sigan uterusunda da
gOsterilmistir (36).

Sigcan mesane detrusor kasinda ise H,S’in konsantrasyona bagiml
kasilma yaptidi1 ve bu etkiyi kapsaisine duyarl primer afferent sinirleri stimule

ederek gercgeklestirdigi 6ne surtlmustar (4, 37).

2.3. Diyabet ve H,S

Diyabet, pankreastaki [ hicrelerinden insllin salgilanmasindaki
yetersizlik veya dokunun insuline yanit verebilirligindeki bozulmaya bagli
olarak plazmadaki glukoz artigiyla karakterize bir hastaliktir. Diyabetik
hastalarda birgok norolojik, kardiyovaskuler, gastrointestinal, Urolojik,
oftalmolojik ve biyokimyasal komplikasyon gelisir (38). Mikro- ve makro-
vaskuler duz kas bozukluklari diyabetin yol ac¢tigi en o6nemli klinik
komplikasyonlardandir (39).

Diyabetik hayvan modeli olugsturmak igin en yaygin kullanilan yéntem
streptozotosin (STZ) veya alloksan enjeksiyonudur. STZ, intravendz veya
intraperitoneal olarak tek bir enjeksiyonla pankreas adaciklari beta
hlcrelerinde hasar olusturan genis spektrumlu bir antibiyotiktir. STZ direkt

DNA kirilmalarina neden olarak beta hicrelerinde hasar olusturmakta ve



dolayisiyla insulin saliverilmesini geri donusumsuz olarak inhibe etmektedir
(40). STZ enjeksiyonundan hemen sonra, insllin saliverilmesinin
inhibisyonunu izleyen kisa sureli hiperglisemi ve ardindan, hasarli beta
hlcrelerinden insulin saliveriimesine bagli olarak gecici hipoglisemi olusur.
Enjeksiyon sonrasi 24 saatin sonunda geri donugimsuz kronik hiperglisemi
tablosu ortaya cikar (41).

Son yillarda diyabette CSE/H,S sisteminin  patofizyolojisi
arastinimaktadir. H,S’in CSE ve CBS ekspresyonu ile endojen olarak Uretimi
sican pankreas dokusunda gdsterilmistir. STZ enjeksiyonundan sonra sican
pankreasinda CSE mRNA ekspresyonu ve H,S olusumu anlamli sekilde
artmaktadir. STZ ile diyabet olusturulan siganlarda endojen H,S sentezinde
rol oynayan enzimlerin ekspresyonu ve aktivitesinin artmig oldugu ve es
zamanli insulin tedavisi ile bu artisin geri déndigu bildirilmistir (16). Diyabetik
sicanlarda CSE enzim inhibitori D,L-proparjilglisin (PAG) varliginda H,S
olusumu azalmakta, plazma insulin dizeyleri artmaktadir (42).

Katp kanallari insulin  salgilayan pankreatik 3 hicrelerinde
bulunmaktadir. Pankreatik 3 hdcreleri insalin sekresyonunun
dizenlenmesinde o6nemli rol oynamaktadir. Glukoz konsantrasyonundaki
artis sirasiyla hucrede ATP birikimi, Katp kanal blokaji, plazma membran
depolarizasyonu, ve ige yonelik Ca*? akisl sonucunda insdlin sekresyonuna
neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda ekzojen H,S’in glukoz ile indiklenen
insulin sekresyonunu inhibe ettigi gésterilmistir. Buna karsin endojen H2S’in
PAG ile azalmasi bu etkiye zit yonde bir etki gdstermektedir. Endojen H,S
insulin sekresyonunu inhibe etmektedir. Glukozun ise H,S olugumunu
azaltarak glukoz ile induklenen insulin sekresyonuna katkida bulunabilecegi

ileri srdlmektedir (43).



3. GEREG VE YONTEM

Deneylerde 200-250 g agirliginda Sprague-Dawley erkek albino
sicanlar kullanildi. Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 2005/68-5 ve 2008/28-3 no’lu izinler alindi.

3.1. Deneysel Diyabetin Olugturulmasi

Siganlarda diyabet olusturmak icin agirhik ve kan sekeri duzeyleri
Olguldd ve kuyruk veninden 0.1 M sitrat tamponu (pH 4.5) iginde ¢dzlulen STZ
(35 mg/kg) ¢ozeltisi uygulandi. Kontrol gruplarina da ayni yolla sitrat tamponu
(¢6zlicl) enjekte edildi. Siganlara standart diyetin yaninda enjeksiyonu takip
eden ilk 24 saat igme suyu olarak %10’luk glukozlu su verildi. 72. saatin
sonunda hayvanlarin kan sekeri duzeyleri tekrar OlgUlerek kan glukoz
konsantrasyonu 250 mg/dI'nin Uzerinde olan hayvanlar diyabetik kabul edildi.
Kan sekeri, kuyruk veninden alinacak kan orneklerinin glukofilm Gzerine
damlatihp kan glukometresinde okunmasi yoluyla olguldi. Diyabet olustugu
saptanan siganlar 4 ve 12 haftalik diyabetik olmak Uzere iki gruba ayrildi ve
bunlarin birer alt-grubuna STZ enjeksiyonunu takiben 5. ginde insulin
tedavisi uygulandi. Insilin tedavisi igin hafif ketamin/ksilazin (90/10 mg/kg)
anestezisi altinda siganlarin abdomen bdlgesinde deri altina insulin

implantlari (2 U/24 saat) yerlestirildi.

3.2. Anokoksigeus Kasinin Hazirlanmasi

Siganlar kafalarina vurularak sersemletildikten sonra karotid arterleri
kesildi ve kanatilarak oldurtldd. Anokoksigeus kasi Gilllespie’nin (1972)
tanimladigi yonteme gore izole edildi. Her iki anokoksigeus kasi pelvik
kavitenin tam ortasinda Ust koksigeal vertebradan bagslayip anuse birkag
milimetre uzaklikta, kolonun éninde birlesmektedir. Buna goére kolon pelvise
girdigi yerden kesildi, pelvik parga 6ne ¢ekildi ve anokoksigeus kasi gorilene

kadar bag dokusu temizlenerek kas izole edildi.



izole edilen anokoksigeus kasinin bir ucu organ askisina baglandi ve
organ askisi yardimi ile 37°C‘de, %95 O,-%5 CO; karisimi ile gazlandirilan
Krebs-Henseleit solUsyonu iceren 20 mllik organ banyosuna alindi.
Anokoksigeus kasinin serbest kalan ucu izometrik kuvvet transdiserine
baglandi ve 1 g bazal gerim uygulandi. Dokular deney protokolinden 6nce 1
saat boyunca 10’ar dakikalik araliklarla yikanarak dinlendirildi. Deneyler
sirasinda gerimdeki degisiklikler izometrik kuvvet tranduseri ile ‘MAY 95-
Transducer Data Acquisition System’ (Commat) araciligi ile bilgisayara
kaydedildi.

3.3. Torasik Aorta, Mezenter ve Pulmoner Arter Halkalarinin

Hazirlanmasi

Siganlar oldurtldikten sonra gogus kafesi acgilarak torasik aorta izole
edildi. Orta hatta abdominal bdlge Uzerinden superior mezenter artere
ulagildi ve arterin ana dali ¢ikarildi. Daha sonra agilan gégus kafesinden kalp
ve akcigerler birlikte ¢ikarilarak ¢evre dokular temizlendi ve pulmoner arter
izole edildi. izole edilen arterler Krebs-Henseleit ¢dzeltisi icerisine konuldu ve
cevre bag dokusu temizlendikten sonra 2-3 mm uzunlugunda kesilerek
halkalar hazirlandi. Anokoksigeus da oldugu sekilde organ banyosuna alindi.
Torasik aorta i¢in 1.5 g, mezenter arter ve pulmoner arter igin ise 1 g bazal

gerim uygulandi.

3.4. Deney Protokolii

Deneylerde H,S olusturmak icin H,S donorti sodyum hidrojen sulftr
(NaHS) kullanildi. NaHS sulu ¢ozeltide Na* iyonu ve HS™ iyonuna ayrismakta

daha sonra HS™ H" ile birleserek H,S olusturmaktadir:

NaHS —» Na' +HS
HS + H* —» H,S



3.4.1. Sican Anokoksigeus Kasinda H,S’in Etkisi

Sican anokoksigeus kasinda yapilan 6n deneylerde fenilefrin (108-10*
M) ile kasilma yaniti alindi ve konsantrasyon-yanit egrisinden maksimum
kasiimanin %60-80’inin 3x10° M fenilefrin ile elde edilebildigi saptandi. Daha
sonra bu konsantrasyonda fenilefrin ile 6n-kasilma olusturulan preparatlarda
NaHS (10“-10° M)in kimdalatif olarak banyo ortamina eklenmesi ile
konsantrasyona-bagimli gevseme yaniti alindi. Bir grup deneyde de karbakol
(3x10° M) ve potasyum kloriir (KCI) (60 mM) ile 6n kasiima olusturularak
NaHS yaniti incelendi.

Anokoksigeus kasinda NaHS’e verilen gevseme yaniti Uzerine gesitli
inhibitorlerin etkileri arastirildi. Bu amagla, Katp kanal blokora glibenklamid
(10° M), spesifik olmayan potasyum kanal blokérii TEA (10° M), guanilat
siklaz inhibitéri ODQ (10 M), adenilat siklaz inhibitérii SQ-22536 (10 M),
protein kinaz A inhibitérii KT-5720 (10 M) ve protein kinaz C inhibitorii H-7
(3x10° M), NOS inhibitori L-NAME (10* M) ve siklooksijenaz inhibitorii
indometazin (10° M) kullanildi. Her preparatta sadece bir inhibitoriin etkisi
incelendi ve dokular 30 dakika inkiibe edilerek NaHS (10#-10 M) yaniti elde
edildi.

3.4.2. Sican Torasik Aorta, Mezenter ve Pulmoner Arterinde H,S’in
Etkisi

Sigan torasik aorta, mezenter arter ve pulmoner arterinde maksimum
kasilmanin  %60-80’inin elde edildigi 10° M fenilefrin ile 6n-kasilma
olusturulduktan sonra NaHS (10%-3x10° MYin kumdilatif olarak banyo
ortamina eklenmesi ile konsantrasyona-bagimli gevseme yanitlari alindi.
Dokular Karp kanal blokérii glibenklamid (10 M) ile 30 dakika inkiibe edildi

ve NaHS yanitlari incelendi.
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3.4.3. Sican Anokoksigeus Kasi ve Torasik Aorta, Mezenter ve
Pulmoner Arterinde H,S’in Olusturdugu Gevseme Uzerine Diyabetin
Etkisi

Kontrol grubu, diyabetik (4 ve 12 hafta) ve instlin tedavisi alan (4 ve
12 hafta) sicanlardan izole edilen anokoksigeus kasi fenilefrin (3x10° M) ile
on-kasiima olusturulduktan sonra NaHS (10*-10° M) ile elde edilen gevseme
yaniti incelendi. Kontrol grubu, diyabetik (4 ve 12 hafta) ve insulin tedavisi
alan (4 ve 12 hafta) sicanlardan izole edilen torasik aorta, mezenter ve
pulmoner arterde de fenilefrin (10° M) ile 6n-kasilma sonrasinda NaHS (10™*-
3x10° M) ile gevseme yanitlari elde edildi. Ayrica 4 hafta diyabetik
sicanlardan izole edilen arterler Katp kanal blokérii glibenklamid (10° M) ile
30 dakika inkube edildi ve NaHS yanitlari incelendi.

Bir grup deneyde de kontrol grubu, diyabetik (4 ve 12 hafta) ve insilin
tedavisi alan (4 ve 12 hafta) siganlardan izole edilen torasik aorta, mezenter
ve pulmoner arterde fenilefrin (10° M) ile 6n-kasilma sonrasi asetilkolin (107%-

3x10° M) ile konsantrasyona-bagimli gevseme yanitlari alindi.
3.5. Bulgularin Sunulusu ve istatistiksel Analiz

NaHS ile elde edilen gevseme vyanitlari 10* M papaverin ile
olusturulan gevsemenin %’si olarak ifade edildi. Papaverin organ banyosuna
NaHS ile maksimum gevseme olusturulduktan sonra eklendi. Degerler
ortalama * standart hata olarak sunuldu. Deney gruplarindan elde edilen
yanitlarin  istatistiksel  olarak  anlamhligini  degderlendirmek igin
ANOVA/Newman-Keuls ve Student’s t test kullanildi. P<0.05 ise ortalamalar

arasi fark anlamli kabul edildi.
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3.6. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlar ve ilaglar

Krebs-Henseleit solisyonu (mM): NaCl, 118; KCI, 4.7; MgSOy, 1.2;
CaCly, 2.5; KHyPOy4, 1.2; NaHCOg3, 25; Glukoz, 11.6.

Deneylerde kullanilan ilaglar sodium hidrojen sulfir, asetilkolin,
fenilefrin hidroklortir, papaverin hidroklorir, karbakol, potasyum klorir,
glibenklamid, tetraetilamonyum klorGr, ODQ (1H-[1,2,4]oksadiazol[4,3-a]-
kinoksalin-1-on), SQ-22536 (9-(Tetrahidro-2-furanil)-9H-purin-6-amin), KT-
5720 ((9S,10S,12R)-2,3,9,10,11,12- Hekzahidro — 10 — hidroksi — 9 -metil-1-
okso0-9,12-epoksi-1H-diindolo[1,2,3-fg:3',2’,1'-kl]pirolo[3,4-
i][1,6]benzodiazosin — 10 -karboksilik asit hekzil ester), H-7 dihidroklortr (1-
(5-Isokinolinilsulfonil)-2-metilpiperazin - dihidroklortr), L-NAME (NW-Nitro-L-
arjinin metil esteri), indometazin, streptozotosin Sigma (St. Louis, MO)'dan
alinmistir. insilin implantlari Linshin (Kanada)'den alinmistir.

Glibenklamid, ODQ ve KT-5720 dimetilsilifoksit (DMSO),
tetraetilamonyum klorlr, SQ-22536, H-7 dihidroklortr ve L-NAME ise distile
su icerisinde cozilmistir. indometazin (1:1) oraninda Na,COs ilavesiyle
distile suda, streptozotosin ise sitrat tamponunda (20 mM sodyum sitrat + 0.1
mM sitrik asit) ¢ozllmastir. DMSO ve sitrat tamponu, kullanilan

konsantrasyonlarda gevseme yanitlarini etkilememistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sican Anokoksigeus Kasinda Fenilefrin, Karbakol ve KCI (60

mM) ile On-kasiima Sonrasi NaHS ile Elde Edilen Gevseme Yanitlari

Sigan anokoksigeus kasinda, fenilefrin (3x10° M), karbakol (3x10° M)
ve KCI (60 mM) ile o6n-kasiima sonrasi NaHS (10102 M) ile
konsantrasyona-bagimli gevseme yanitlari alindi. Fenilefrin, karbakol ve KCI
ile On-kasilma sonrasi elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Sigan anokoksigeus kasinda fenilefrin (o), karbakol (e) ve KCI (m)
ile on-kasilma sonrasi NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri
(n=6).
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4.2. Sigan Anokoksigeus Kasinda Gesitli inhibitérler Varhginda
Fenilefrin ile On-kasilma Sonrasi NaHS ile Elde Edilen Gevseme

Yanitlari

Sican anokoksigeus kasinda Katp kanal blokérii glibenklamid (107° M),
spesifik olmayan potasyum kanal blokérd TEA (102 M), guanilat siklaz
inhibitori ODQ (10 M), adenilat siklaz inhibitdri SQ-22536 (10 M), protein
kinaz A inhibitori KT-5720 (10‘6 M), protein kinaz C inhibitérii H-7 (3x10™° M),
NOS inhibitori L-NAME (10 M) ve siklooksijenaz inhibitorii indometazinin
(10° M) etkileri incelendi. Dokular bu inhibitorler varliginda 30 dakika inkiibe
edildikten sonra fenilefrin (3x10° M) ile 6n-kasilma sonrasi NaHS (10-10° M)
ile konsantrasyona-bagimli gevseme yanitlari alindi. Glibenklamid, TEA,
0ODQ, SQ-22536, KT-5720, H-7 ve L-NAME+indometazin varhginda NaHS ile

elde edilen gevseme yanitlarinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.2).

" = Kontrol
Glibenklamid
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Sekil 4.2. Sigan anokoksigeus kasinda glibenklamid (10° M), TEA (107 M),
OoDQ (10™* M), SQ-22536 (10 M), KT-5720 (10° M), H-7 (3x10° M), L-
NAME+indometazin (10* M-10° M) ile inkiibasyon sonrasi NaHS ile elde

edilen maksimum gevseme yanitlari (n=5-6).
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4.3. Sican Torasik Aorta, Mezenter ve Pulmoner Arterinde
Fenilefrin ile On-kasilma Sonrasi NaHS ile Elde Edilen Gevseme

Yanitlari

Siganlarin damar duz kas dokularinda Karp kanal blokéru
glibenklamidin NaHS ile elde edilen gevseme vyanitlari Uzerindeki etkisi
incelendi. Sigan torasik aorta, mezenter ve pulmoner arterleri 30 dakika
glibenklamid (10®° M) ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda fenilefrin 6n-
kasilma sonrasi NaHS (10*- 3x107 M) ile konsantrasyona-bagimli gevseme
yanitlari alindi. Torasik aorta, mezenter arter ve pulmoner arterde
inkbasyon sonrasi elde edilen NaHS yanitlarinda anlamli bir azalma
meydana geldi (Sekil 4.3.1, Sekil 4.3.2 ve Sekil 4.3.3).
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Sekil 4.3.1. Sigan torasik aortasinda, glibenklamid (10° M) inkiibasyonundan
once (o) ve sonra (e) NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri
(* kontrolden anlaml olarak farkli, P<0.05) (n=5-6).
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Sekil 4.3.2. Sican mezenter arterinde glibenklamid (10° M) inkiibasyonundan

once (o) ve sonra (e) NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri
(* kontrolden anlaml olarak farkli, P<0.05) (n=5-6).
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Sekil 4.3.3. Sican pulmoner arterinde glibenklamid (10 M) inkiibasyonundan

once (o) ve sonra (e) NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri
(* kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05) (n=5-6).
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4.4. Diyabetin Sigcan Anokoksigeus Kasi ve Cesitli Damar
Dokularinda NaHS ile Elde Edilen Gevseme Yanitlari Uzerindeki
Etkisi

4.4.1. Diyabetik Sicanlarin Kan Sekeri Diizeyleri ve Agirliklari

Kontrol grubu, diyabetik (4 ve 12 hafta) ve insulin tedavisi alan (4 ve
12 hafta) siganlarin kan sekeri duzeyleri ve agirliklari élguldu. 4 ve 12 haftahk
diyabetik sicanlarda kan sekerleri kontrole gére anlaml sekilde artti (P<0.05).
insiilin tedavisi alan siganlarda ise bu artis gdzlenmedi. Kontrol grubu ile 4
hafta diyabetik siganlarin agirliklari arasinda anlamli fark bulunmazken
(P>0.05), 12 hafta diyabetik siganlarin agirliklari kontrole gdére anlamli
derecede azaldi (P<0.05) (Tablo 4.4.1).

Tablo 4.4.1. Kontrol grubu, diyabetik (4 ve 12 hafta) ve insulin tedavisi alan

siganlarin kan sekeri duzeyleri ve agirliklari

Kan sekeri (mg/dl) Agirlik (9)
Kontrol (4 hafta) 102.33 £ 5.28 253.33 £ 12.56
Diyabetik (4 hafta) 419.82 + 18.19° 232.73 £ 10.54
instlin tedavisi (4 hafta) ~ 79.20 + 12.57° 255.00 £ 19.79
Kontrol (12 hafta) 106.71 £ 7.59 311.66 + 14.70
Diyabetik (12 hafta) 321.55 + 5.98? 261.66 + 10.46°
inslin tedavisi (12 hafta) 81.16 + 22.28° 308.57+ 26.58

Bulgular ortalama + standart hata olarak sunuldu (n = 5-7).

4 ve 12 hafta kontrol grubundan istatistiksel olarak farkhdir, P<0.05
®4 ve 12 hafta diyabetik gruptan istatistiksel olarak farklidir, P<0.05
°12 hafta kontrol grubundan istatistiksel olarak farkhdir, P<0.05
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4.4.2. Diyabetik Siganlardan (4 ve 12 hafta) izole Edilen
Anokoksigeus Kasi, Torasik Aorta, Mezenter ve Pulmoner Arterde NaHS

Yanitlari

STZ ile diyabet olusturulan siganlarin damar-disi diz kas ve damar
dokularinda fenilefrin ile dn-kasilma sonrasi NaHS ile elde edilen gevseme
yanitlari incelendi. Diyabetik siganlardan (4 ve 12 hafta) izole edilen
anokoksigeus kasinda NaHS (10%-10° M) ile elde edilen gevseme
yanitlarinda bir degisiklik olmadi (Sekil 4.4.2.1 ve Sekil 4.4.2.5). Ancak
torasik aorta, mezenter ve pulmoner arter preparatlarinda NaHS (10*-3x107®
M)‘e verilen gevseme yanitlarinda anlamli bir artis gézlendi (Sekil 4.4.2.2,
Sekil 4.4.2.3, Sekil 4.4.2.4, Sekil 4.4.2.6, 4.4.2.7 ve Sekil 4.4.2.8). insilin
tedavisi, diyabetik sicanlardan (4 ve 12 hafta) izole edilen damar
preparatlarinda NaHS (10“-3x10° M) ile elde edilen gevseme yanitlarinda
meydana gelen artisi onledi (Sekil 4.4.2.2, Sekil 4.4.2.3, Sekil 4.4.2.4, Sekil
4.4.26,4.4.2.7 ve Sekil 4.4.2.8).

Damarlardaki NaHS yanitina 4 haftalik diyabetin etkisi 12 haftalik
diyabetin etkisi ile karsilastirilarak da dederlendirildi. 12 hafta diyabetik
siganlardan izole edilen torasik aortada, mezenter ve pulmoner arterde NaHS
(10“-3x107° M) gevseme yanitlarindaki artis 4 hafta diyabetik sicanlarda elde

edilenden anlamli olarak daha az bulundu (Sekil 4.4.2.9).
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Sekil 4.4.2.1. Kontrol grubu (o) ve diyabetik (4 hafta) (e) sicanlardan izole
edilen anokoksigeus kasinda fenilefrin ile 6n-kasilma sonrasi NaHS ile elde

edilen konsantrasyon-yanit egrileri (n=5-6).
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Sekil 4.4.2.2. Kontrol grubu (o), diyabetik (4 hafta) (e) ve insulin tedavisi alan
(4 hafta) (m) siganlardan izole edilen torasik aortada fenilefrin ile 6n-kasilma
sonrasi NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (* kontrolden
anlaml olarak farkli, P<0.05) (n=6-7).
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Sekil 4.4.2.3. Kontrol grubu (o), diyabetik (4 hafta) (e) ve insilin tedavisi alan
(4 hafta) (m) siganlardan izole edilen mezenter arterde fenilefrin ile 6n-
kasilma sonrasi NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (*
kontrolden anlamli olarak farkl, P<0.05) (n=5-7).
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Sekil 4.4.2.4. Kontrol grubu (o), diyabetik (4 hafta) (e) ve insllin tedavisi alan
(4 hafta) (m) siganlardan izole edilen pulmoner arterde fenilefrin ile 6n-
kasilma sonrasi NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (*
kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05) (n=5-6).
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Sekil 4.4.2.5. Kontrol grubu (o) ve diyabetik (12 hafta) (e) sicanlardan izole
edilen anokoksigeus kasinda fenilefrin ile 6n-kasilma sonrasi NaHS ile elde
edilen konsantrasyon-yanit egrileri (n=5-7).
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Sekil 4.4.2.6. Kontrol grubu (o), diyabetik (12 hafta) (e) ve insllin tedavisi

alan (12 hafta) (m) siganlardan izole edilen torasik aortada fenilefrin ile 6n-

kasilma sonrasi NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (*

kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05) (n=>5).
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Sekil 4.4.2.7. Kontrol grubu (o), diyabetik (12 hafta) (e) ve insulin tedavisi
alan (12 hafta) (m) sigcanlardan izole edilen mezenter arterde fenilefrin ile 6n-
kasilma sonrasi NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (*
kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05) (n=5-6).
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Sekil 4.4.2.8. Kontrol grubu (o), diyabetik (12 hafta) (e) ve insllin tedavisi
alan (12 hafta) (m) siganlardan izole edilen pulmoner arterde fenilefrin ile 6n-
kasilma sonrasi NaHS ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (*
kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05) (n=5-6).
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Sekil 4.4.2.9. 4 hafta diyabetik (o) ve 12 hafta diyabetik (m) sicanlardan izole
edilen torasik aorta, mezenter ve pulmoner arterde NaHS ile elde edilen
maksimum gevseme yanitlari (* kontrolden anlamli olarak farkl, P<0.05)
(n=5-7).
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4.4.3. Diyabetik Siganlardan (4 hafta) izole Edilen Torasik Aorta,

Mezenter ve Pulmoner Arterde Glibenklamidin NaHS Yanitlarina Etkisi

Diyabetik sicanlardan (4 hafta) izole edilen torasik aorta, mezenter ve
pulmoner arterler glibenklamid (10° M) ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra
fenilefrin dn-kasiimasinin ardindan NaHS (10“-3x107° M) ile konsantrasyona-
badimli gevseme yanitlari alindi. Torasik aorta, mezenter ve pulmoner
arterde inkiibasyon sonrasi elde edilen NaHS yanitlari anlamli olarak azaldi
(Sekil 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.2 ve Sekil 4.4.3.3).
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Sekil 4.4.3.1. Kontrol grubu ve diyabetik (4 hafta) siganlardan izole edilen
torasik aortada glibenklamid (10° M) ile inkiibasyon éncesi ve sonrasi NaHS
ile elde edilen maksimum gevseme yanitlari

(* kontrolden anlamlh olarak farkh, P<0.05) (** diyabetik gruptan anlamh
olarak farkli, P<0.05) (n=5-7).
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Sekil 4.4.3.2. Kontrol grubu ve diyabetik (4 hafta) sicanlardan izole edilen
mezenter arterde glibeklamid (10° M) ile inkiibasyon oncesi ve sonrasi
NaHS ile elde edilen maksimum gevseme yanitlari

(* kontrolden anlamli olarak farkh, P<0.05) (** diyabetik gruptan anlamli
olarak farkli, P<0.05) (n=6-7).
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Sekil 4.4.3.3. Kontrol grubu ve diyabetik (4 hafta) sicanlardan izole edilen
pulmoner arterde glibeklamid (10° M) ile inkilbasyon oncesi ve sonrasi
NaHS ile elde edilen maksimum gevseme yanitlari

(* kontrolden anlaml olarak farkh, P<0.05) (** diyabetik gruptan anlamh
olarak farkli, P<0.05) (n=6-7).
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4.5. Diyabetik Siganlardan (4 hafta ve 12 hafta) izole Edilen
Torasik Aorta, Mezenter ve Pulmoner Arterde Asetilkolin Yanitlar

Diyabette olusabilecek endotel hasarini kontrol etmek amaciyla
diyabetik (4 ve 12 hafta) ve insulin tedavisi alan (4 ve 12 hafta) sicanlardan
izole edilen torasik aorta, mezenter ve pulmoner arterde fenilefrin ile 6n-
kasilma sonrasi asetilkolin (108-3x10° M) ile konsantrasyona-bagimli
gevseme yaniti alindi. Diyabetik ve insulin tedavisi alan siganlardan izole
edilen damar preparatlarinda asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlarinda

bir degisiklik meydana gelmedi (Sekil 4.5.1, Sekil 4.5.2, Sekil 4.5.3, Sekil
4.5.4, Sekil 4.5.5, Sekil 4.5.6).
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Sekil 4.5.1. Kontrol grubu (o), diyabetik (4 hafta) (e) ve insulin tedavisi alan
(4 hafta) (m) sicanlardan izole edilen torasik aortada fenilefrin ile 6n-kasiima

sonrasi asetilkolin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (n=6-7).
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Sekil 4.5.2. Kontrol grubu (o), diyabetik (4 hafta) (e) ve instlin tedavisi alan
(4 hafta) (m) sicanlardan izole edilen mezenter arterde fenilefrin ile on-

kasilma sonrasi asetilkolin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (n=5-7).
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Sekil 4.5.3. Kontrol grubu (o), diyabetik (4 hafta) (e) ve instlin tedavisi alan
(4 hafta) (m) sicanlardan izole edilen pulmoner arterde fenilefrin ile 6n-

kasilma sonrasi asetilkolin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (n=5-6).
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Sekil 4.5.4. Kontrol grubu (o), diyabetik (12 hafta) (e) ve insllin tedavisi alan
(12 hafta) (m) sicanlardan izole edilen torasik aortada fenilefrin ile 6n-kasiima

sonrasi asetilkolin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (n=5).
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Sekil 4.5.5. Kontrol grubu (o), diyabetik (12 hafta) (e) ve insilin tedavisi alan
(12 hafta) (m) sicanlardan izole edilen mezenter arterde fenilefrin ile 6n-

kasiima sonrasi asetilkolin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (n=5-6).
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Sekil 4.5.6. Kontrol grubu (o), diyabetik (12 hafta) (e) ve insilin tedavisi alan

(12 hafta) (m) sicanlardan izole edilen pulmoner arterde fenilefrin ile 6n-

kasilma sonrasi asetilkolin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri (n=5-6).
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5. TARTISMA

H>S, memeli dokularinda endojen olarak L-sisteinden pridoksal-5-
fosfat bagimli enzimler CSE ve CBS aracilidi ile olusan bir gazdir (K8). CBS
yuksek oranda santral sinir sisteminde CSE ise ¢odunlukla vaskuler sistemde
eksprese olmaktadir (5). H,S’'in damar ve damar-disi diz kaslarda guglu
gevsetici etki gosteren gaz yapisinda bir ndrotransmiter olabilecegi ileri
surtlmektedir. Vaskuler sistemde H,S’'in Katp kanallarini agarak damarlar
gevsettigi ve in vivo hipotansiyon olusturdugu bildirilmigtir (2, 9). H,S’in duz
kas gevsetici etkisi damar-digi bircok dokuda da gosterilmigtir. Ancak damar
diz kasindan farkli olarak damar-digi dokularda H,S’in meydana getirdigi
gevsetici etkiden potasyum kanallarinin sorumlu olmadidi bildiriimektedir (3,
8, 10-12).

Calismamizda ilk olarak farkli kasilma ajanlarinin NaHS ile elde edilen
gevseme yanitlari Gzerine bir etkisi olup olmadigi arastiriimistir. Bu amagla
sigan anokoksigeus kasinda, fenilefrin, karbakol ve KCI (60 mM) ile 6n-
kasilma sonrasi NaHS ile konsantrasyona-bagimli gevseme yanitlari
de@erlendirildi. Bianca ve ark.’nin bir c¢alismasinda insan korpus
kavernosumunda fenilefrin ve KCI (80 mM) ile 6n-kasilma sonrasi NaHS ile
elde edilen gevseme yanitlari incelenmis ve KCI 6n-kasilmasi sonrasinda
fenilefrin 6n-kasiimasina gére NaHS gevseme yanitlarinda anlamli azalma
oldugu gdsterilmistir (44). Zhao ve ark.’nin bir calismasinda da farkl
konsantrasyonlarda KCI ile o6n-kasilma sonrasi gevseme yanitlari
degerlendiriimis ve yUksek konsantrasyonda (100 mM) KCI ile 6n-kasilma
sonras! alinan gevseme yanitlarinin disuk konsantrasyona (20 mM) gore
azaldigi bildirilmistir (2). Calismamizda ise fenilefrin, karbakol ve KCI ile 6n-
kasilma sonrasi NaHS ile elde edilen gevseme yanitlari arasinda anlamli bir
fark bulunmamigtir. Yapilan diger c¢alismalarin aksine bulgularimiz H,S’in
gevsetici etkisi Uzerinde farkli kasilma ajanlarinin etkisinin olmadigini

dusundurmektedir.
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H,S’'in damar-digi diuz kaslardaki gevsetici etki mekanizmasini
incelemek igin birgok calisma yapilmistir. H,S'in diz kas gevsetici etkisi
kobay ileumu, sigan vas deferensi ve uterusu, fare mide fundusu, kolon ve
bronslar gibi birgok damar-disi dokuda gosterilmigtir (3, 8, 10-12). H,S’in
damar-digi duz kaslar uzerindeki etki mekanizmasi hentz aydinlatilamamig
ancak bu gevsetici etkiden potasyum kanallarinin sorumlu olmadigi
gosterilmistir (3, 8, 10-12, 36). Fare brons ve distal kolon diz kasinda
guanilat siklaz inhibitori ODQ’'nun gevseme vyanitlarini etkilemedigi
gosterilmistir (10, 12). Kobay ileumunda da L-NAME ve indometazin
inkiibasyonu gevseme yanitlarini deg@istirmemistir (3). Fare mide fundusunda
yapilan bir baska c¢alismada ise H,S yanitlari ODQ+SQ-22536 ve L-
NAME’den etkilenmemistir (11). Ancak insan korpus kavernosumunda NaHS
ile elde edilen gevseme yanitinin yuksek konsantrasyonda L-NAME ile
azaldigi gosterilmistir (44). Calismamizda H,S’in damar-disi diz kaslardaki
etkilerini incelemek igin sican anokoksigeus kasinda NaHS ile elde edilen
gevseme yanitlari Uzerine gesitli inhibitorlerin etkileri arastirildi. Bu amagla,
Katp kanal blokorlh glibenklamid, spesifik olmayan potasyum kanal blokori
TEA, guanilat siklaz inhibitori ODQ, adenilat siklaz inhibitdéri SQ-22536,
protein kinaz A inhibitéri KT-5720 ve protein kinaz C inhibitéri H-7, NOS
inhibitért L-NAME ve siklooksijenaz inhibitord indometazin kullanildi. NaHS
ile elde edilen gevseme yanitlarini glibenklamid, TEA, ODQ, SQ-22536, KT-
5720, H-7 ve L-NAME+indometazin etkilemedi. Bu inhibitorlerin NaHS ile
elde edilen gevseme vyanitlarini degistirmemesi H,S’in gevsetici etki
mekanizmasinda sirasiyla potasyum kanallari, guanilat siklaz, adenilat siklaz,
protein kinaz A, protein kinaz C, nitrik oksit ve siklooksijenazin rolinin
bulunmadigini gostermektedir.

NO ve CO gibi endojen bir mediyatoér oldugu dusunulen H,S, bu iki
maddeden farkh olarak vaskuler dokularda sGMP yolunun aktivasyonundan
badimsiz olarak gevsetici etki gostermektedir (34). Zhao ve ark. ise guanilat
siklaz inhibitori ODQ'nun NaHS ile elde edilen gevseme vyanitlarini
potansiyalize ettigini gostermistir. Bu c¢alisma H,S’in gevsetici etkisinde

sGMP yolaginin roli olmadigini desteklemektedir. Ayni c¢alismada
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siklooksijenaz inhibitdri indometazin ve adenilat siklaz inhibitérd SQ-
22536’'nin H,S gevsemesi Uzerinde bir etkisinin olmadigi gosterilmistir. Bu
bulgu prostasiklin ve sAMP’nin de H,S’in gevsetici etkisinde roli olmadigini
dusundurmektedir (2). H.S’in vaskuler dokularda Katp kanallarini agarak
gevseme olusturdugu gdsterilmigstir (2, 9). Calismamizda sigan torasik aorta,
mezenter ve pulmoner arterinde Katp kanal blokérl glibenklamidin NaHS ile
elde edilen gevseme yanitlari Uzerindeki etkisi incelendi. Sigan torasik aorta,
mezenter ve pulmoner arterinde glibenklamid inkibasyonundan sonra
fenilefrin ile 6n-kasilma sonrasi NaHS ile elde edilen gevseme yanitlarinda
azalma meydana geldi. Bu bulgu damar diz kasinda H,S’in gevsetici
etkisinden Katp kanallarinin sorumlu oldugunu goésteren calismalari (2, 9)
desteklemektedir.

H,S’in fizyolojik roli henlz aciklanamamis olmasina ragmen birgok
patolojik durumla iligkisi ileri strtlmektedir. Spontan hipertansif si¢canlarda
CSE gen ekspresyonu, aktivitesi ve H,S plazma duzeylerinin azaldigi (13),
siganlarda olusturulan septik, endotoksik ve hemorajik sokta ise plazma H,S
dizeylerinin 6nemli Olclide arttigr (14, 45) gosterilmistir. Ayrica LPS ile
indUklenen inflamasyonda plazma H,S konsantrasyonu, CSE gen
ekspresyonu ve H,S sentezinin arttigi (15) da bildiriimistir. Karragen ile
indiklenen penge 6deminde CSE enzim aktivitesi artmakta bu enzim
inhibitorl ile tedavi sonrasinda ise olugsan inflamasyon anlamli derecede
azalmaktadir (46). Bir baska calismada CSE geni silinmis farelerin mezenter
arterinde endojen H,S olusumundaki azalmaya baglh olarak H,S’e karsi
duyarhihigin artmasi gevseme vyanitlarinda potansiyalizasyona neden
olmaktadir (47). Deneysel diyabette ise pankreasta endojen H,S sentezinde
rol oynayan enzimlerin ekspresyonu ve H>S olusumunun artti§i ve es
zamanli insulin tedavisi ile bu artisin geri dondugu gosterilmistir (16). HoS'in
diyabetle iligkisini inceleyen diger bir ¢alismada da genetik diyabet modeli
olan NOD (non-obese diabetic,) farelerde endojen H,S duzeyleri
incelenmigtir. NOD farelerde plazma H,S dizeylerinin azaldigi bildirilmistir.
Ayrica NOD farelerden izole edilen aortada eksojen H,S ile elde edilen

gevseme yanitlari da incelenmis ve gevseme yanitlarinin potansiyalize
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oldugu gosterilmistir. Diger taraftan aorta homojenatlarinda endojen H,S
Uretiminin azaldigi gésterilmistir (48).

Calismamizda diyabetin damar-digi ve damar diz kaslarinda H,S ile
indUklenen gevseme yanitlarina etkisi incelenmistir. Bu amacgla kontrol,
diyabetik (4 ve 12 hafta) ve insulin tedavili (4 ve 12 hafta) siganlardan izole
edilen anokoksigeus kasi, torasik aorta, mezenter ve pulmoner arterde H,S
donori NaHS ile gevseme yanitlari de@erlendirildi. Anokoksigeus kasinda
NaHS ile elde edilen gevseme yanitlarinda bir degisiklik olmazken torasik
aorta, mezenter ve pulmoner arterde bu yanitlarin potansiyalize oldugu
gdzlendi. insilin  tedavisinin  damarlarda meydana gelen bu
potansiyalizasyonu 6nledigi gosterilmistir. Katp kanal blokort glibenklamid de
diyabetik siganlardan izole edilen torasik aorta, mezenter ve pulmoner
arterde artmis olan NaHS gevseme yanitlarini inhibe etti. Calismamizda STZ
ile diyabet olusturulan siganlardan izole edilen damarlarda H,S’in artmis olan
gevsetici etkisi NOD farelerden izole edilen aortada gevseme yanitlarinda
gorulen artis1 desteklemektedir. Gevseme vyanitlarindaki artig, diyabetin
vaskuler komplikasyonlarina karsi koruyucu bir mekanizma olabilecegini
disundirmektedir. H,S’'in gevseme olusturarak ve damar duz kaslarinda
proliferasyonu azaltarak koruyucu etki gosterdigi daha onceki calismalarda
ileri surtlmustar (2, 35). Diyabette H,S’in artan gevsetici etkisi endojen
mediyatorlere kargi bozulmus olan gevseme yanitini kompanse etmek ve
artmis olan vaskuler tonusu azaltmak igin ortaya ¢ikmis olabilir. H,S'’in artan
gevseme yaniti 4 ve 12 hafta diyabetik siganlardan izole edilen damar
preparatlarinda birbirinden farklidir. 4 hafta diyabette torasik aorta, mezenter
ve pulmoner arterde potansiyalize olan yanit 12 hafta diyabette azalmaktadir.
Bu nedenle damarlarda H,S ile indlklenen gevseme yanitinda zamana bagl
bir adaptasyon gelistigi dusunulebilir.

Endotel harabiyetinin sigan aorta ve mezenter arter yataginda H,S
potensini azalttigi gosterilmigtir (9, 35). Diger taraftan endotelin H,S’in
gevsetici etkisinde rolu olmadigini torasik aortada gosteren g¢alisma da vardir
(8). Cesitli patofizyolojilerde endotel fonksiyonlarini incelemek icin endotel-

bagimli gevseme yanitlarinin de@erlendiriimesi siklikla kullanilan bir
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yontemdir. Farkh diyabet modellerinde normal, bozulmus ya da artmig
endotel-bagimh yanitlar gibi birbiri ile ¢elisen ¢alismalar bildirilmigtir (35). Bu
calismada STZ ile diyabet olusturulan siganlardan izole edilen torasik aorta,
mezenter ve pulmoner arterde asetilkolin ile elde edilen gevseme
yanitlarinda bir degisiklik olmamigtir. Dolayisiyla diyabette artan H,S
yanitinin endotel fonksiyonlarindaki degisikliklere bagh olmadigi ileri

sUrulebilir.
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6. SONUG VE YORUM

Bu calismada sigcan anokoksigeus kasinda ve cesitli damarlarda
H,S’in diz kas gevsetici etki mekanizmasi incelenmistir. Bulgularimiz sigcan
anokoksigeus kasinda H,S’in gevsetici etki mekanizmasini aydinlatmakta
yetersiz kalmaktadir. Ancak bu gevsetici etkiden potasyum kanallari, guanilat
siklaz, adenilat siklaz, protein kinaz A, protein kinaz C, nitrik oksit ve
siklooksijenazin sorumlu olmadigi dusunulmektedir. Torasik aorta, mezenter
ve pulmoner arterde ise H,S’in gevsetici etkisinden Karp kanalarinin sorumiu
oldugu literaturle uyumlu olarak gosterilmistir.

Calismamizin bir boéluminde de anokoksigeus kasi ve damar diz
kaslarinda H,S’in olusturdugu gevseme yanitlarina diyabetin etkisi
incelenmistir. Diyabetik sicanlardan izole edilen anokoksigeus kasinda H,S’in
gevsetici etkisinde bir degisiklik gdozlenmemistir. Torasik aorta, mezenter ve
pulmoner arterde ise H,S'in gevsetici etkisinde artis meydana gelmektedir.
insiilin tedavisi ile bu artis engellenmektedir. Ayrica diyabette H,S'in
gevsetici etkisi Karp kanal blokorlu glibenklamid ile inhibe olmaktadir.
Diyabette damarlarda H,S’e karsi gevseme vyanitinin artmasi, diyabette
goérulen vaskuler komplikasyonlara karsi koruyucu bir mekanizma olarak

degerlendirilebilir.
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