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Onsoz

Pulmoner arteriyel hipertansiyon nadir rastlanan bir akciger hastaligidir. Bu hastalik,
hastalar ve ailelerinin yasam Kkalitelerini her anlamda ve ciddi boyutlarda
engellemektedir. Gilinlimiizde hala pulmoner arteriyel hipertansiyonun tedavisi
bulunamamistir. Uygulanan tedavilerle hastalarin hayat kalitesi arttirilmaya ve
semptomlar1 azaltilmaya calisilmaktadir. Ancak tiim ¢abalar hastaligin prognozuna bir
¢oziim getirememekte ve sonucu degistirememektedir. Bu nedenle pulmoner arteriyel
hipertansiyonda terapdtik potansiyeli olan yeni ilaglarin gelistirilmesi ve hastaligin
tedavisi, yarattig1 komplikasyonlar ve sag kalim da dahil pek ¢ok siire¢ acisindan son
derece 6nemlidir.

Caligmamizda, insanlarda goriilen bu hastaligi taklit etmek tizere literatiirde en yaygin
kullanilan modellerden biri olan monokrotalin ile indiiklenmis sican pulmoner
arteriyel hipertansiyon modelinde hem in vivo kosullarda hidrojen siilfiir tedavisinin
hem de in vitro kosullarda hidrojen siilfir uygulamasinin hastaliktaki rolii
incelenmistir.

Bu calismanin gergeklestirilmesinde degerli bilgileri ve deneyimleriyle yol gdsteren,
her zaman bana destek olan kiymetli danisman hocam Dog. Dr. Giilnur SEVIN’e

tesekkiir ederim.

[zmir, 4.02.2020 Kumru TURHAN



Ozet

Pulmoner Arter Hipertansiyonunda Hidrojen Siilfiiriin Rolii Var M1?

Calismamizin amaci, MCT ile indiikklenen PAH modelinde H2S'in roliinii, hem HS

iiretimi hem de H»S aracili yanitlar iizerinden aragtirmaktir.

Erigkin erkek Wistar siganlar (250-300 g), kontrol, MCT, MCT+Na.S ve Na>S olmak
tizere dort gruba ayrildilar. Deneysel PAH modelini olusturmak i¢in, MCT (60 mg/kg,
I.p.) sicanlara tek doz olarak uygulandi. Kontrol ve MCT gruplarina fizyolojik salin
¢ozeltisi; MCT+NaxS ve NaxS gruplarma ise NaS (2.5 mg/kg, i.p.) 21 giin boyunca
verildi. 60 mg/kg ketamin-5 mg/kg ksilazin anestezisi altinda sag ventrikiile 23 G
braniil ile girilerek sag ventrikiil basinci Olgiildii. Sag ventrikiil hipertrofisini
belirlemek igin [sag ventrikiil/(sol ventrikiil+septum)] oran1 hesapland. izole organ
banyosu deneylerinde ana pulmoner arterler kullanildi. KCI 6n kastirma sonrasi tek
doz ACh ve fenilefrin 6n kastirma sonrasi kiimiilatif ACh gevseme yanitlar1 alind.
H>S’in roliinli degerlendirmek i¢in fenilefrin 6n kastirma sonrasinda kiimiilatif L-
sistein gevseme yanitlar1 (AOAA varhginda/yoklugunda) ile kiimiilatif Na,S gevseme
yanitlar1 alindi. Bazal veya L-cys ile uyarilmis akciger ve pulmoner arter

homojenatlarinda H2S diizeylerini 6lgmek i¢in MBA yapild.

Sag ventrikiil basmnc1 ve [sag ventrikiil/(sol ventrikiil+septum)] orani, kontrol grubuna
kiyasla MCT grubunda istatistiksel olarak anlamli artarken MCT+NazS grubunda ise
anlamli olarak azalmistir. KCI kasilma yanitlar1 kontrol grubuna gére MCT grubunda
azalirken, bu azalma MCT+Na,S grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
normalize olmustur. KCI 6n kastirmasi ve fenilefrin 6n kastirmasi sonrasi alinan ACh
gevseme yaniti kontrol grubuna gore MCT grubunda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azalmistir. Gevsemedeki bu azalma MCT+NazS grubunda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde normalize olmustur. L-sistein gevseme yanitlari, kontrol grubuna
kiyasla MCT grubunda anlamli diizeyde azalmis ve bu gevsemeler MCT+NaS
grubunda istatistiksel olarak anlaml diizeyde artmustir. Gevsemedeki bu artiy AOAA
ile tersine gevrilmemistir. Na.S ile indiikklenen gevseme yanitlari, kontrol grubuna
kiyasla MCT grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmig ve bu gevsemeler
MCT+Na,S grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmustir. Akciger
dokusunda bazal HS diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. L-sistein ile uyarilmig akciger dokusunda kontrol grubuna kiyasla



MCT grubunda HS diizeylerinde anlamli bir azalma goriilmiis, bu azalma MCT+NaxS
grubunda bir miktar diizelmis ancak istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmamustir.
Pulmoner arterlerde bazal H>S diizeyinde gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmezken; L-sistein varliginda, kontrol grubuna kiyasla MCT grubunda H2S diizeyi
anlamli diizeyde azalmis ve MCT+Na,S grubunda MCT grubuna kiyasla anlamli

diizeyde artmustir.

In vivo NaS tedavisi PAH’da PAB, sag ventrikiil hipertrofisi ve endotel
disfonksiyonunu diizeltmektedir. Pulmoner arterlerde azalan H.S seviyelerini ve L-
sistein gevsemelerini arttrmaktadir. L-sistein gevsemelerindeki bu artis AOAA
varliginda geri donmediginden bu etki, CSE/CBS aracili endojen HzS iiretiminden
bagimsizdir. Olusan bu yararli etkiler, endojen HS {iretiminin diger sorumlu enzimi
olan 3-MST’den ya da Na>S'in H2S dondrii gibi davranmasindan kaynaklanabilir. PAH
varliginda azalan eksojen NazS gevsemelerinin in vivo tedavi sonrasinda diizelmesi,
ayn1 zamanda H>S kaynakli alt mekanizmalarm da PAH'dan etkilendigini
gostermektedir. Sonuglarimiz, PAH’da H2S diizeylerinin ve H>S aracili yanitlarin
bozuldugunu, in vivo NapS tedavisinin H»S’i arttirarak terapotik etkinlik

gosterebilecegini ve Ha2S hedefli tedavilerin PAH’daki dnemini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler; Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon; Hidrojen Silfit; Sistein;

Vazodilator Ajanlar; Hipertrofi; Wistar Sican.



Abstract

Is There Any Role of Hydrogen Sulfide in Pulmonary Arterial Hypertension?

The aim of our study was to examine the role of H>S in the model of MCT-induced

PAH in rats through both H2S production and H>S-mediated responses.

Adult male Wistar rats (250-300 g) were divided into four groups: control, MCT,
MCT+Na,S and Na,S. MCT (60 mg/kg, i.p.) was administered as a single dose to
induce the experimental PAH model. Physiological saline was given to control and
MCT groups; MCT+Na.S and Na>S groups were administered Na>S (2.5 mg/kg, i.p.)
for 21 days. Under 60 mg/kg ketamine-5 mg/kg xylazine anaesthesia, a 23 G needle
placed into the RV and RVP was measured. The ratio of [RV/(LV+S)] was calculated
to determine the index of RV hypertrophy. The main PAs were used for vascular
reactivity. First, PAs were pre-contracted with KCI and relaxed with a single dose of
ACh. To investigate endothelial dysfunction, cumulative ACh relaxations were taken
in the presence of Phe. In order to investigate the vasodilatory effect of H.S; the
vasorelaxant responses to L-cysteine (L-cys) were obtained by using myograph in the
presence/absence of AOAA (30 min., 2 mM). Cumulative Na,S vasorelaxations were
also taken. To measure H,S levels in PA and lung homogenates, MBA was applied in

the basal or L-cyst induced conditions.

While RVP and RV/(LV+S) ratio was significantly increased in MCT group compared
to control group, there was a significantly decrease in MCT+NaxS group. KCI
contraction were reduced significantly in MCT group compared to control group. This
decrease was normalized in MCT+Na.S group. ACh relaxations after KCI and Phe
pre-contractions were reduced in MCT group compared to the control group but
improved in MCT+NaxS group. Relaxation to L-cys significantly reduced in MCT
group compared to the control group. These relaxations increased in MCT+Na,S
group. AOAA did not reversed these relaxations. NaS-induced relaxations decreased
significantly in MCT group compared to the control group but increased in MCT+
NazS group. There was a significant difference on H.S levels in lung tissues in the
presence of L-cys, but no in basal condition. There was also no difference in the basal
H>S level of the PAs. However, H,S formation was significantly decreased in MCT
group compared to control group in the presence of L-cys and this decrease was
reversed in MCT+NaxS group.

\%



In vivo NayS treatment improved PAP, right ventricular hypertrophy and endothelial
dysfunction in PAH. It increased H.S levels and L-cysteine relaxation in pulmonary
arteries. This effect is independent of CSE/CBS-mediated endogenous H>S production
as this increase in L-cysteine relaxations did not return in the presence of AOAA.
These beneficial effects can be caused either by the 3-MST which was the other
enzyme of endogenous H>S production, or by its acting as H>S donor. The reduction
of exogenous NapS relaxations in the presence of PAH showed that the sub-
mechanisms of H2S are also affected by PAH.

Our results suggest that H»S levels and H>S-mediated responses are impaired in PAH.
In vivo NaxS therapy may have therapeutic efficacy by increasing H»S and shows the
importance of H,S-targeted therapies in PAH.

Keywords; Pulmonary Arterial Hypertension; Hydrogen Sulfide;  Cysteine;
Vasodilator Agents; Hypertrophy; Rats, Wistar.
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Giris

Pulmoner hipertansiyon (PH), pulmoner arter basincinin (PAB) ve pulmoner vaskiiler
direncin (PVD) yiikselmesiyle karakterize ilerleyici sag kalp yetmezligi ile sonuglanan
mortalite riski yiiksek multifaktoriyel bir hastaliktir (Trina K. Jeffery ve Wanstall,
2001; Sztuka ve Jasinska-Stroschein, 2017). Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH)
ise prekapiller pulmoner arter basincinda yiikselmeye neden olan hastaliklarin eslik
ettigi bir pulmoner hipertansiyon alt tipidir (Ishak Gabra ve digerleri, 2019). Hastaligin
patogenezinde yer alan vaskiiler yeniden yapilanma, vazokonstriksiyon ve tromboz,
pulmoner vaskiiler direncin artmasia ve pulmoner arter basincinin yiikselmesine yol
acmaktadir (Nogueira-Ferreira, Vitorino, Ferreira ve Henriques-Coelho, 2015; Tuder
ve digerleri, 2013).

PH ayirict tanisi, kapsamli inceleme ve multidisipliner yaklasim gerektirmektedir.
Hastada tam1 koyma siireci, PH nedenlerinin sorgulanmasi ve diger hastaliklarin
dislanmasi ile olur. Sol kalp ve akciger hastaliklar1 dislanmigsa kronik tromboembolik
PH (KTEPH) i¢in sintigrafi yapilir. Bu da diglanirsa sag kalp kateterizasyonu (SKK)
yapilarak Grup 1 PH (PAH) tanis1 dogrulanir. PABo > 20 mmHg, PAUB < 15 mmHg
ve PVD > 3 WU ise oncelikle diger hastaliklarla iligkili bir PAH olup olmadigina
bakilir. Bu amacgla anamnez ve gerekli tetkiklerle dogustan kalp hastaliklar1 (DKH),
bag dokusu hastaliklar1 (BDH), HIV, portal hipertansiyon, ila¢ ve toksinlere maruziyet
arastirilir. Tiim bu olasiliklar diglanirsa hasta ya kalitsal PAH ya da idiyopatik PAH tir
(Kucukoglu, 2016).

ESC'nin giincel kilavuzuna gore PAH hastalarinin tedavisi genel Onlemler,
destekleyici tedavi ve spesifik tedavi olmak {izere 3 agsamada ele alinmaktadir (Galie ™,
2016). Son yillarda PAH tedavisi, hedefe yonelik tedavi protokolleri gelistirilmesi ile
oldukga ilerlemis olmasina ragmen yine de giiniimiizde oldukga yiiksek mortalite ve
morbidite ile iligkilidir (Lan, Massam, Kulkarni ve Lang, 2018; Parikh, Bhardwaj ve
Nair, 2019).

Hidrojen siilfuriin (H2S) diiz kaslarda gevsetici etkisinin oldugu bilinmektedir
(Hosoki, Matsuki ve Kimura, 1997). H.S donérii NaHS'in doza bagimli olarak
bronsiyal karsinomali hastalardan alinan izole insan pulmoner arterlerinde gevseme ve
izole perfiize insan akciger modelinde pulmoner arter ve bronsiyal basingta azalma

sagladig1 gosterilmistir (Ariyaratnam, Loubani ve Morice, 2013). Pulmoner arter sant
1



modeli ile yliksek pulmoner kan akimi olusturulan si¢anlarda, eksojen H2S kaynagi
olan NaHS ile tedavinin pulmoner arter diiz kas hiicrelerindeki anormal apoptozu
azaltarak damarin yeniden yapilanmasini engelledigi belirtilmektedir (W. Li ve
digerleri, 2009).

Literatiirdeki tim bu bilgilere dayanilarak c¢alismamizda, pulmoner arteriyel
hipertansiyon varliginda H»S'in rolii, hem H»S iiretimi hem de H.S aracili yanitlar

iizerinden incelenmistir. Buna gore ¢alismamizin amact;

1. MCT (60 mg/kg, i.p.) ile pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) olusturulmus
sicanlara in vivo HzS dondrii NazS (2.5 mg/kg, i.p.) uygulamasinin kan basinci ve kalp

hipertrofisi lizerindeki etkilerini,

2. Pulmoner arterlerde H»S ile indiiklenen gevseme yanitlar1 ve diger damar yanitlari

tizerinde PAH ve NayS tedavisinin etkilerini,

3 PAH'n ve in vivo H,S dondrii NapS tedavisinin HoS diizeyleri tizerindeki etkilerini
inceleyerek H.S’in pulmoner arter hipertansiyonundaki olasi tedavi edici potansiyelini

arastirmaktir.

Pulmoner arteriyel hipertansiyonda H»S'in yararl etkileri bulundugu taktirde H.S'i
hedefleyen ilaglarin PAH tedavisinde etkili olabilecegini ve yeni tedavi secenekleri

olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.



Genel Bilgiler
1.1. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyonun Tanimi

Pulmoner hipertansiyon (PH), pulmoner arter basmcinin ve vazokonstriksiyonunun
artmasi ile karakterize, sag ventrikiil yetmezligi ve O6liime neden olan ilerleyici,
karmagik ve nadir goriilen bir hastaliktir (1lgin, Burukoglu, Atli ve Sirmagul, 2012; M.
Zhang ve digerleri, 2019). Subat 2018’de diizenlenen 6. Diinya PH
Sempozyumu’ndaki son giincellemelerle pulmoner PH’nin hemodinamik tanimi
degigmistir. Buna gore normal ortalama pulmoner arter basinct (PABO0) yaklagik
14+3.3 mmHg olarak kabul edilirken; PH, PABo > 20 mmHg olarak tanimlanmistir
(Condon, Nickel, Anderson, Mirza ve de Jesus Perez, 2019). PAB i¢in sag kalp
kateterizasyonu (SKK) araciligiyla pulmoner arter u¢ basmci (PAUB), pulmoner
vaskiiler direng (PVD), diyastolik basing farki, kalp debisi 6l¢iimleri yapilir ve bu
Olciimlerin sonuglarma gore farkli hemodinamik PH tanimlar1 bulunmaktadir. Giincel
kilavuza gore PAH; akciger hastaliklari, kronik tromboembolik PH veya diger
prekapiller PH nedenleri olmaksizin, PAUB < 15 mmHg, PVD > 3 wood iinitesi (WU)
ile tanimlandig1 ve prekapiller PH varhigiyla ayirt edilen PH hasta grubunu ifade eder
(Kucukoglu, 2016).

1.2. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyonun Patogenezi

PAH multifaktoriyel patobiyolojiye sahiptir ve bu gruba dahil olan tiim hastaliklarda
akciger dokusunun histolojisinde intimal fibrozis, medya kalinhginda artis, pulmoner
arter obstriksiyonu ve pleksiform lezyonlar goriilmektedir (Harrison W. Farber, M.D.,
and Joseph Loscalzo, M.D., 2004). Pulmoner vaskiiler duvardaki her bir hiicre tipi
(endotel, diiz kas, fibroblast) hastalikta spesifik bir rol oynar (T. K. Jeffery ve Morrell,
2002). Ayrica siddetli PH'daki en 6nemli 6zellik neointima ve hiicre dis1 matriks
olusumudur. PH'nin patogenezinde ©One c¢ikan {i¢ temel mekanizma;
vazokonstriksiyon, vaskiiler yeniden yapilanma ve trombozdur. PH gelisimindeki ilk
basamagin pulmoner vazokonstriksiyon oldugu ve bunun endotel disfonksiyonundan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Humbert ve digerleri, 2004; Yildiz, 2009). Endotel
disfoksiyonun baslangi¢ uyarani tam bilinmese de hipoksi, shear stres, inflamasyon,
genetik duyarlilik, ilag veya toksinlere yanit olarak gelismektedir. Endotel

disfonksiyonu, pulmoner endotel hiicreleri tarafindan iiretilen ve normal kosullarda
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denge halinde olan vazokonstriktor ve proliferatif mediyatorler ile [serotonin (5-HT),
endotelin (ET-1), tromboksan A (TXA2)], vazodilatér ve anti-proliferatif
mediyatorler [prostasiklin (PGI2), nitrik oksit (NO), diiz kas hiicrelerindeki potasyum
kanallar1] arasindaki dengenin bozulmasina neden olur (Humbert ve digerleri, 2004;
Ongen, 2011). Proliferatif endotel hiicreler, neden olduklar1 vazokonstriksiyon ve
vaskiiler yeniden yapilanma sonucunda pulmoner vaskiiler duvarda kalinlasmaya yol
acarak pleksiform lezyonlara neden olurlar (Yildiz, 2009). Bu lezyonlarin gelisiminde
ve vaskiiler obstriiksiyonda biiyiime faktorii genlerindeki mutasyonlarin da katkisinin
oldugu diistiniilmektedir. Pulmoner endotel tabakasinin iglevlerinden biri olan
fibrinoliz ve trombozun Onlenmesi PAH''n da dahil oldugu bircok pulmoner
hipertansiyon tiiriinde bozulmaktadir ve bu durum tromboz ile sonu¢lanmaktadir.
Akciger damarlarindaki hasar veya shear stresin bu islev bozukluguna neden
olabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica trombositler ile pulmoner arter duvar1 arasindaki
etkilesim sonucunda, trombositler pihtilasma fonksiyonlarmma ek olarak cesitli
mediyatorleri [5-HT, TXA2, trombosit aktive edici faktor (PAF), trombosit kaynakli
bliytime faktorii (PDGF), doniistiiriicti biiylime faktorii beta (TGF-B), vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi] depolayip salivererek pulmoner arterlerde
vazokonstriksiyona ve vaskiiler yeniden yapilanmaya katkida bulunurlar (Humbert ve

digerleri, 2004).

1.3. Pulmoner Hipertansiyon Semptomlar: ve Siniflandirilmasi

PH klinik belirtileri her zaman sag ventrikiil disfonksiyonu ile iligkilidir. Baslangigta
olusan oksijen tasinmasindaki bozulma ve kardiyak outputtaki azalma; sag ventrikiil
hipertrofisi, sempatik yanitlar ve dilatasyon upregiilasyonu ile kompanse edilir. Bu
nedenle hastaligin erken evresinde semptomlar yoktur veya spesifik degildir. Bundan
dolay1 ¢ogu olguda ge¢ tan1 konmaktadir. Hastalardaki bulgular: efor dispnesi, senkop,
yorgunluk, bacak ddemi, gogiis agrisi, ¢arpinti, ses kisikligi, abdominal distansiyon,
Raynaud fenomenidir (Bhatnagar, Wiesen, Dweik ve Chaisson, 2018; Galie, N.
Hoeper, M. M. Humbert ve digerleri, 2009; Oztiirk ve Sahin, 2009). 1973 yilinda
Diinya Saglhk Orgiitii tarafindan Isvigre Cenevre’de ilk PH toplantisi diizenlenmistir
(Condon ve digerleri, 2019). 2. PH toplantisi ise 1998’de Fransa Evian’da
diizenlenerek PH bes kategoriye ayrilmistir. 2008’de Kaliforniya, Dana Point’de

yapilan 4. diinya sempozyumunda Evian siniflandirmasinda bazi degisiklikler



yapilarak belirsizlikler giderilmis ve yeni kesifler siniflandirmaya dahil edilmistir

(Foshat ve Boroumand, 2017) (Tablo 1).

Tablo 1: Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESC) tarafindan yayinlanan giincel ESC

kilavuzuna gore PH simflandirmasi (Galie *, 2016)

1.Pulmoner Arteriyel
Hipertansiyon

1°. Pulmoner venookliizif hastalik
(PVOH) ve/veya pulmoner
kapiller hemanjiyomatoz (PKH)

1”°. Yenidogan persistan pulmoner
hipertansiyonu (PPHN)

2. Sol kalp hastaligina bagl
pulmoner hipertansiyon

3. Akciger hastaliklar1 veya
hipoksiye bagli pulmoner
hipertansiyon

4. Kronik tromboembolik
pulmoner hipertansiyon ve diger
pulmoner arter obstriiksiyonlar1

1.1.1diyopatik (IPAH)
1.2.Kalitsal (HPAH) 1.2.1.BMPR2 mutasyonu

1.2.2.Diger mutasyonlar

1.3.1lag ve toksinlere bagli

1.4.1. Bag dokusu hastaliklari
1.4.Diger hastaliklara bagh 1.4.2. HIV enfeksiyonu
1.4.3. Portal hipertansiyon
1.4.4. Dogumsal kalp hastalig
1.4.5. Sistozomiyaz
1°.1. Idiyopatik
1°.2. Kalitsal 1°.2.1. EIF2AK4 mutasyonu
1°.2.2. Diger mutasyonlar
1°.3. Tlag, toksin ve radyasyona bagli
1’.4. Diger hastaliklara bagl 1’.4.1. Bag doku hastaligi

1°.4.2. HIV enfeksiyonu

2.1. Sol ventrikiil sistolik iglev bozuklugu
2.2. Sol ventrikiil diyastolik islev bozuklugu
2.3.Valviiler hastalik

2.4.Dogumsal/edinilmis sol kalp giris/cikis sistem tikanikligi ve
dogumsal kardiyomiyopatiler

2.5.Dogumsal/edinilmis pulmoner ven darligt

3.1.Kronik obstriiktif pulmoner hastalig

3.2.Interstisyel akciger hastalig

3.3.Karma restriktif ve obstriiktif yapida diger pulmoner hastaliklar
3.4.Uykuda solunum bozuklugu

3.5.Alveoler hipoventilasyon bozukluklari

3.6.Kronik olarak yiiksek irtifaya maruz kalma

3.7.Gelisimsel akciger hastaliklar

4.1.Kronik tromboembolik pulmoner
hipertansiyon (KTEPH)

4.2.Diger pulmoner arter 4.2.1. Anjiosarkom

obstriiksiyonlart 4.2.2. Diger intravaskiiler timorler
4.2.3. Arterit

4.2.4. Dogumsal pulmoner arter
darliklari

4.2.5. Parazitler (Hidatidoz)



5.1.Hematolojik bozukluklar: splenektomi, kronik hemolitik anemi,

5.Mekanizmalari belirsiz ve/veya miyeloproliferatif hastaliklar

¢ok faktorlii pulmoner 5.2.Sistemik  bozukluklar:  sarkoidoz, = pulmoner histiositozis,
hipertansiyon lenfanjioleiomyomatozis, nérofibromatoz

5.3.Metabolik bozukluklar: glikojen depo hastaligi, Gaucher hastaligi,
tiroid hastalig

5.4.Digerleri: pulmoner tiiméral trombotik mikroanjiyopati, fibrozan
mediastinit, kronik bobrek yetmezligi (diyalizli/diyalizsiz), segmental
pulmoner hipertansiyon

1.4. Pulmoner Hipertansiyon Tedavisi

PH'nin tedavisi hastaligin semptomlarmi diizeltmeye yoneliktir. PH tedavisi hastanin
gereksinimlerine, hastaligin tiiriine ve ciddiyetine baghdir (Hoeper ve digerleri, 2017).
Tedavide ilk segenek ilag tedavisidir, bunun yetersiz kaldigi durumlarda mortaliteyi
Oonlemek amaciyla cerrahi yontemlere de basvurulur. Cerrahi yontemler riskleri
nedeniyle kronik stabilize vakalarda uygulanabilir. ESC'nin giincel kilavuzuna gore
PAH hastalarinin tedavisi; genel 6nlemler, destekleyici tedavi ve spesifik tedavi olmak
tizere 3 asamada ele alinmaktadir. 2015 Giincel PH Kilavuzu’na gore PAH tedavisinde
onerilen genel onlemler; hamilelikten kagimmak, grip ve pnomokok enfeksiyonuna
kars1 as1, psikososyal destek, gerekli durumlarda oksijen destegi, cerrahi
operasyonlarda epidural tercihi, denetimli egzersiz, asir1 fiziksel aktivitelerden
kaginmak ve genetik rehberlik almak seklinde siralanabilir. Destekleyici tedaviler; oral
antikoagiilan tedavisi, diiiretikler, oksijen tedavisi, digoksin uygulamasidir. Spesifik
tedaviler; kalsiyum kanal blokerleri, endotelin reseptér antagonistleri, fosfodiesteraz-
5 inhibitorleri, guanilat siklaz stimiilatorleri, prostasiklin analoglari, prostasiklin
reseptor agonistleri olarak siralanmaktadir (Galie™*, 2016). Kalsiyum kanal blokerleri
(KKB), PAH tedavisinde yaygin kabul goren ilk vazodilator ajanlardir (Medarov ve
Judson, 2015). Giincel ESC/ERS kilavuzu IPAH, HPAH ve ilaca bagh PAH
hastalarinda yliksek doz KKB tedavisi i¢in vazoreaktivite testi yapilmasini
onermektedir (Galie'*, 2016; Ishak Gabra ve digerleri, 2019). Bir prostasiklin analogu
olan epoprostenol 1995°te FDA (Amerikan Gida ve ilag Dairesi) tarafindan onaylanan
ilk PAH tedavisidir (Montani ve digerleri, 2014). Giiniimiizde gelistirilen PAH
tedavilerinin karsilastirilmasinda altin standart hala epoprostenol olarak kabul

edilmektedir (Parikh ve digerleri, 2019).



1.5. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyonda Hidrojen Siilfiir’iin Rolii

Biyolojik rolii belirlenmeden 6nce hidrojen siilfiir (H2S) kendine has ¢liriik yumurta
kokusu ile zehirli bir gaz olarak kabul edilmistir. Ilk kez Hosoki ve ark. (1997)
tarafindan H»S’in diiz kas gevsetici etkisinin gosterilmesi ile H2S’in fizyolojik bir rolii
oldugu ortaya c¢ikmistir. Wang ve ark. c¢alismalarinda (2003), bu etkinin Katp
kanallarmin ag¢ilmasi ile gergeklestigini kanitlanmistir. H2S’in pek ¢ok hiicre ve
dokuda eksprese edildigi, hem fizyolojik hem de patolojik kosullarda gesitli hiicre
fonksiyonlarinin 6nemli bir aracist oldugu gosterilmistir (Whiteman ve digerleri,
2015). H2S hem enzimatik hem de non-enzimatik yollardan iiretilen biyolojik aktif bir
gazdir. Biyolojik fonksiyonlar i¢in iiretilen H>S’in biiyiik bir kismi1 enzimatik yolla
sentezlenmektedir. H2S sentezleyen {i¢ enzim bulunur: sistatiyonin beta sentaz (CBS),
sistatiyonin gama liyaz (CSE), 3-merkaptopruvat siilfiirtransferaz (3-MST). L-sistein
her ii¢ enzim i¢in de ana substrattir. Bunlardan CBS ve CSE, direkt L-sisteini
kullanarak HaS iretirler. 3-MST ise Once L-sistein ve o-ketoglutaratin sistein
aminotransferaz (CAT) enzimi araciligiyla 3-merkaptopruvat (3-MP) olusturmasindan
sonra devreye girerek 3-MP’den H>S sentezler. CBS ve CSE, H»S sentezinde kofaktor
olarak vitamin Bs yani pridoksal 5° fosfati (PLP) kullanilir (Papapetropoulos,
Whiteman ve Cirino, 2015; Whiteman ve digerleri, 2015). CBS ve CSE sitozolde, 3-
MST ise esas olarak mitokondride ve saptanabilir 6l¢iide de sitoplazmada lokalizedir.
CSE memelilerde kardiyovaskiiler sistemde ve solunum sisteminde fazla miktarda
olmakla birlikte bunun disinda karaciger, vaskiiler ve non-vaskiiler diiz kaslarda da
bulunmaktadir (Szabd, 2007; R. Wang, 2012). CSE’nin, seg¢ici ve geri doniisiimsiiz
olarak propargilglisin (PAG) ile inhibe edildigi bilinmektedir. AOAA (aminooksi
asetik asit) ise aminotransferazlar icin genel bir inhibitdrdiir. /n vivo ve in vitro
kosullarda L-sistein tarafindan olusturulan vazodilatasyonu geri ¢evirdigi ve her iki
H2S enziminin (CSE, CBS) inhibitorii oldugu gosterilmistir (Asimakopoulou ve
digerleri, 2013). 3-MST, CBS ve CSE'ye benzer sekilde kardiyak hiicrelerde,
karacigerde perikentral hepatositlerde, bobregin proksimal tiibiiler epitelinde, beyin
gibi bircok dokuda eksprese edilir. PH’de 6nemli patofizyolojik siireglerden biri
pulmoner arter diiz kas hiicrelerinin anormal apoptozudur. Bu durum diiz kas
hiicrelerinde yapisal degisiklige ve yeniden modellenmeye yol agar. Li ve arkadaslari
PAH olusturduklar1 siganlarda in vivo kosullarda CSE inhibitorii olan PAG ile

tedavinin bu yeniden modellenmeyi arttirdigini, NaHS ile tedavinin ise bu
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modellenmeyi azaltigimi ileri siirmislerdir (W. Li ve digerleri, 2009). Hipoksi
kosullarinda NaHS tedavisi sicanlarda PAB’1 diisiirmekte ayrica pulmoner arter diiz
kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektedir (R. Wang, 2012). Bronsiyal
karsinomali hastalardan alinan pulmoner arterler ile yapilan bir ¢alismada H2S’in
giiclii bir vazodilator oldugu, endotelden bagimsiz ve doza bagimli olarak PAB’da
azalma sagladig1 gosterilmistir (Ariyaratnam ve digerleri, 2013). Tiim bu arastirmalar

PH’de H>S’in potansiyel bir tedavi olabilecegini ortaya koymaktadir.

1.6. Monokrotalin ile Indiiklenen Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon Modeli

Monokrotalin (MCT), Crotalaria spectabilis bitkisinden elde edilen bir pirolizidin
alkoloiddir (Gomez-Arroyo ve digerleri, 2011; Marsboom ve Janssens, 2004; Wilson
ve digerleri, 1992). MCT molekiilii asil etkisini karacigerde sitokrom P-450 3A
(CYP3A4) enzimi ile dehidrojenasyon sonucu olusan monokrotalin pirol (MCTP)
aktif metaboliti ile gostermektedir (Campian, Hardziyenka, Michel ve Tan, 2006;
Gomez-Arroyo ve digerleri, 2011; Wilson ve digerleri, 1992). MCT, pulmoner
damarlarda secici bir toksisiteye sahiptir ve sistemik damarlar iizerine bir etkisi
gbzlenmez (Marsboom ve Janssens, 2004). MCTP eritrositlerde birikerek kan yoluyla
akcigere taginir ve pulmoner damarlarin endotel tabakasinda disfonksiyona neden olur
(Wilson ve digerleri, 1992). MCT uygulanan siganlarda pulmoner damarlarda medya
tabakasinda hipertrofi ve mononiiklear hiicre infiltrasyonu meydana gelir. MCT
maruziyetinden 3-4 hafta sonra PAB’da, pulmoner arterlerin medya tabakasinin
kalinliginda ve sag ventrikiil hipertrofisinde artis gézlenmektedir (Gomez-Arroyo ve
digerleri, 2011). MCT modeli 1961 yilinda tanitilan ve giiniimiizde de siklikla tercih
edilen bir PAH modelidir. Modelin tek bir enjeksiyonla olusturulabilmesi, teknik
olarak ozel bir yetenek gerektirmemesi ve insan PAH’mi1 hemodinamik ve
histopatolojik olarak iyi yansitmasi modelin bu kadar fazla tercih edilmesini
aciklamaktadir (Nogueira-Ferreira ve digerleri, 2015). Pulmoner endotel hiicrelerde
hasara yol actig1 bilinmesine ragmen hala tiim toksikolojik mekanizmasi
aydinlatilamamistir (Campian ve digerleri, 2006; Gomez-Arroyo ve digerleri, 2011;

Nogueira-Ferreira ve digerleri, 2015).



Gerec ve Yontem
2.1. Deneyde Kullanilan Hayvanlar

Calismalarda 250-300 g agirliginda yetiskin erkek Wistar siganlar; kontrol grubu,
MCT grubu, MCT+NaxS grubu ve Na>S grubu olmak {izere dort gruba ayrildilar.
Sicanlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik dongiisiinde 20-24 °C sicakliktaki
havalandirmali odalarda barmndirildi ve ad libitum beslenmeleri saglandi. Tez
siiresince yapilan tiim deneyler Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun onay1 alindiktan sonra Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi ve Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji
Ana Bilim Dali Aragtirma Laboratuvari’nda yapildi. Deneylerde kullanilan cihazlar ve

kimyasal maddeler sirastyla tablo 2 ve 3’te 6zetlenmektedir.

Tablo 2: Deneylerde Kullamlan Cihazlar

Kullanilan Cihaz Uretici Firma / Ulke

Analitik Terazi AS 220 R2 (2209/0.0001 g) Radwag / Polonya

Hassas Terazi L4202i (4200g/0.01 g) Bel Engineering / Italya
Santrifiij - Universal 320R Hettich Lab Technology / USA
Su Banyosu Memmert / Almanya
Sonikator — Ultrasonic LC 30 H Elma / Almanya

pH indikator strip (0-14) Merck / Almanya

Izole Organ Banyosu Sistemi Danish Myograph / Danimarka
Powerlab 8/30 AD Instruments / Avustralya
Powerlab Octal Bridge Amp AD Instruments / Avustralya
Reusable BP Transducer AD Instruments / Avustralya
Homojenizator - Retsch CryoMill Retsch / Almanya
Spektrofotometre — Varioskan Flash Thermo Fischer Scientific / Finlandiya




Tablo 3: Deneyde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kullamlan Kimyasal Madde Uretici Firma / Ulke
Crotaline Sigma
NaxS Sigma

Heparin (Nevparin® 25.0001U/5ml)

Mustafa Nevzat ilag / Istanbul

Ketamin (Alfamine® %10)

Alfasan / Hollanda

Ksilazin (Alfazyne® %?2)

Alfasan / Hollanda

KCI Riedel de Haen
NaCl AppliChem
CaCl,.2H,0 Sigma
MgSQO4.7H,0 Merck
KH2PO, Merck
KoHPO, Merck
NaHCO; Riedel de Haen
D-(+)-glukoz monohidrat Sigma
Fenilefrin Sigma
Asetilkolin Sigma
L-sistein Sigma
AOAA (Aminooksi asetik asit) Sigma
Aprotinin Cayman
Pepstatin Bioshop
Leupeptin Cayman
PMSF (Fenilmetilsiilfonil floriir) Sigma
NazVO, Sigma

NaF Sigma
Pridoksal 5° fosfat (PLP) Sigma
ZnAc Sigma
TCA (Trikloroasetik asit) Sigma
DPD (N, N-Dietil-p-fenilendiamin) Sigma
FeCl; Sigma

BCA Protein Miktar Tayini Kiti

Bio Vision / USA
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2.2. Deneyde Kullanilan ila¢ Cozeltilerinin Hazirlanmasi
2.2.1. In-vivo Kullamlan ila¢ Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Monokrotalin ¢ozeltisi: Monokrotalin enjeksiyonu yapilacak hayvanlarin tartimi
alindiktan sonra 60 mg/kg dozda uygulama yapilabilmesi ig¢in gerekli MCT miktar1
mg cinsinden hesaplandi. Bazik bir molekiil olan monokrotalinin Pubchem'de
bildirilen ¢coztniirligiine (zayif ¢oziiniirlik %1.2/su) bakilarak, salinde ¢oziindiiriilen
MCT ¢ozeltisinin pH’s1 HCI (1 N) ile pH 7.4’ ayarlandi (H. Zhang ve digerleri, 2019)
ve 10 dakika sonikatore konuldu. Ardindan mikropartikiil boyutu Malvern Mastersizer
3000 hydro cihazi (boyut arahigi: 0.01-3500 uM) ile Slgiilerek 2.806 uM olarak
bulundu. Literatiire gére i.p. uygulamalarda olmasi1 gereken giivenli partikiil boyutu
yaklasik <75 uM oldugundan, hazirlanan siispansiyon giivenle kullanildi (Shekunov,
Chattopadhyay, Tong ve Chow, 2007).

NaoS ¢ozeltisi: Giinliik olarak yapilan tartim kayitlarindaki hayvan agirligi i¢in gerekli
olan Na,S ¢ozelti hacmi hesaplandiktan sonra hayvan basma 2.5 mg/kg/giin
konsantrasyonda olacak sekilde %0.9’luk sodyum kloriir ¢dzeltisi i¢inde c¢oziilerek

taze hazirlandi.

Ketamin/Ksilazin: Basmg¢ 0Ol¢timii yapilacak hayvanm tartimi alindiktan sonra
kilosuna uygun sekilde 60 mg/kg ketamin-5 mg/kg ksilazin gereken hacimlerde ana

stoklardan cekilerek anestezik hazirlanmustir.

2.2.2. zole Organ Banyosunda Kullanilan fla¢ Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Potasyum Klortir: Stok ¢ozeltisi (2 M) krebste ¢oziilerek taze hazirlanmastir.

Asetilkolin: Stok ¢ozelti (101 M) distile su ile taze hazirlanmus, ileri seyreltmeler

%0.9’luk sodyum kloriir ¢ozeltisi ile yapilmustir.

Fenilefrin: Stok cozelti (10 M) distile su ile taze hazirlanmus, ileri seyreltmeler

%0.9’luk sodyum kloriir ¢ozeltisi ile yapilmustr.

L-sistein: Stok ¢dzelti (5.101 M), %0.9’luk sodyum kloriir ¢ozeltisi ile taze

hazirlanmus, ileri seyreltmeler %0.9’luk sodyum kloriir ¢6zeltisi ile yapilmustir.

Na.S: Stok ¢dzelti (7.10™ M), %0.9’luk sodyum kloriir ¢dzeltisi ile taze hazirlanmis,

ileri seyreltmeler %0.9’luk sodyum kloriir ¢ozeltisi ile yapilmustr.
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AOAA: Stok ¢ozelti (10 M) krebste ¢oziilerek taze hazirlanmustir.

2.2.3. Krebs Cozeltisinin Hazirlanmasi

2.2.3.1. Konsantre Krebs (x20) Hazirlanmasi

Tablo 4’te verilen maddeler uygun miktarlarda hassas terazide tartilarak once bir

miktar distile su igerisinde ¢ozilindiiriildiikten sonra distile su ile hacim 2 litreye

tamamlandi.

Tablo 4: Konsantre Krebs Hazirlamada Kullamlan Maddeler

Madde Miktar (g)
KCI 14
MgSO..7H,0 11.9
KH2PO, 6.4
CaCl,.2H,0 14.8

NaCl 276

2.2.3.2. Normal Krebs Hazirlanmasi

Konsantre krebs ¢Ozeltisinin 50 ml’si bir miktar distile su igerisine alindi. Ardindan

tablo 5°te verilen maddeler hassas terazide tartilarak tizerine eklendi ve distile su ile

hacim 1 litreye tamamlandi.

Tablo 5: Normal Krebs Hazirlamada Kullanilan Maddeler

Madde Miktar (g)
NaHCO; 2.1
D-(+)-glukoz monochidrat |2
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2.3. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon Modelinin Olusturulmasi

Sicanlarda PAH olusturmak i¢in 60 mg/kg MCT tek doz intraperitoneal (i.p.) olarak
enjekte edildi (Feng ve digerleri, 2017; J. M. Kay, Smith, Heath ve Will, 1976; J.
Michael Kay, 2017; Nogueira-Ferreira ve digerleri, 2015). Kontrol ve MCT gruplarina
fizyolojik salin ¢6zeltisi, MCT+NaxS ve NazS gruplarina ise Na S (2.5 mg/kg/giin)
¢ozeltisinin i.p. enjeksiyonu yapildi. MCT modelinde 21 giinliik bekleme periyodunun
ardindan PAH olusumu gergeklestigi bilinmektedir (Lai, Olson ve Gillespie, 2017;
Nakazawa, Hori, Ozaki ve Karaki, 1999). Bu nedenle siganlarda basing 6lgiimii ve
izole organ banyosu deneyleri i¢in 21 giin beklenmistir. Caligmada kontrol ve NazS
grubu i¢in 8'er ve MCT ve MCT+ NaxS grubu i¢in 10 hayvan olmak tizere toplam 36

adet sigan kullanilmis ve sicanlar 4 gruba ayrilmiglardir.
Grup 1; 21 giin i.p. fizyolojik salin ¢6zeltisi enjeksiyonu yapilan kontrol siganlar (K)

Grup 2; MCT ile PAH gelistirilen 21 giin i.p. fizyolojik salin ¢6zeltisi enjeksiyonu
yapilan si¢anlar (MCT)

Grup 3; MCT ile PAH gelistirilen 21 giin i.p. Na2S enjeksiyonu ile tedavi edilen
sicanlar (MCT+NayS)

Grup 4; 21 giin i.p. NazS enjeksiyonu yapilan si¢anlar (NayS)

2.4. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyonda Na,S Tedavisi

MCT+NaxS ve NazS gruplarina tedavi icin MCT enjeksiyonundan itibaren 21 giin
boyunca her giin 2.5 mg/kg/giin olacak sekilde i.p. enjeksiyon yapildi. Kontrol
grubuna ise 21 giin boyuca intraperitoneal fizyolojik salin ¢ozeltisi enjeksiyonu

yapildi.

Caligmamizda kullandigimiz NaxS dozu, bronsiyal karsinomali hastalardan alman
pulmoner arter ringlerinde gevsetici etkiyi ve ayni hastalardan alman izole perfiize
akciger lobunda arteriyel basingta anlamli azalma saglayici etkiyi olusturan ve ayrica
tedavi edici etkinlik i¢in dolasimda H2S konsantrasyon araligmimn 50-500 uM olmasi
gerektigini bildirilen ¢alisma esas alinarak hesaplanmistir (Ariyaratnam ve digerleri,
2013). Bunun yaninda, literatiirde MCT ile indiiklenmis PH olusturulan erkek Wistar
sicanlarda kan basincinda istatistiksel olarak anlamli diisiis saglayan NaHS dozu (56

mikromol/kg) dikkate alinarak ve Na>S’in daha saf oldugu g6z 6niinde bulundurularak
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uygulamig oldugumuz H2S dondrii i¢in kullanilacak dozun hesabi yapilmistir (Feng ve
digerleri, 2017).

2.5. Sag Ventrikiil Basincinin Olgiilmesi

Tim gruplara ¢alismanin 22. giiniinde, 60 mg/kg ketamin-5 mg/kg ksilazin karigimi
araciligiyla anestezi uygulandi. Anestezinin derinligi ¢imdikleme refleksi ve korneal
refleks ile kontrol edildi. PAB’1 dogrudan 6l¢gmek miimkiin olmadigi ve sag ventrikiil
basincinn PAB’a esdeger oldugu gosterildigi i¢in basing Olgiimii sag ventrikiil
kateterizasyonu ile yapildi (J. M. Kay, Crawford ve Heath, 1967). Ksifoidin altindan
bir insizyon yapilarak cilt iki yana kesildi, ardindan abdominal duvar kesilerek karin
boslugu diyafram boyunca agildi. Inferior vena cava ipek iplik ile baglandi. Ucunda
bir kateter bulunan 23-gauge igne yardimiyla sag ventrikiile girilerek katater burada
birakildi (Resim 1) ve bir basing transduser araciligyla dogrudan sag ventrikiildeki
basing veri kayit sistemine aktarildi (Ma, Mao ve Rajagopal, 2016) (Resim 2 ve 3).

Resim 1: Kateter ile Sag Ventrikiil Basincimin Olgiimii
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Resim 3: Basin¢ Kayit Sistemi (Powerlab Veri Kayit Sistemi)

2.6. Sag Ventrikiil Hipertrofisinin Olgiilmesi

Pulmoner hipertansiyonlu hayvanlarda kalpte sag ventrikiil hipertrofisinin
belirlenebilmesi igin sag ventrikiil, sol ventrikiil ve septal duvardan ayrildi. Daha sonra
oranlama yapabilmek i¢in sag ventrikiil ve kalbin kalani (sol ventrikiil ve septum) ayr1
ayr1 tartilarak birbirine oranlandi. Sag ventrikiil hipertrofisi: [(sag ventrikiil/(sol

ventrikiil+septum)].
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2.7. Izole Organ Banyosu Deneyleri

Sicanlarda sag ventrikiil basinci dl¢limiiniin ardindan, yiiksek doz anestezi ile hayvan
Otenazi edildi, sonra kalp ve akcigerleri hizla soguk Krebs ¢ozeltisi (NaCl [119 mM],
KCI [4.7 mM], CaCl; [2.5 mM], MgSQO4.7H20 [1.2 mM] KH2PO4 [1.2 mM], NaHCOs
[25 mM], D- glukoz [11 mM], pH 7.4) igine alinarak ve ana pulmoner arter ile sag ve
sol olmak tizere yan dallar da akcigerden temizlenerek ¢ikarildi (Resim 3). Kalp,
akciger dokusu, sag pulmoner arter, sol pulmoner arter ve ana pulmonerlerden organ
banyosu deneyinde kullanilmayan arterler H2S ol¢timleri yapilana kadar -80 °C’ye
kaldirild1. izole edilen ana pulmoner arterler 37 °C’de %95 O, - %5 CO> karisimiyla
stirekli olarak gazlandirilan, pH’s1 7.4 olan Krebs soliisyonu iceren DMT marka
miyografin (Danish Myogarph, Danimarka) 5 ml’lik banyolarmna endotel tabakasina
zarar vermeden asildi (Resim 4 ve 5). Ana pulmoner arterlere izometrik olarak 10 mN
ongerilim uygulandi. Ardindan dokular 15 dakikalik araliklarla Krebs soliisyonu ile
yikanarak 90 dakika dinlenme periyoduna birakildi. Izometrik gerilimdeki
degisiklikler Powerlab kayit sistemi ile bilgisayar ortamina aktarildi. Dokularin
canliligin1 tespit edebilmek ve endotele bagh gevseme cevaplarini arastirmak amaciyla
dokular dnce 60 mM KClI ile kastir1ld1 ve ardindan tek doz 10° M asetilkoline (ACh)
kars1 gevseme yanit1 alindi. Ardindan 10 M fenilefrin (Fen) ile kastirild1 ve 10°-10°
M asetilkolin ile kiimiilatif olarak gevseme yanit1 alind1. %40°’tan fazla gevseme alinan
dokular saglikli kabul edildi. izole organ banyosuna asilan ana pulmoner arter ring
preparatlarinda ise asagidaki protokol uygulandi. Endojen HzS iiretiminin roliinii
incelemek i¢in kiimiilatif dozlarda H>S onciilii L-sistein, eksojen H2S'in etkisini
gormek ve H>S'in downstream mekanizmalarinin roliinii incelemek igin ise H2S
donorii olarak NazS verilerek bu ajanlara kars1 gelisen konsantrasyona baglh gevseme
yanitlar1 degerlendirildi. Deneylerde ayrica endojen H2S'in roliinii aragtirmak i¢in L-
sistein doz yanit egrileri H2S sentez inhibitorii AOAA (amino-oksiasetat) varliginda
ve yoklugunda tekrarlandi. Izole organ banyosunda kullanilan L-sistein kiimiilatif
gevseme konsantrasyon araligi, kontrol sicanlarm pulmoner arterleri ile o6n
calismalardan elde ettigimiz gevseme yanitlarmna gére belirlendi. On calismalarimizda
kiimiilatif olarak 10®° - 3.10% M arahiginda L-sistein ile multifazik yanitlar (kasilma-
gevseme-kasilma) alindigindan, bu yanit egrilerinden L-sistein'in sadece gevseme

yanit1 olusturdugu doz arahg: segilerek calismada L-sistein doz araligi 10 - 2.10° M
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olarak belirlendi. Bu bilgiler 1s1ginda konsantrasyon yanit egrilerimiz agsagidaki gibi

siralanmaktadir:

1. 60 mM KCI - 10° M ACh

2.10° M Fen — (10°-10%) M ACh
3.10° M Fen - (10*- 2.10° M) L-sistein

4. 10° M Fen - (10* - 2.10° M) L-sistein (2 mM, 30 dk. AOAA inkiibasyonu

varliginda)

5.10° M Fen - (10°- 10 M) Na,S

Resim 5: izole Organ Banyosu (DMT Miyograf)
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2.8. Doku Homojenizasyonu

Ana, sag, sol pulmoner arterler ve akciger dokular1 homojenizasyondan dnce hassas
terazide tartildi. Homojenizasyon tamponu pH’s1 7.4 olan fosfat tamponunun (0.1 M
K2HPOQO4 ¢ozeltisinin pH’1 0.1 M KH2POy ile ayarland1) igerisine proteaz (10 mg/ml
aprotinin, 10° mM pepstatin, 0.02 mM leupeptin, 0.5 mM PMSF) ve fosfataz
inhibitorleri (0.2 mM NasVOs, 0.05 mM NaF) eklenerek hazirlandi. Dokular
homojenizasyon tamponu ile sivi azot altinda cryomill (Retsch, CryoMill) cihazinda
toz haline getirildi (Resim 6). Ependorfta bulunan doku miktarina gére hesaplanan
hacimde (doku miktarmm 15 kat1 olacak sekilde) homojenizasyon tamponu (pul)
dokulara eklendi. Dokular +4°C’de 60 dakika ratotorde cevrildi. Ardindan dokular
tekrar cryomill cihazinda homojenize edildi. Homojenatlara ependorftaki doku
miktarinin 15 kat1 hacimde homojenizasyon tamponu eklendi. Homojenatlar +4°C’de
10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi (Resim 7) ve siipernatant kismi alinarak
homojenat elde edildi. Homojenatlar protein miktar tayini (BCA) ve hidrojen siilfiir

diizeylerinin 6lgiilmesi (metilen mavisi deneyi) igin -86°C’de saklandi.

Resim 6: Homojenizator (Retsch, CryoMill)
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Resim 7: Sogutmah Santrifiij (Hettich Lab Technology)

2.9. Total Protein Hesaplama

H>S diizeyleri 6l¢iilecek doku homojenatlarindaki protein miktarlari, bikinkoninik asit
analizi (BCA) ile belirlenmistir. Bu analiz igin BCA protein kiti (Bio Vision)
kullanilmistir. BCA analizinin prensibi, alkali ortamda proteinlerin Cu?"’yi Cu*’e
indirgemesi ve olusan BCA-bakir kompleksinin mor renk vermesine dayanmaktadir.

Bu mor renk 562 nm’de spektrofotometrede Slgiiliir.

BCA kitindeki standart (10 mg/ml) 1:2 oraninda ultra saf distile su ile seyreltilerek
500 - 250 - 125 - 62.5 - 32.25 pg konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi.

BCA kit ¢ozeltisinin hacmi kullanilan her mikroplaka kuyucuga 100 pl eklenecek
sekilde hesaplandi. Toplam hacimde 50 birim BCA reaktifi, 1 birim bakir reaktifinden
olacak sekilde BCA kit ¢ozeltisi hazirlanda.

Homojenatlar ultra saf distile su ile 1:20 oraninda seyreltildi. Homojenatlardan ve
standartlardan 50 pl olacak sekilde mikroplaka kuyucuklarma yiliklendikten sonra
BCA kit ¢ozeltisinden 100 pl hem homojenatlarin hem de standartlarin oldugu
kuyucuklara eklendi. Mikroplaka sikica parafilmlendikten sonra aliiminyum folyoya
sartli sekilde 60°C su banyosunda 1 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan mikroplaka
¢ok modlu plak okuyucuda (Varioscan, Thermo Scientific - Finlandiya) 562 nm’de
okutuldu (Resim 8). Homojenatlarin protein miktarlar1 hesaplandiktan sonra metilen

mavisi deneyinde kullanilmak iizere -86°C’de saklandi.

19



Resim 8: Varioscan Cok Modlu Plak Okuyucu (Thermo Scientific)

2.10. HS Diizeylerinin Olgiilmesi

Metilen mavisi yontemiyle dokulardaki hidrojen siilfiir diizeyleri 6l¢tildii.

250-125-62.5-31.25-15.6 - 7.8 - 3.9 uM konsantrasyonlarinda olacak sekilde Na>S
tartimi alinip pH 7.4 fosfat tamponunda ¢o6zillerek ve seyreltilerek standartlar

hazirlandi.

BCA kiti ile yapilan protein analizinin sonuglarina goére 25 pg protein igeren
homojenat hacmi hesaplandi. Ardindan homojenatlarin {izerine toplam hacim 250 pl
olacak sekilde; fizyolojik tuz ¢ozeltisi (% 0.9, 15 ul), pridoksal 5° fosfat (2 mM, 50
ul), L-sistein (10 mM, 5 pl) eklendi ve eksik kalan miktar pH 7.4 fosfat tamponu ile
tamamland1. Ornekler 30 dakika 37°C’de bekletildikten sonra tiim &rnekler, standartlar

ve kor i¢in asagidaki reaktifler sirasiyla eklendi:

1. 125 ul %1 ZnAc eklenir ve yavasca sallanir.

2. 125 p1 %10 TCA eklenir.

3. 66.5 ul DPD eklenir, hizli ve dik bicimde sallanir.

4. 66.5 ul FeCls eklenir.

15 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletilir. Ardindan +4°C’de 10.000 rpm’de 5

dakika santrifiijlendi. Tiim Ornekler, standartlar ve kor mikroplakaya 200 pul olacak
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sekilde pipetlendi. Ardindan mikroplaka ¢ok modlu plak okuyucuda 650 nm’de
okutuldu ve 10. dakikada okutulan degerler alindi. Absorbans Ol¢iimiinden sonra

analiz yapilarak her 6rnek i¢in hidrojen siilfiir konsantrasyonu hesaplandi.

2.11. istatistiksel Analiz

Bu c¢alismadaki tiim veriler ortalama + SEM olacak sekilde verilmistir. Gevseme
yanitlart 6n kastiriciyla olusturulan maksimum yanitmin yiizdesi olarak ifade
edilmistir. Kasilma ve gevseme yanitlarmin degerlendirilmesinde LabChart 7.0
yazilimi kullanilmistir (LabChart Software, San Diego, CA, ABD). Istatistiksel
analizler GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) yazilimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Emaks Ve PD2 degerleri karsilastirilmistir. Gruplar
aras1 karsilastirmalarda ANOVA ardindan Bonferroni’s Coklu Karsilagtirma Testi
kullanilmis ve P<0.05 istatistiksel anlamli kabul edilmistir. Vaskiiler yanitlarinin
konsantrasyon diizeyinde karsilastirmalarinda ise ¢ift yonli ANOV A uygulanmistir.

N, caligmada kullanilan hayvan sayisin1 gostermektedir.
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Bulgular

3.1. MCT Uygulamasi ve Na,S Tedavisinin Sican Sag Ventrikiil Basinc1 Uzerine
Etkisi

Sag ventrikiil basinci, Kontrol grubuna kiyasla MCT grubunda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artmustir. MCT+NazS grubunda ise bu artis istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azalmistir. Kontrol grubu ile NaxS tedavisi alan gruplar (MCT+NazS ve NaxS)

arasinda pulmoner arter basinci agisindan istatistiksel anlamli bir fark yoktur (Sekil 1).

En 40- tekek
2 304
(]
@
+4+4+
= - R
= 20- Moo, o
Z
S
'S 10- /
»
. . %
Kontrol MCT MCT + Na,S Na,S

Sekil 1: Sicanlardaki Sag Ventrikiil Basinclar:

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. ***P<0.001, Kontrol ile MCT; *"P<0.001, MCT
ile MCT+NazS, Tek Yonlii ANOVA Testi - Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol
(n=8), MCT (n=10), MCT+NazS (n=10), Na.S (n=6).

3.2. MCT Uygulamasi ve Na;S Tedavisinin Sican Sag Ventrikiil Hipertrofisi

Uzerine Etkisi

[Sag ventrikiil/(sol ventrikiil+septum)] agirlik oranlar1 MCT grubunda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir. MCT+Na.S grubunda
ise bu oran MCT grubuna kiyasla anlamli olarak azalmigtir. Kontrol ile Na.S tedavisi
alan gruplar (MCT+NazS ve NaS) arasinda istatistiksel olarak bir anlaml bir fark
yoktur (Sekil 2).
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Sekil 2: Sicanlarda Sag Ventrikiil Hipertrofisi

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. **P<0.01, Kontrol ile MCT; ""P<0.01, MCT ile
MCT+Na,S, Tek Yonli ANOVA Testi - Bonferroni's Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol
(n=8), MCT (n=10), MCT+NazS (n=10), Na.S (n=7).

3.3. izole Organ Banyosunda Sican Ana Pulmoner Arter Yamtlan

3.3.1. Potasyum Kloriir (KCI) Yamtlar

60 mM KCI kasilma yanitlar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda, MCT grubunda
istatistiksel olarak anlamh diizeyde azalmistir. Kasilmadaki bu azalma MCT+NaxS
grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde geriye donerek normalize olmustur.
Kontrol grubu ile Na;S tedavisi alan gruplar (MCT+NazS ve NayS) arasinda KCI

kasilmalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 3).
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Sekil 3: Sican Ana Pulmoner Arterinde 60 mM KCIl Kasilma Yamtlari

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. ***P<0.001, Kontrol ile MCT, "P<0.05, MCT ile
MCT+Na,S Tek Yonlit ANOVA Testi - Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol
(n=8), MCT (n=10), MCT+NazS (n=10), Na.S (n=7).

3.3.2. KCl Sonrasi Tek Doz (10°M) ACh Gevseme Yanitlan

60 mM KCI kasilma yanitlar1 sonras1 tek doz uygulanan ACh gevsemesi, MCT
grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis buna karsin MCT+Na,S
grubunda ise bu gevsemenin anlamli diizeyde artarak normalize oldugu gézlenmistir.
Kontrol grubu ile Na,S tedavisi alan gruplar (MCT+NazS ve NayS) arasinda KCI
sonrasi ACh gevseme yanitlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir (Sekil 4).
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Sekil 4: Sican Ana Pulmoner Arterinde 60 mM KCI Sonrasi Tek Doz (1()'5 M) ACh
Gevseme Yamtlari

Veriler ortalama = SEM olarak verilmistir. **P<0.01, Kontrol ile MCT; *P<0.05, MCT ile
MCT+Na,S, Tek Yonli ANOVA Testi - Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol
(n=8), MCT (n=10), MCT+NazS (n=10), Na.S (n=6).

3.4. Fenilefrin On kastirma Sonrasi Kiimiilatif Asetilkolin Gevseme Yanitlar

Sican ana pulmoner arterinde tek doz 10 M fenilefrin 6n kastirmasi sonrasi kiimiilatif
10°-10° M ACh gevseme yanitlar1 almmustir. Fenilefrin 6n kastirmalarmn gruplar arasi
karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark go6riilmemistir (Veri
gosterilmemistir). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT grubunda maksimum
ACh gevseme yanitlar1 istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalmistir. Bu azalma 10
7,10 ve 10° M dozlarinda goriilmektedir. MCT+Na2S grubunda ise gevsemedeki bu
azalma geriye cevrilmis, 10° ve 10° M dozlarinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Sekil 5). ACh duyarlilig1 agisindan degerlendirildiginde gruplar arasi

pD- karsilastirmalarinda istatistiksel herhangi bir anlamli fark gozlenmemistir (Tablo

6).
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Sekil 5: Sican Ana Pulmoner Arterinde Fenilefrin On kastirma (10° M) Sonrasi
Kiimiilatif Asetilkolin Gevseme Yanitlar

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. ***P<0.001, *P<0.05, Kontrol ile MCT; *P<0.05,
MCT ile MCT+NazS, iki Yonli ANOVA Testi - Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi.
Kontrol (n=8), Na,S (n=8), MCT+Na.S (n=9), MCT (n=9).

Tablo 6: Fenilefrin On Kastirma Sonras: Asetilkolin Duyarlihg.

Veriler ortalama +SEM olarak verilmistir. Tek Yonlii ANOVA Testi — Bonferroni’s Coklu

Karsilastirma Testi.

ACh pD,ASEM
Kontrol 6.43+0.09
MCT 6.29+0.21
MCT+Na,S 6.53+0.13
Na,S 6.67+0.28

3.5. Fenilefrin On Kastirma Sonrasi1 Kiimiilatif L-sistein Yamtlar

Sican ana pulmoner arterinde daha once bildirdigimiz gibi kontrol hayvanlarda 6n
denemeler ile belirledigimiz L-sisteinin gevseme olusturdugu konsantrasyon araligi
acilarak, 10® M fenilefrin 6n kastirmasi sonrast 10%-2.10° M araliginda L-sistein
yanitlar1 alinmistir. Bu aralikta tiim konsantrasyonlarda kontrol grubunda gevseme

yanit1 gozlenirken, MCT grubunda bu gevsemeler istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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inhibe olmustur. Hatta 10 ve 5.10* M konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla
MCT grubunda kasilma gdzlenmisti. MCT grubunda 10* ve 5.10% M
konsantrasyondaki kasilma yanitlar;, MCT+Na.S grubunda (yani Na.S tedavisi
varliginda) gevseme yanitina doniismiistiir ve gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidr. 103-2.10° M konsantrasyonlar1 arasmda MCT grubuyla
kiyaslandiginda MCT+Na>S grubunda her konsantrasyonda gevseme yanitlari
istatistiksel anlamli diizeyde artmistir (Sekil 6). PAH ve Na,S tedavisinin sigan ana
pulmoner arterlerinde L-sistein duyarlilig1 {izerinde herhangi bir etkisi bulunmamistir
(Tablo 7).

[ KONTROL
Em MCT
MCT+Na,S

10 5.10% 1073 1,5.10° 2103
L-sistein [M]

Sekil 6: Fenilefrin On Kastirma Sonrasi Kiimiilatif L-sistein Yamtlar1 (Kontrol, MCT ve
MCT+Na,S)

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05, Kontrol ile
MCT; **"P<0.001, **P<0.01, *P<0.05, MCT ile MCT+NazS, Tek Yo6nli ANOVA Testi -
Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol (n=7), MCT (n=7), MCT+Na,S (n=9).
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Tablo 7: Fenilefrin On Kastirma Sonrasi L-sistein Duyarhhig:.

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. Tek Y6nlit ANOVA Testi - Bonferroni’s Coklu

Karsilagtirma Testi.

L-sistein pD,+SEM
Kontrol 2.38+0.09
MCT 2.47+0.21
MCT+Na,S 2.37+0.13

3.6. AOAA (2 mM) varhgnda Fenilefrin
On Kastirma Sonrasi L-sistein Yamtlari

Sican ana pulmoner arterinde 30 dk, 2 mM AOAA inkiibasyonunun ardindan 10° M
fenilefrin 6n kastirmasi sonras1 10#-2.10°3 M araliginda L-sistein yanitlar1 alinmistir.
10* ve 5.10* M L-sistein konsantrasyonlarinda, MCT grubunda kasilma gdzlenirken,
MCT+Na.S grubunda gevseme gozlenmistir ve gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir. 102 ve 1,5.10° M L-sistein yanitlarmda MCT grubuna kiyasla
MCT+NazS grubunda gevseme yanitlar1 anlamli olarak artmustir. 10 ve 2.10° M L-
sistein yanitlarmnda MCT+Na2S grubuna kiyasla MCT+NaS+AOAA grubunda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis goriilmektedir (Sekil 7).
. VCT

MCT+Na,S
] MCT+NayS + AOAA

% Gevseme

10 5.10* 1073 1,5.10° 21073
L-sistein [M]

Sekil 7: 2 mM AOAA inkiibasyonlu Fenilefrin On Kastirma Sonrasi Kiimiilatif L-sistein
Yamtlar1 (MCT, MCT+Na.S ve MCT+Na:S+AOAA)
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Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. ***P<0.001, *P<0.05, MCT ile MCT+NaS;
*P<0.001, *"P<0.01, MCT+NaS ile MCT+Na;S+tAOAA, Tek Yonlii ANOVA Testi -
Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. MCT (n=7), MCT+NaS (n=9), MCT+Na,S+AOAA
(n=6).

3.7. Fenilefrin On Kastirma Sonrasi Kiimiilatif Na>S Yanmitlari

Sigan ana pulmoner arterinde 10® M fenilefrin 6n kastirmasi sonras1 kiimiilatif 107-
10° M NazS gevseme yamtlar1 alinmistir. 10° ve 3.10° M dozlarda kontrol grubunda
gevseme yanitlari; MCT grubunda ise kasilma yanitlar1 gozlenmistir ve aralarmdaki
fark istatistiksel olarak anlamlidir. 10 M dozda Na,S gevseme yanit1 kontrol grubuna
kiyasla MCT grubunda istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde azalmstir. 3.10* ve 107
M dozlarda MCT grubuna kiyasla MCT+NaS grubundaki gevseme yanit1 istatistiksel
olarak anlamli sekilde artmustir (Sekil 8). MCT uygulanan hayvanlarda sigan pulmoner

arterlerinde kiimiilatif Na,S yanitlarina kars1 duyarlhilik artmistir (Tablo 8).

3 KONTROL
@ MCT
MCT+Na,S

1001

+++

% Gevseme

-100

1~ 846 [ 310 1073
Na,S [M]

Sekil 8: Fenilefrin On Kastirma Sonrasi Kiimiilatif Na,S Yamitlar (Kontrol, MCT ve
MCT+Na.S)

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. ***P<0.001, **P<0.01, Kontrol ile MCT;
"*P<0.001, "P<0.05, MCT ile MCT+Na,S, Tek Yonlii ANOVA Testi - Bonferroni’s Coklu
Karsilastirma Testi. Kontrol (n=8), MCT (n=8), MCT+NazS (n=7).
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Tablo 8: Fenilefrin On Kastirma Sonrasi Na,S Duyarhihig

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. **P<0.01, Kontrol ile MCT, Tek Yonli ANOVA
Testi - Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi.

Na,S pDASEM
Kontrol 4.63+0.17
MCT 3.83+0.08**
MCT+Na,S 3.75+0.10

3.8. MCT Uygulamasi ve Na>S Tedavisinin Sican Akciger ve Pulmoner

Arterindeki H,S Diizeyleri Uzerine Etkisi
3.8.1. Akciger Dokusunda H2S Diizeyleri

Akciger dokusunda bazal H»S diizeyleri, kontrol grubuyla kiyaslandiginda MCT grubu
ve NaxS tedavisi alan gruplar (MCT+NazS ve NayS) arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gostermemistir (Sekil 9).

w
J

N
1

-
1

H,S nmol/mg prot.*dk™!

Kontrol MCT MCT+Na,S Na,S

Sekil 9: Akciger dokusunda bazal H>S diizeyleri

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. Tek Yonli ANOVA Testi - Bonferroni's Coklu
Karsilastirma Testi. Kontrol (n=8), MCT (n=10), MCT+Na.S (n=10), NazS (n=8).

L-sistein inkiibasyonu varliginda akciger dokusundaki H2S diizeyleri, kontrol grubuna

(bazal) kiyasla L-sistein grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir. MCT
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grubunda ise L-sistein grubuna kiyasla anlamli bir azalma vardir. MCT grubu ile
MCT+NazS grubu arasinda ise anlamli bir fark bulunamamustir. L-sisten grubuyla
Na>S tedavisi alan gruplar (MCT+NazS ve NazS) arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark yoktur (Sekil 10).

3 Kontrol

3 L-sistein

@l MCT+L-sistein
MCT+Na,S L-sistein

i Na,S L-sistein
$ 7
52 z.
g
o
£
°
E 11
7]
N
T
: %

Sekil 10: L-sistein inkiibasyonu varhginda akciger dokusundaki H.S diizeyleri

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. “*P<0.001, Kontrol (bazal) ile L-sistein, **P<0.01,
L-sistein ile MCT, Tek Yo6nliit ANOVA Testi - Bonferroni's Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol
(n=8), L-sistein (n=8), MCT (n=7), MCT+NaS (n=6), Na.S (n=8).

3.8.2. Pulmoner Arter H2S Diizeyleri

Pulmoner arterlerde bazal H,S diizeyleri, kontrol (bazal) grubuyla kiyaslandiginda
MCT grubu ve NaS tedavisi alan gruplar (MCT+NazS ve NazS) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik gostermemistir (Sekil 11).
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(2]
]

H
1

N
1

H,S nmol/mg prot.‘*dk'1

B

Kontrol MCT MCT+Na,S Na,S

o

Sekil 11: Pulmoner arterlerde bazal H»S diizeyleri

Veriler ortalama = SEM olarak verilmistir. Tek Yonli ANOVA Testi - Bonferroni's Coklu
Karsilastirma Testi. Kontrol (n=8), MCT (n=7), MCT+NazS (n=7), NazS (n=5).

L-sistein inkiibasyonu varliginda pulmoner arterlerdeki H2S diizeyleri, kontrol (bazal)
grubuna kiyasla MCT grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir.
MCT+NazS grubunda ise MCT grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artmustir. Kontrol ile NaoS tedavisi alan gruplar (MCT+Na.S ve NazS) arasinda
istatistiksel olarak bir anlamli bir fark yoktur (Sekil 12).

3 Kontrol L-sistein

@ VCT L-sistein

MCT+Na,S L-sistein
Na,S L-sistein

H,S nmol/mg prot.’*dk'1

Sekil 12: L-sistein inkiibasyonu varhginda pulmoner arterlerdeki H>S diizeyleri

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. ***P<0.001, Kontrol ile MCT, "'P<0.01, MCT ile
MCT+Na.S, Tek Yonli ANOVA Testi - Bonferroni's Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol
(n=5), MCT (n=6), MCT+Na,S (n=6), Na,S (n=6).
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Tartisma

Pulmoner arteriyel hipertansiyon, pulmoner arterlerde tromboz, inflamasyon, vaskiiler
yeniden yapilanma ve vazokonstriksiyon mekanizmalarini igeren ilerleyici bir
hastaliktir (Nogueira-Ferreira ve digerleri, 2015). Vaskiiler yapida meydana gelen bu
degisiklikler sonucunda gelisen obstriiksiyon kan akigini kisitlamakta ve pulmoner
arter basincini arttirmaktadir. Buna bagli olarak hastalarda sag ventrikiil hipertrofisi
ve sonug olarak sag ventrikiil yetmezligi gelismektedir (Sztuka ve Jasinska-Stroschein,
2017).

Monokrotalin (60 mg/kg) ile olusturulan PAH modeli, deneysel PAH modelleri
arasinda hem uygulama kolayligi hem de insan PAH’m1 hemodinamik ve
histopatolojik agidan iyi yansitmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen modeldir (Gomez-
Arroyo ve digerleri, 2011; Nogueira-Ferreira ve digerleri, 2015). Endotel
disfonksiyonu PAH patogenezindeki en temel mekanizmadir. Monokrotalinin PAH
olusturma mekanizmasindan sorumlu olan aktif metaboliti karacigerde olusan
MCTP’dir. Bu molekiil eritrositlerde birikerek akcigerlere tasmir ve spesifik olarak
pulmoner damarlarin endotel tabakasinda disfonksiyona neden olur (Wilson ve
digerleri, 1992). Bu nedenlerle ¢alismamizda pulmoner arteriyel hipertansiyon

olusturmak i¢in monokrotalin modeli kullanilmustir.

Giiniimiizde H2S’in pek ¢ok hiicre ve dokuda sentezlendigi, hem fizyolojik hem de
patolojik kosullarda ¢esitli hiicre fonksiyonlarina aracilik eden bir sinyal molekiilii
oldugu kabul edilmektedir (Whiteman ve digerleri, 2015). H>S’in torasik aorta, portal
ven ve ileum gibi diiz kaslarda gevsetici etkisinin oldugu (Hosoki ve digerleri, 1997),
brongiyal karsinomali hastalardan alinan izole insan pulmoner arterinde giiclii
vazodilator etki olusturdugu ve boylelikle pulmoner arter basincinda azalma sagladigi
gosterilmistir (Ariyaratnam ve digerleri, 2013). H2S’in fizyolojik ve patolojik
stireglerdeki etkisinin arastirildigi ¢alismalarda, eksojen H2S donorii olarak siklikla
NaHS ya da Na,S kullanilmaktadir. Her iki ajan da pH bagimli hizli ayrisan basit
sodyum tuzlaridir. NaHS in ticari {irlinlerine bakildiginda diisiik safliga sahip oldugu
dikkat ¢ekmektedir (>% 60 saflik) (Whiteman ve digerleri, 2015). Bu nedenle
calismamizda PAH tedavisinde H.S’in roliinii arastirmak {izere eksojen H>S kaynagi
olarak >%98 saflikta Na>S (Na2S.9H-0, sodyum siilfit nonahidrat) tercih edilmistir.
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Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon Gelisimi ve Sag Ventrikiil Hipertrofisi

Pulmoner arter basincmi dogrudan O6lgme imkani olmadigindan sag ventrikiil
basincimnin pulmoner arter basincina esdeger oldugu kabul edilmektedir (J. M. Kay ve
digerleri, 1967). Calismamizda, sag ventrikiil basincinin kontrol grubuna kiyasla MCT
grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi gozlenmistir, bu sonu¢ daha
onceki caligmalarda MCT ile indiikklenen PAH modelinde gozlenen sag ventrikiil
basinci (Ilgin ve digerleri, 2012) ve pulmoner arter basincindaki (Feng ve digerleri,
2017) artig ile uyumludur. PAH'da [sag ventrikiil/(sol ventrikiil+septum)] orani, sag
ventrikiil hipertrofisinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (C. Zhang ve
digerleri, 2003), bu oran ¢alismamizda kontrol grubuna kiyasla MCT grubunda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir. Ayni1 zamanda MCT ile indiiklenen PAH
modelinin olusturuldugu benzer ¢aligmalardaki [sag ventrikiil/(sol ventrikiil+septum)]
oranlariyla da benzerdir (Feng ve digerleri, 2017; H. Zhang ve digerleri, 2019). Biitiin
bu veriler, siganlarda MCT enjeksiyonu ile indiiklenen PAH modelinin ¢alismamizda

basarili bir bi¢imde olusturuldugunu géstermektedir.

MCT grubunda yiikselen sag ventrikiil basinci ve sag kalp hipertrofisinin gostergesi
olarak artan [sag ventrikiil/(sol ventrikiil+septum)] orani, NayS ile tedavi ettigimiz
grupta (MCT+Na,S) istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Bu sonug,
calismamizda MCT uygulamasiyla es zamanli olarak baslattigimiz NaS tedavisinin
baska bir deyisle eksojen H2S’in, siganlarda hem pulmoner arteriyel basingtaki
yikselmeyi hem de sag ventrikiil hipertrofi oranindaki artis1 engelleyerek PAH
gelismesine kars1 koruyucu rolii oldugunu gostermektedir. Literatiirde calismamiz ile
benzer sekilde, MCT ile indiiklenen pulmoner arteriyel hipertansiyonun ¢alisildig1 ve
farkl bir eksojen dondr olarak NaHS'in kullanildig1 arastirmalarda, tedaviye bagh
pulmoner arter basincinda ve sag ventrikiil hipertrofi oraninda istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde azalma oldugu gosterilmistir (Feng ve digerleri, 2017; H. Zhang ve
digerleri, 2019). Farkli bir PAH modeli olarak hipoksi modelinin kullanildig1 bagka
bir calisgmada ayni sekilde bu parametrelerin H2S dondrii ile tedavi sonucunda azaldigi
bildirilmektedir (C. Zhang ve digerleri, 2003).

Wang ve arkadaslar1 (2012), sigan hipoksi modelinde NaHS tedavisinin pulmoner arter
diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini immiinohistokimyasal olarak
gostermiglerdir. Buna dayanarak, caligmamizdaki pulmoner arter basincindaki

yiikselmenin Ve sag ventrikiil hipertrofi gelisiminin eksojen HS tedavisiyle azalmasi,
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H>S’in antiproliferatif ve vazodilator etki potansiyeli ile iligkili olabilir. Tek basina
NaS tedavisi alan grubun sag ventrikiil basing degerleri ile kontrol grubu degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasi, ¢alismamizda segilen Na,S
dozunun saglikli kosullarda hipotansiyon olusturmadiginin ve bu eksojen H.S
tedavisinin sadece patolojik kosullarda etkili oldugunun gostergesidir. Benzer sekilde
aortokavarnal sant ile yiiksek pulmoner kan akimmin saglandig1 deneysel bir modelde,
yalanci operasyon uygulanmis (sham) grupta NaHS tedavisinin pulmoner arter basinci
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig: da bildirilmektedir (X. Li, Du, Jin, Geng ve
Tang, 2008).

izole Organ Banyosu Deneyleri

MCT enjeksiyonunun 22. giiniinde 6tenazi edilen siganlarin ana pulmoner arterlerinde
izole organ banyosu deneyleri yapilmistir. 60 mM tek doz KCI kasilmalar1 kontrol
grubuna kiyasla MCT grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. KCI,
damarlarda membran depolarizasyonuna yol acarak membrandaki voltaja baglh
kalsiyum kanallarinin a¢ilmasini saglar. Ekstraseliiler ortamdan hiicre igerisine giren
kalsiyum iyonu (Ca?"), hiicre iginde kalsiyum konsantrasyonunun artmasi ve
intraseliiler depolardan Ca?" saliverilmesi sonucunda kasilma gergeklestirir (Jones,
Thompson ve Morice, 1997). MCT (105 mg/kg, s.c.) ile deneysel pulmoner
hipertansiyonun gelistirildigi siganlarda yapilan bir ¢alismada, ana pulmoner arterlerin
kiimiilatif KCI| kasilma yanitlar1 kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda, MCT
enjeksiyonundan 4 giin sonra istatistiksel anlamli diizeyde artmakta, 7 giin sonra
istatistiksel anlamli olmasa da azalmakta ve enjeksiyondan 14 giin sonra ise
kasilmadaki bu azalma istatistiksel olarak anlamli diizeye ulagsmaktadir (Altiere, Olson
ve Gillespie, 1986). Bunun yaninda ayni ¢alismada 14. giinde MCT grubunda
anjiyotensin II ve noradrenaline karsi da kasilma yanitlarinda azalma goriilmiis ve
dolayisiyla MCT uygulamasmin 14. giinde kastiric1 agonistlere karsi yanitlarda genel
bir azalma bildirilmistir. Bununla birlikte, bulgularimiza benzer sekilde, baska bir
calismada da MCT uygulamasindan 29 giin sonra siganlardan izole edilen pulmoner
arterlerde, kontrol siganlarindan alinan pulmoner arterlere kiyasla KCI1 kasilma
yanitlarinda azalma oldugu bildirmistir (Mam ve digerleri, 2010). Biz de calismamizda
MCT grubunda goriilen KCl kasilmalarindaki azalmanin gesitli nedenleri olabilecegini
diisiindiik. Oncelikle deneylerimizde MCT grubundaki pulmoner arterlerin bazal

tonuslarinin  KCI kasilma yanitlarindaki azalma ile bir iliskisi olup olmadig:
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arastirtlmigtir. Eger MCT grubundaki arterlerin bazal tonusu diger gruplara nazaran
yiiksek bulunursa, damarlarin KCl'ye karsi daha az kasilacagi diisiiniilmiistiir. Bu
amagcla, tiim gruplar arasinda KCI 6ncesi bazal tonuslar karsilastirilmig ancak gruplar
arast istatistiksel bir anlamlilik bulunmamigtir. Diger bir yaklasim olarak, reseptdrden
bagimsiz gelisen yiiksek KCI aracili membran depolarizasyonunun PAH'li sican
pulmoner arterlerinde azalmasi, pulmoner arter diiz kas hiicrelerindeki post-reseptor
sonrasi kasilma yanitlarindaki bir bozulmayi akla getirmektedir. Bu nedenle
calismamizda KCI kasilmalarindaki azalma, MCT'nin PAH'da yeniden modellenme
olusturmasina bagli olarak kasilma fonksiyonlarinda ve kontraktil proteinlerde
meydana gelen degisikliklerden kaynaklanabilir. Ayrica bu azalmanin nedenini
sorgulamak i¢in, MCT ile hiicre i¢i kalsiyum giris mekanizmalar: arasindaki iliski de
arastirtlmalidir. MCT grubunda azalan KCI kasilma yanitlar1 yani hiporeaktivite,
MCT+Na,S grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde geriye ¢evrilmistir. Bu
sonug, 21 giin boyunca NazS ile yapilan in vivo H2S tedavisinin KC1 kasilmasmdaki
azalmay1 engelledigini ve PAH'da bozulan diiz kas yanitina kars1 damar1 korudugunu
gostermektedir. Bu koruyucu etki, H2S'in PAH'daki damar yeniden modellenmesini
engellemesinden kaynaklanabilir. KCI kasilmalarinda, tek basma Na,S tedavisi alan
grubun kasilma yanitlarinin kontrol grubundaki kasilmalara benzer olmasi, in vivo
NazS tedavisinin KCI kasilma yanitlarini saglikli kosullarda etkilemedigini sadece
patolojik kosullarda bozulan damar yanitlarmi diizenleyerek koruyucu etki meydana
getirdigini gostermektedir. Calismamizda KCI sonras1 tek doz alinan ACh (10° M)
gevseme yanitlari, kontrol grubuna kiyasla MCT grubunda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azalmis, buna karsin MCT+NazS grubunda ise istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artarak normalize olmustur. Benzer sekilde, ¢alismamizda fenilefrin 6n
kastirma sonrasinda alinan kiimiilatif ACh gevseme yanitlar1 da, kontrol grubuna
kiyasla MCT grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis, MCT+NaxS
grubunda ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmustir. Asetilkolin vaskiiler
endotel hiicrelerdeki muskarinik (M3) reseptdrlere baglanarak, intraseliiler Ca?*
seviyesinin artmasini saglar. Hiicre i¢i Ca®* seviyesinin artmasi, kalsiyum-kalmodulin
bagimli enzim olan eNOS’u aktive eder ve L-arginin’den NO {iretimini katalizler. NO
diiz kastaki sGC enzimini aktive ederek GTP’den sGMP olusumunu saglar ve sGMP
konsantrasyonunun artmasi diiz kasta gevsemeye neden olur (Moncada S, 1993).

Calismamizda  kullandigimiz  monokrotalin ~ pulmoner arterlerde  endotel
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disfonksiyonuna yol agarak pulmoner arteriyel hipertansiyon olusturmaktadir. PAH'da
ACh gevseme yanitlarindaki azalma, modelin ¢alistigin1 ve NO yolaginin bozularak
pulmoner damarlarda endotel disfonksiyonu gelistigini gostermektedir. HoS tedavisi
uyguladigimiz MCT+NaxS grubunda ACh gevseme yanitlarinda gordiigiimiiz bu
artigin, NO aracili gevsemenin bozuldugu durumlarda HS aracili bir kompansasyon
mekanizmasinin devreye girmesiyle iligkili olabilecegini diisinmekteyiz. Coletta ve
ark.'lar1 (2012), NO ve H,S'in farkli yolaklardan etki gostermelerine karsin, vaskiiler
fonksiyonun fizyolojik kontrolii i¢in bir arada hareket etmelerinin gerekli oldugunu
ifade etmektedirler. Aydmoglu ve arkadaslar1 (2017), fare korpus kavernosumunda
muskarinik asetilkolin reseptorlerinden M1 ve Mz'iin endojen H2S'nin aracilik ettigi
gevsetici etkiye katkida bulundugunu ve ayn1 zamanda L-sisteinin kavernoz dokudan
ACh saliverilmesini uyardigini bildirmislerdir. Calismamizda pulmoner arterlerde
MCT+Na.S grubunda hem ACh gevseme yanitlarinin hem de L-sistein gevseme
yanitlarmm artmasi, NO, L-sistein/H2S yolagi ve muskarinik asetilkolin
reseptorlerinin bu dokuda da etkilesim halinde oldugunu dogrulamakta ve her iki
gasotransmitterin olusturdugu gevsetici etkide birbirlerinin katkis1 oldugunu
gostermektedir. HS ile NO yolagmin iliskili oldugu literatiirde baska ¢alismalarda da
belirtilmektedir. Yan-fei ve ark.'larinin (2008), yaptig1 bir ¢calismada, saglikli sigan
pulmoner arterinde 1 pmol/L adrenalinin olusturdugu kasilmaya karsi NO donérii SNP
ile alinan gevseme yanitinin, CSE blokeri PAG varliginda kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azaldigi bildirilmektedir. Ayrica literatiirde H2S'in, eNOS
aktivitesini arttirarak veya SGMP parcalayan fosfodiesterazin inhibisyonuna neden
olarak NO/sGMP yolagini1 stimiile edebilecegi de soylenmektedir (Beltowski ve
Jamroz-Wisniewska, 2014). Bu yolagm stimiilasyonu NO’in vaskiiler etkilerini

kolaylastirmaktadir.

10° M fenilefrin 6n kastirmasi sonrast 10%-2.10° M konsantrasyon araligida
kiimiilatif L-sistein yanitlar1 alimmistir. Literatiirde sican ana pulmoner arterinde L-
sistein/H2S  yolaginin  vaskiiler etkilerinin arastirildigi  herhangi bir c¢aligma
bulunmamaktadir. L-sisteinin pulmoner arterdeki etkileri ilk kez bu c¢alisma ile
gosterilmektedir. L-sistein yanitlarinda ilk iki konsantrasyonda kontrol grubunda
gevseme yanit1 gozlenirken, MCT grubunda ise kasilma yanit1 gézlenmistir. Bunun
yaninda L-sistein gevseme yanitlar1 diger biitiin konsantrasyonlarda kontrol grubuyla

kiyaslandiginda MCT grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmustir. ilk iki
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konsantrasyonda MCT grubunda goriilen bu kasilma yanitlari, in vivo NazS tedavisinin
uygulandigt MCT+Na,S grubunda istatistiksel olarak anlamli bi¢imde gevsemeye
donmiistiir. Ayrica diger biitiin konsantrasyonlarda MCT grubuna kiyasla MCT+NaxS
grubundaki gevseme yanitlar1 istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmustir.
Calismamizda L-sistein gevseme yanitlarinda MCT grubuna kiyasla MCT+NaxS
grubunda goériilen artis, AOAA (2 mM, 30 dk.) inkiibasyonu varliginda degismemis
hatta 10, 1.5.10 ve 2.10° M konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artmustir. Biyolojik fonksiyonlar igin sentezlenen H»S'in biiytik bir kismi1 enzimatik yol
ile iretilmektedir. Enzimatik HoS dretimi CBS, CSE ve 3-MST enzimleri ile
yapilmaktadir. AOAA, H>S sentezleyen enzimlerden ikisinin yani CSE ve CBS'nin
genel inhibitoriidiir. Asimakopoulou ve ark.'nin (2013), yaptigi ¢alismada, AOAA’nin
hem in vivo hem in vitro kosullarda si¢an aortasinda L-sistein gevseme yanitlarini geri
cevirdigi gosterilmistir. Calismamizda MCT+NaxS grubunda L-sistein gevseme
yanitlarindaki artisin AOAA varliginda geri donmemesi, artan L-sistein gevseme
yanitlarma CSE/CBS aracili endojen H>S iiretiminin bir katkist olmadigini
gostermektedir. En son kesfedilen H,S sentezleyici enzim olan 3-MST, diger iki enzim
olan CBS ve CSE'den farklidir. 3-MST substrat olarak direk L-sisteini kullanmaz ve
reaksiyon PLP bagimli degildir. L-sistein, a-ketoglutarat ile birlikte 6nce CAT enzimi
aracihigiyla 3-MP'ye doniismekte ardindan da 3-MST enzimi ile H.S

sentezlenmektedir. (Whiteman ve digerleri, 2015).

H>S sentezleyen enzimlerin dokulardaki lokalizasyonu ile ilgili olarak literatiirde farkli
bulgulara rastlanmaktadir. H2S’in vaskiiler tonu diizenleyici mekanizmasinin
anlatildig1 derleme bir makalede, endotelyumda H»S sentezleyen ana enzimin 3-MST
oldugu ve bu sekilde diiz kasta gevseme sagladig: bildirilmektedir (Dong6, Beliczai-
Marosi, Dybvig ve Kiss, 2018). Bu diisiinceyi destekleyen pek ¢ok caligmay1
literatlirde gormek miimkiindiir. Bir hiicre kiiltiirii ¢calismasinda sigan aortasi endotel
hiicrelerinde, 3-MP varliginda H2S iiretiminin gergeklestigi, ayni literatiirde bagka bir
deney diizeneginde L-sistein ve a-ketoglutarat hiicrelere eklendiginde H»S {iretildigi,
L-sistein ve a-ketoglutarat varliginda gozlenen HzS tiretiminin CAT inhibitorii olan L-
aspartat ile inhibe edildigi gosterilmistir. Bu ¢aligmanin immiinohistokimyasal
analizinde, torasik aortada 3-MST’nin hem endotelyumda hem de diiz kasta lokalize
oldugu, CAT’mn ise sadece endotelyumda lokalize oldugu goriilmistiir. Yine ayni

calismanin western blot analizinde torasik aorta endotel tabakasinda 3-MST
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ekspresyonu goriiliirken, CBS ve CSE ekspresyonlar1 goézlenmemistir. (Shibuya,
Mikami, Kimura, Nagahara ve Kimura, 2009). Yine baska bir ¢alismada, Sun ve
ark.’lari, sican aortasi ve pulmoner arterinde CSE, CBS ve 3-MST enzim
ekspresyonlari ile NaHS gevseme yanitlarini karsilastirmiglardir. Bu ¢alismada sigan
aortasinda CSE ekspresyonlarmin ve NaHS gevseme yanitlarmin pulmoner artere
kiyasla daha fazla oldugu ancak 3-MST enziminin sigan pulmoner arterinde ¢ok daha
fazla eksprese edildigini western blot ile géstermislerdir (Sun, Tang, Jin ve Du, 2011).
Bu literatiir bilgisi, sigan ana pulmoner arterinde hidrojen siilfir aracili gevsemeyi
katalizleyen esas enzimin 3-MST oldugunu disiindiirmektedir. Calismamizda MCT
grubunda L-sistein gevseme yanitlarindaki azalmanin nedeni, PAH’da 3-MST enzim
ekspresyonunun bozulmasindan kaynaklanabilir. MCT+Na,S grubunda L-sistein
gevseme yanitlarindaki artis, in vivo NaxS tedavisinin; 1) 3-MST aracili endojen HzS
iretimini korumasindan, 2) eksojen bir dondr olarak dokudaki H>S miktarlarini
arttrmasindan  kaynaklanabilir. Giiniimiizde 3-MST’nin spesifik farmakolojik
inhibitori bulunmamaktadir. Deneylerde L-aspartat, L-sisteinden 3-MP’ye doniisiimii
katalizleyen CAT inhibitorii olarak kullanilmaktadir (Whiteman ve digerleri, 2015).
PAH'da pulmoner arterlerde bu mekanizmanin dogrulanabilmesi icin MCT ve
MCT+Na.S grubunda western blot analizi ile CAT ve 3-MST ekspresyonlarina
bakilmali ayrica da vaskiiler reaktivite deneyleriyle inhibitor varliginda L-sistein
gevseme yanitlar1 degerlendirilmelidir. Boylece, 3-MST'nin PAH gelisen pulmoner

arterlerdeki rolii ve eksojen HzS tedavisiyle iliskisi tam olarak agiklanabilir.

Sican ana pulmoner arterinde 10° M fenilefrin 6n kastirmasi sonras1 10°-10° M
konsantrasyon araliginda kiimiilatif Na2S yamtlar: alnmustir. i1k iki konsantrasyonda
kontrol grubunda gevseme yanitlar1 gozlenirken; MCT grubunda ise bu yanitlar
azalarak kasilmaya donmiistiir ve gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
diizeydedir. 10 M konsantrasyondaki Na,S gevsemesi de ayni1 sekilde MCT grubunda
istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalmistir. 3.10 ve 10° M konsantrasyonlarda
MCT grubuna kiyasla MCT+NazS grubundaki gevseme yanit1 istatistiksel olarak

anlaml diizeyde artmistur.

H.S’in bir¢ok hiicre tipinde diiz kastaki Katp kanallarini agarak gevsetici etki
gosterdigi bilinmektedir (R. U. I. Wang, 2003). Bir ¢alismada, sican pulmoner
arterinde NaHS ile aliman gevseme yanitinin, Katp kanal blokeri glibenklamid ile

istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi gosterilmistir (Denizalti, Bozkurt,
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Akpulat, Sahin-Erdemli ve Abacioglu, 2011; Sun ve digerleri, 2011). H2S’in, Katp
kanallar1 iizerindeki molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Literatiirde
insan embriyonik bobrek hiicrelerinde, H2S’in Katp kanal kompleksindeki rvSURL alt
biriminin hiicre dis1 N terminalindeki Cys6 ve Cys26 kalmtilariyla etkileserek kanali
aktive ettigini (Jiang, Tang, Cao, Wu ve Wang, 2010), ¢in hamster1 yumurtalik
hiicrelerinde ise SUR2B’nin siilfidrasyonunu arrtigin1 ve Kir6.1’deki tirozin
nitrasyonunu degistirdigini gosteren (Kang, Hashimoto, Gade ve Akbarali, 2015)

molekiiler mekanizmalara rastlamak mumkiindir.

Bu bilgiler 1s1¢ginda, ¢alismamizda pulmoner arterlerde NaS gevseme yanitinin
kontrole kiyasla MCT grubunda azalmasi, monokrotalinle olusturulan PAH'da
pulmoner arterlerde Katp kanalinin aktivitesindeki bir azalmay1 diisiindiirmektedir.
NazS gevseme yanitinin, MCT grubuna kiyasla MCT+Na2S grubunda artmasi ise, bu
yolakta eksojen H.S tedavisinin koruyucu etkisiyle iliskilendirilebilir. Bu
mekanizmay1 sorgulamak amaciyla MCT ve MCT+NazS gruplarinda Karp kanal
aktivitesi incelenmelidir. NazS duyarliligi (pD2), kontrol grubuna kiyasla MCT
grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Bu azalma tizerinde in vivo
Na,S tedavisinin bir etkisi bulunmamistir. Bu sonu¢ monokrotalin ile olusturulan
PAH'da reseptor diizeylerinde birtakim degisikliklerin olabilecegine de isaret

etmektedir.
Doku H2S Diizeyleri

Calismamizda akciger ve pulmoner arter doku homojenatlarinda monokrotalin ile
indiiklenen PAH modelinin ve 21 giin siire ile in vivo uygulanan NaS tedavisinin bazal
ve uyarilmig HS diizeyleri tizerindeki etkileri metilen mavisi deneyleri ile
arastirilmistir.  Bu deneylere gore siganlarda akciger dokusunda bazal H2S
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.
Ayni doku homojenatlarinda L-sistein ile indikklenmis H2S diizeylerinde ise kontrol
grubuna kiyasla MCT grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalma
goriilmiistiir. H2S diizeylerindeki bu azalma, MCT+Na.S grubunda artig gostermekle
birlikte istatistiksel anlamliliga ulasamamustir. Siganlarda pulmoner arter sant modeli
ile yiiksek pulmoner kan akimi olusturulan ve NaHS ile tedavi edilen iki farkli
caligmaya gore, 11 haftanin sonunda siilfit-duyarli sensor ile akciger dokusunda
Olglilen H2S diizeyleri kontrol grubuna kiyasla sant grubunda istatistiksel olarak

anlamli diizeyde azalmaktadir (W. Li ve digerleri, 2009; X. Li ve digerleri, 2008). Bu
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caligmada eksojen H2S tedavisinin 11 hafta gibi uzun bir siire yapildig1 dikkat
¢ekicidir. Siganlarda monokrotalin ile indiikklenmis pulmoner arteriyel hipertansiyon
olusturulmus bir baska ¢alismada, sigan akciger dokusunda TBR4100 radical analyzer
ile 6lgiilen H2S diizeyleri kontrol grubuna kiyasla monokrotalin grubunda istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azalmistir (Feng ve digerleri, 2017). Bizim ¢calismamiz, PAH
modellerinde H>S diizeylerinin azaldigmi gosteren bu c¢alismalarla uyumludur.
Yukarida bahsedilen PAH modellerinde NaHS tedavisi sonrasinda akciger
dokusundaki H.S diizeyleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmustir (Feng ve
digerleri, 2017; W. Li ve digerleri, 2009; X. Li ve digerleri, 2008). Sican akciger
dokusunda tedavi ile goézlenen H>S diizeylerindeki artisin bizim deneyimizde
goriilmeme nedenlerden biri kullanilan H2S 6l¢iim yontemlerinin farklilig1 ve tedavi
stiresinin uzunlugu ile aciklanabilir. Bir diger neden ise, ¢alismamizda kullandigimiz
akciger doku homojenatlarmm tiim akcigerden degil rastgele bir parcasindan

hazirlanmasi olabilir.

Literatiirde sican pulmoner arterinde hidrojen siilfiir diizeylerinin 6l¢iildiigii herhangi
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Metilen mavisi deneylerine gore sigcan pulmoner
arterinde akciger dokusuna benzer sekilde bazal H>S diizeyleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Calismamizda pulmoner
arterde L-sistein ile indiiklenmis H2S diizeyleri, kontrole kiyasla MCT grubunda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis ve MCT+NaxS grubunda ise bu azalma
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artarak normalize olmustur. Pulmoner arterlerde
elde ettigimiz bu sonug, izole organ banyosu deneylerinde L-sistein gevseme
yanitlarindaki artis ile Ortlismektedir. L-sistein ile indiiklenmis pulmoner arter
homojenatlarinda tedavinin etkisiyle H2S diizeylerinin artmasi, in vivo NaxS
tedavisinin; 1) 3-MST aracili endojen H2S iretimini korumasindan, 2) eksojen bir

donor olarak dokudaki H2S miktarlarini arttirmasindan kaynaklanabilir.

Calismamizda ilk olarak vaskiiler reaktivite caligmalar1 yapilmis ve AOAA varliginda
L-sistein yanitlarinin degismedigi gorilmiistiir. Metilen mavisi deneylerinde bu

nedenle AOAA kullanilmadigini belirtmek isteriz.
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Sonug ve Oneriler

Calismamizda monokrotalin ile indiiklenen pulmoner arteriyel hipertansiyon modeli
kullanilmig, pulmoner arter basinci ve kalp hipertrofisinde goriilen artis ile modelin
basarili sekilde olusturuldugu kanitlanmistir. Pulmoner arteriyel hipertansiyonda
H2S’in rolii ve tedavi edici etkinligini arastiran bu ¢aligmada, in vivo H»S tedavisinin,
pulmoner arter basincindaki artist ve sag ventrikiil hipertrofisini engellemistir.
Pulmoner arteriyel hipertansiyonun patogenizinde goriilen endotel disfonksiyonu,
modelin PAH olusturma mekanizmasidir ve H.S tedavisinin bu disfonksiyonu
diizelttigi goriilmistiir. Sigan ana pulmoner arterinde L-Sistein gevseme yanitinin
AOAA varhiginda azalmadigi bulunmustur. Bu sonug¢ pulmoner arterdeki L-sistein
gevsemelerinin, CBS/CSE aracili degil 3-MST enzimi aracili gelisen endojen H2S
iiretiminden kaynaklanabilecegini ya da tedavinin bir donor gibi davranarak H»S
diizeylerini arttirabilecegini diisiindiirmektedir. Sigcan ana pulmoner arterinde NazS ile
olusan gevseme yanitinn PAH'lhW grupta azaldigi, tedavi grubunda ise arttigi
gbzlenmistir. Literatiirdeki ¢alismalar goz 6niinde alindiginda bu sonucun hidrojen
stilfurtin damardaki gevsetici etki mekanizmasi kabul edilen Katp kanallari ile iliskili
olabilecegi diisiiniilebilir. Bu modelde pulmoner arterlerde H2S diizeylerinin azaldigi,
in vivo H.S tedavisinin ise bu azalmay1 engelledigi goriilmiistiir.

Giinitimiizde hala oldukga yiiksek mortalite ve morbidite ile iligkili bir hastalik olan ve
tedavisi bulunamayan pulmoner arteriyel hipertansiyona yonelik tedavilerin
gelistirilmesi oldukga onemlidir. Arastirmamizda monokrotalin ile olusturulan PAH
modelinde si¢an ana pulmoner arterlerinde HaS diizeylerinin 6l¢iimii ve HaS iliskili
yanitlarm L-sistein gevsemeleri iizerinden degerlendirilmesi ilk kez bu g¢aligmada
gosterilmistir. Caligmamizin  sonuglarina  gére, H>S'in  pulmoner arteriyel
hipertansiyonda tedavi edici potansiyele sahip oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak
H2S’in  pulmoner arterlerdeki fizyolojik ve patolojik roliinii anlamak i¢in

mekanizmalara yonelik daha fazla ¢alismanin yapilmasina ihtiyag vardir.

42



Kaynaklar

Altiere, R. J., Olson, J. W. ve Gillespie, M. N. (1986). Altered pulmonary vascular
smooth muscle responsiveness in  monocrotaline-induced  pulmonary
hypertension. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 236(2),
390-395.

Ariyaratnam, P., Loubani, M. ve Morice, A. H. (2013). Hydrogen sulphide vasodilates
human pulmonary arteries: A possible role in pulmonary hypertension?
Microvascular Research, 90, 135-137. doi:10.1016/j.mvr.2013.09.002

Asimakopoulou, A., Panopoulos, P., Chasapis, C. T., Coletta, C., Zhou, Z., Cirino, G.,
... Papapetropoulos, A. (2013). Selectivity of commonly used pharmacological
inhibitors for cystathionine  synthase (CBS) and cystathionine y lyase (CSE).
British Journal of Pharmacology, 169(4), 922-932. doi:10.1111/bph.12171

Aydinoglu, F., Dalkir, F. T., Demirbag, H. O. ve Ogulener, N. (2017). The interaction
of L-cysteine/H2S pathway and muscarinic acetylcholine receptors (MAChRS) in
mouse corpus cavernosum. Nitric Oxide - Biology and Chemistry, 70, 51-58.
doi:10.1016/j.niox.2017.08.005

Beltowski, J. ve Jamroz-Wisniewska, A. (2014). Hydrogen Sulfide and Endothelium-
Dependent Vasorelaxation. Molecules, 19, 21183-21199.
doi:10.3390/molecules191221183

Bhatnagar, A., Wiesen, J., Dweik, R. ve Chaisson, N. F. (2018). Evaluating suspected
pulmonary hypertension: A structured approach. Cleveland Clinic Journal of
Medicine, 85(6), 468-480. doi:10.3949/ccjm.85a.17065

Campian, M. E., Hardziyenka, M., Michel, M. C. ve Tan, H. L. (2006). How valid are
animal models to evaluate treatments for pulmonary hypertension? Naunyn-
Schmiedeberg’s ~ Archives  of  Pharmacology,  373(6),  391-400.
doi:10.1007/s00210-006-0087-9

Coletta, C., Papapetropoulos, A., Erdelyi, K., Olah, G., Médis, K., Panopoulos, P., ...
Szabo, C. (2012). Hydrogen sulfide and nitric oxide are mutually dependent in
the regulation of angiogenesis and endothelium-dependent vasorelaxation.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
109(23), 9161-9166. doi:10.1073/pnas.1202916109

Condon, D. F., Nickel, N. P., Anderson, R., Mirza, S. ve de Jesus Perez, V. A. (2019).

The 6th World Symposium on Pulmonary Hypertension: what’s old is new.

43



F1000Research, 8, 1-8. doi:10.12688/f1000research.18811.1

Denizalti, M., Bozkurt, T. E., Akpulat, U., Sahin-Erdemli, I. ve Abacioglu, N. (2011).
The vasorelaxant effect of hydrogen sulfide is enhanced in streptozotocin-
induced diabetic rats. Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology,
383(5), 509-517. doi:10.1007/s00210-011-0601-6

Dongé, E., Beliczai-Marosi, G., Dybvig, A. S. ve Kiss, L. (2018). The mechanism of
action and role of hydrogen sulfide in the control of vascular tone. Nitric Oxide -
Biology and Chemistry, 81, 75-87. doi:10.1016/j.niox.2017.10.010

Feng, S., Chen, S., Yu, W., Zhang, D., Zhang, C., Tang, C., ... Jin, H. (2017). H2S
inhibits pulmonary arterial endothelial cell inflammation in rats with
monocrotaline-induced pulmonary hypertension. Laboratory Investigation,
97(3), 268-278. doi:10.1038/labinvest.2016.129

Foshat, M. ve Boroumand, N. (2017). The evolving classification of pulmonary
hypertension. Archives of Pathology and Laboratory Medicine, 141(5), 696—703.
doi:10.5858/arpa.2016-0035-RA

Galie, N. Hoeper, M. M. Humbert, M., Torbicki, A. Vachiery, J.-L. Barbera, J. A.
Beghetti, M. Corris, P., Gaine, S. Gibbs, J. S., Gomez-Sanchez, M. A., Jondeau,
G. Klepetko, W., Opitz, C. Peacock, A., ... Zamorano, J. L. (2009). Guidelines
for the diagnosis and treatment of pulmonary hypertension: The Task Force for
the Diagnosis and Treatment of Pulmonary Hypertension of the European Society
of Cardiology (ESC) and the European Respiratory Society (ERS), endorsed by
the  Internat. European  Heart  Journal,  30(20), 2493-2537.
doi:10.1093/eurheartj/ehp297

Galie™, H. (2016). Comments on the 2015 ESC/ERS Guidelines for the Diagnosis and
Treatment of Pulmonary Hypertension. European Heart Journal (2016) 37, 67—
119, 69(2), 102-108. doi:10.1016/j.recesp.2015.11.032

Gomez-Arroyo, J. G., Farkas, L., Alhussaini, A. A., Farkas, D., Kraskauskas, D.,
Voelkel, N. F. ve Bogaard, H. J. (2011). The monocrotaline model of pulmonary
hypertension in perspective. American Journal of Physiology-Lung Cellular and
Molecular Physiology, 302(4), L363-L369. doi:10.1152/ajplung.00212.2011

Harrison W. Farber, M.D., and Joseph Loscalzo, M.D., P. D. (2004). Pulmonary
arterial hypertension. The New England Journal of Medicine, 1655-1665.
doi:10.1056/nejmra035488

44



Hoeper, M. M., Ghofrani, H.-A., Griinig, E., Klose, H., Olschewski, H. ve Rosenkranz,
S. (2017). M E D I C I N E Pulmonary Hypertension, 73-84.
doi:10.3238/arztebl.2017.0073

Hosoki, R., Matsuki, N. ve Kimura, H. (1997). The possible role of hydrogen sulfide
as an endogenous smooth muscle relaxant in synergy with nitric oxide.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 237(3), 527-531.
doi:10.1006/bbrc.1997.6878

Humbert, M., Morrell, N. W., Archer, S. L., Stenmark, K. R., MacLean, M. R., Lang,
I. M., ... Rabinovitch, M. (2004). Cellular and molecular pathobiology of
pulmonary arterial hypertension. Journal of the American College of Cardiology,
43(12 SUPPL.), S13-S24. doi:10.1016/j.jacc.2004.02.029

llgin, S., Burukoglu, D., Atli, O. ve Sirmagul, B. (2012). Effects of everolimus in
combination with sildenafil in monocrotaline-induced pulmonary hypertension in
rats. Cardiovascular Toxicology, 12(1), 46-55. doi:10.1007/s12012-011-9137-8

Ishak Gabra, N. B., Mahmoud, O., Ishikawa, O., Shah, V., Altshul, E., Oron, M. ve
Mina, B. (2019). Pulmonary Arterial Hypertension and Therapeutic
Interventions. International Journal of Angiology, 28(02), 080-092.
doi:10.1055/5-0039-1692452

Jeffery, T. K. ve Morrell, N. W. (2002). Molecular and cellular basis of pulmonary
vascular remodeling in pulmonary hypertension. Progress in Cardiovascular
Diseases, 45(3), 173-202. doi:10.1053/pcad.2002.130041

Jeffery, Trina K. ve Wanstall, J. C. (2001). Pulmonary vascular remodeling: A target
for therapeutic intervention in pulmonary hypertension. Pharmacology and
Therapeutics, 92(1), 1-20. doi:10.1016/S0163-7258(01)00157-7

Jiang, B., Tang, G., Cao, K., Wu, L. ve Wang, R. (2010). Molecular mechanism for H
( 2) S-induced activation of K ( ATP ) channels . PubMed Commons, 12(2),
19769462. doi:10.1089/ars.2009.2894.Molecular

Jones, R. D., Thompson, J. S. ve Morice, A. H. (1997). The effect of hydrogen
peroxide on hypoxia, prostaglandin F(2a) and potassium chloride induced
contractions in isolated rat pulmonary arteries. Pulmonary Pharmacology and
Therapeutics, 10(1), 37-42. doi:10.1006/pupt.1997.0071

Kang, M., Hashimoto, A., Gade, A. ve Akbarali, H. I. (2015). Interaction between
hydrogen sulfide-induced sulfhydration and tyrosine nitration in the KATP

45



channel complex. American Journal of Physiology - Gastrointestinal and Liver
Physiology, 308(6), G532—G539. doi:10.1152/ajpgi.00281.2014

Kay, J. M., Crawford, N. ve Heath, D. (1967). Pulmonary hypertension produced in
rats by ingestion of Crotalaria spectabilis seeds. Thorax, 22, 176.
doi:10.1007/BF02147819

Kay, J. M., Smith, P., Heath, D. ve Will, J. A. (1976). Effects of phenobarbitone,
cinnarizine, and zoxazolamine on the development of right ventricular
hypertrophy and hypertensive pulmonary vascular disease in rats treated with
monocrotaline. Cardiovascular Research, 10(2), 200-205.
doi:10.1093/cvr/10.2.200

Kay, J. Michael. (2017). Crotalaria (Monocrotaline) Pulmonary Hypertension: The
Fiftieth Anniversary. Chest, 152(6), 1117-1119. doi:10.1016/j.chest.2017.06.013

Kucukoglu, M. S. (2016). The new insights of 2015 ESC Pulmonary Hypertension
Guidelines. Turk Kardiyoloji Dernegi Arsivi-Archives of the Turkish Society of
Cardiology, 44(1), 4-8. doi:10.5543/tkda.2015.57422

Lai, Y. L., Olson, J. W. ve Gillespie, M. N. (2017). Ventilatory dysfunction precedes
pulmonary vascular changes in monocrotaline-treated rats. Journal of Applied
Physiology, 70(2), 561-566. doi:10.1152/jappl.1991.70.2.561

Lan, N., Massam, B., Kulkarni, S. ve Lang, C. (2018). Pulmonary Arterial
Hypertension:  Pathophysiology and Treatment. Diseases, 6(2), 38.
doi:10.3390/diseases6020038

Li, W., Jin, H. F., Liu, D., Sun, J. H., Jian, P. J., Li, X. H., ... Du, J. B. (2009).
Hydrogen sulfide induces apoptosis of pulmonary artery smooth muscle cell in
rats with pulmonary hypertension induced by high pulmonary blood flow.
Chinese Medical Journal, 122(24), 3032-3038. doi:10.3760/cma.j.issn.0366-
6999.2009.24.023

Li, X., Du, J., Jin, H., Geng, B. ve Tang, C. (2008). Sodium hydrosulfide alleviates
pulmonary artery collagen remodeling in rats with high pulmonary blood flow.
Heart and Vessels, 23(6), 409-419. doi:10.1007/s00380-008-1059-4

Ma, Z., Mao, L. ve Rajagopal, S. (2016). Hemodynamic characterization of rodent
models of pulmonary arterial hypertension. Journal of Visualized Experiments,
2016(110), 1-10. doi:10.3791/53335

Mam, V., Tanbe, A. F., Vitali, S. H., Arons, E., Christou, H. A. ve Khalil, R. A. (2010).

46



Impaired vasoconstriction and nitric oxide-mediated relaxation in pulmonary
arteries of hypoxia- and monocrotaline-induced pulmonary hypertensive rats.
Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 332(2), 455-562.
doi:10.1124/jpet.109.160119

Marsboom, G. R. ve Janssens, S. P. (2004). Models for pulmonary hypertension. Drug
Discovery Today: Disease Models, 1(3), 289-296.
d0i:10.1016/j.ddmod.2004.11.026

Medarov, B. I. ve Judson, M. A. (2015). The role of calcium channel blockers for the
treatment of pulmonary arterial hypertension: How much do we actually know
and how could they be positioned today? Respiratory Medicine, 109(5), 557-564.
doi:10.1016/j.rmed.2015.01.004

Moncada S, H. A. (1993). The L-Arginine-Nitric Oxide Pathway. N Engl J Med, 329,
2002-2012.

Montani, D., Chaumais, M. C., Guignabert, C., Giinther, S., Girerd, B., Jais, X., ...
Humbert, M. (2014). Targeted therapies in pulmonary arterial hypertension.
Pharmacology and Therapeutics, 141(2), 172-191.
doi:10.1016/j.pharmthera.2013.10.002

Nakazawa, H., Hori, M., Ozaki, H. ve Karaki, H. (1999). Mechanisms underlying the
impairment of endothelium-dependent relaxation in the pulmonary artery of
monocrotaline-induced pulmonary hypertensive rats. British Journal of
Pharmacology, 128(5), 1098-1104. doi:10.1038/sj.bjp.0702878

Nogueira-Ferreira, R., Vitorino, R., Ferreira, R. ve Henriques-Coelho, T. (2015).
Exploring the monocrotaline animal model for the study of pulmonary arterial
hypertension: A network approach. Pulmonary Pharmacology and Therapeutics,
35, 8-16. doi:10.1016/j.pupt.2015.09.007

Ongen, D. G. (2011). PULMONER HIPERTANSIYON. Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklari, 2(5), 255. 7?? adresinden erisildi.

Oztiirk, O. ve Sahin, U. (2009). Pulmoner arteriyel hipertansiyon: tani ve tedavisi.
SDU Tip Fakiiltesi Dergisi, 16(1), 39-47. doi:10.17343/sdutfd.36555

Papapetropoulos, A., Whiteman, M. ve Cirino, G. (2015). Pharmacological tools for
hydrogen sulphide research: A brief, introductory guide for beginners. British
Journal of Pharmacology, 172(6), 1633-1637. doi:10.1111/bph.12806

Parikh, V., Bhardwaj, A. ve Nair, A. (2019). Pharmacotherapy for pulmonary arterial

47



hypertension. Journal of Thoracic Disease, 11(Suppl 14), S1767-S1781.
doi:10.21037/jtd.2019.09.14

Shekunov, B. Y., Chattopadhyay, P., Tong, H. H. Y. ve Chow, A. H. L. (2007). Particle
size analysis in pharmaceutics: Principles, methods and applications.
Pharmaceutical Research, 24(2), 203-227. doi:10.1007/s11095-006-9146-7

Shibuya, N., Mikami, Y., Kimura, Y., Nagahara, N. ve Kimura, H. (2009). Vascular
endothelium expresses 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase and produces
hydrogen  sulfide.  Journal of  Biochemistry, 146(5), 623-626.
doi:10.1093/jb/mvplll

Sun, Y., Tang, C. S., Jin, H. F. ve Du, J. B. (2011). The vasorelaxing effect of hydrogen
sulfide on isolated rat aortic rings versus pulmonary artery rings. Acta
Pharmacologica Sinica, 32(4), 456-464. doi:10.1038/aps.2011.9

Szabd, C. (2007). Hydrogen sulphide and its therapeutic potential. Nature Reviews
Drug Discovery, 6(11), 917-935. doi:10.1038/nrd2425

Sztuka, K. ve Jasinska-Stroschein, M. (2017). Animal models of pulmonary arterial
hypertension: A systematic review and meta-analysis of data from 6126 animals.
Pharmacological Research, 125, 201-214. doi:10.1016/j.phrs.2017.08.003

Tuder, R. M., Archer, S. L., Dorfmiiller, P., Erzurum, S. C., Guignabert, C.,
Michelakis, E., ... Morrell, N. W. (2013). Relevant issues in the pathology and
pathobiology of pulmonary hypertension. Journal of the American College of
Cardiology, 62(25 SUPPL..). doi:10.1016/j.jacc.2013.10.025

Wang, R. (2012). Physiological implications of hydrogen sulfide: A whiff exploration
that blossomed. Physiological Reviews, 92(2), 791-896.
doi:10.1152/physrev.00017.2011

Wang, R. U. I. (2003). The Gasotransmitter Role of Hydrogen Sulfide.
ANTIOXIDANTS & REDOX SIGNALING Volume 5, Number 4, 2003 © Mary
Ann Liebert, Inc., 5(4).

Whiteman, M. ;, Perry, A., Zhou, Z., Bucci, M., Papapetropoulos, A., Cirino, G. ve
Wood, M. E. (2015). H2S synthesizing enzymes: Biochemistry and molecular
aspects. Handbook of Experimental Pharmacology (C. 230). doi:10.1007/978-3-
319-18144-8 1

Wilson, D. W., Segall, H. J., Pan, L. C., Lamé, M. W., Estep, J. E. ve Morin, D. (1992).

Mechanisms and pathology of monocrotaline pulmonary toxicity. Critical

48



Reviews in Toxicology, 22(5-6), 307—325. doi:10.3109/10408449209146311

Yan-fei, W., Prabha, M., Chao-shu, T., Lin, S. H. I., Chun-yu, Z., Hui, Y. A. N., ...
Jun-bao, D. U. (2008). Effects of nitric oxide and hydrogen sulfide on the
relaxation of pulmonary arteries in rats, 121(30425010), 420-423.

Yildiz, P. (2009). Molecular mechanisms of pulmonary hypertension. Clinica Chimica
Acta, 403(1-2), 9-16. doi:10.1016/j.cca.2009.01.018

Zhang, C., Dy, J., By, D., Yan, H., Tang, X. ve Tang, C. (2003). The regulatory effect
of hydrogen sulfide on hypoxic pulmonary hypertension in rats. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 302(4), 810-816. doi:10.1016/S0006-
291X(03)00256-0

Zhang, H., Lin, Y., Ma, Y., Zhang, J., Wang, C. ve Zhang, H. (2019). Protective effect
of hydrogen sulfide on monocrotaline-induced pulmonary arterial hypertension
via inhibition of the endothelial mesenchymal transition. International Journal of
Molecular Medicine, 44(6), 2091-2102. doi:10.3892/ijmm.2019.4359

Zhang, M., Chang, Z., Zhao, F., Zhang, P., Hao, Y.-J., Yan, L., ... Zhou, R. (2019).
Protective Effects of 18B-Glycyrrhetinic Acid on Monocrotaline-Induced
Pulmonary Arterial Hypertension in Rats. Frontiers in Pharmacology,
10(January), 1-11. doi:10.3389/fphar.2019.00013

49



Ekler

e T NN U N N e S
EGE UNIVERSITESI ;
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

T T ————————
SAYT: 2018-079 25.07.2018
KONU: Onay

Etik  kurulumuza yapig  oldugunuz bagvuru dogrultusunda “PULMONER ARTER
HIPERTANSIYONUNDA SILDENAFIL'IN YARARLI ETKILERINDE HIDROJEN
SULFORUN ROLT VAR MI?* isimli aragtirma projeniz degerlendirilmistir.

Yiiriitiicii: ~ Dog.Dr, Giilnur Sevin, Ege Uni. Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji AD
Biyokimyager Kumru Turhan, Ege Universitesi Eczacilik Fak. Farmakoloji AD
Prof.Dr. Giinay Yetik-Anacak, Ege Uni. Ecz.Fak. Farmakoloji AD

Proje basvuru formunuzda belirtildigi kosullarda 60 adet erkek sigan deney hayvam
kulianarak aragtirmayt  gergeklestimeniz - kurulumuz  tarafindan  uygun bulunmustur,
Saygilanmla bilgileriniv:i iga ederim.

(EU. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkan)
AN
Prof. Dr. N. Ulkit KARABAY ¥AVASOGLU Prof. Dr, Aytiil ONAL

Prof. Dr, Hoseyin TEZEL AATICMAR] Prof. Dr. Altug YAVASOGLU G[

Pt

L
Prof. Dr. Hagmet CAGIRGAN A7/ MAD ) Pwﬁn‘. Figen KIRKPINAR

b
L, '
Prof. Dr. Ugur KAYA A&7 mad) Dr. Ogretim Uyesi Sumru SOZER KARADAGLI

»

Ogr, Gor. Dr. M. Ayberk OKTAY % Z4 Vel. Hek. F. Emrah SOYLU

s

Ozcan NALB/}?’I OGLU Tingiz OZCAN  fea7ieman/

50



Tesekkiir

Yiiksek lisans egitimim ve tez c¢alismalarim boyunca degerli bilgilerini ve
deneyimlerini benimle paylagan, bana her tirli imkani1 saglayan ¢ok saygideger
danigsman hocam Dog. Dr. Giilnur SEVIN’e,

Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Ana Bilim Dali’ndaki biitiin Ogretim
Uyelerine,

Bilgisi ve yorumlariyla tez calismamda destek olan degerli Prof. Dr. Giinay YETIK
ANACAK a,

Bilgilerini benimle paylasarak tezimde yardimci olan kiymetli Dog. Dr. Mehmet
ARUN’a,

Tez ¢alismamda bana her zaman yardimci olan arkadaslarim Aras. Gor. Elif ALAN ve
Mehmet SEN’e,

Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi personeli kiymetli Ahmet DEMIRAL’a,
Calismam boyunca beni her zaman tesvik eden meslektas ve dostlarrm Damla
GETBOGA, Meltem DURSUN ve sevgili arkadasim Nazlican BELEN’e,

Bana arkadastan 6te bir kardes olan, her zaman beni dinleyen sevgili lise arkadagim
Bilge KARAKOCa,

Uzakta da olsa her zaman yanimda olmay1 basaran ve beni hep destekleyen canim
Mehmet BADEMCI’ye,

Her admimda benim arkamda olan ve basaracagima olan inanglarmi asla
kaybetmeyerek beni yiireklendiren, hayattaki en biiyiik sansim canim aileme sonsuz

tesekkiirler.

[zmir, 4.02.2020 Kumru TURHAN

51



Ozgecmis

Yiiksek Lisans
Ege Universitesi— Izmir
Saglik Bilimleri Enstitiisii-Farmakoloji Ana Bilim Dali, 2016-Devam ediyor.
Lisans
Ege Universitesi— Izmir
Fen Fakiiltesi Biyokimya Boliimii, 2012 —2016
E-posta: kmruturhan.93@gmail.com
Telefon: +905442550410

52



