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OZET

Ortakdylii, G.Z. (2014). Hidrojen Siilfiiriin Sigir Retinal Arteri Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Hidrojen siilfir (H,S), endojen olarak goziiniin gesitli dokularinda ve yiiksek
oranda da retina tabakasinda {iretilmektedir. Bununla birlikte, retinal arterlerin
toniisliniin diizenlenmesinde gorev alip almadigr bilinmemektedir. Calismamizda,
hidrojen siilfiirlin izole sigir retinal arteri lizerine etkisi ve etki mekanizmasi
arastirilmistir. Bu amagla, hidrojen siilfiirlin retinal arterler tizerine direkt ve preventif
etkileri H,S donorii, sodyum hidrosiilfit (NaHS) kullanilarak test edilmistir. Ardindan,
hidrojen siilfiirin etki mekanizmasinda, nitrik oksit ve siklooksijenaz yolaginin
vazodilatator faktorleri ile ATP-duyarli potasyum kanali (Katp), Voltaj-bagimli
potasyum kanal1 (Ky), kiigiik kondiiktansl voltaj-bagimli potasyum kanali (SKc,'), ige
akim potasyum kanali (Kj,), L-tipi voltaj-bagimli kalsiyum kanali ve adenilat siklaz
yolaginin rolii incelenmistir. NaHS, 100 uM’m {izerinde konsantrasyonlarinda hem
PGF,, hem de K" ile prekontrakte retinal arterlerde gevseme yanitlarina neden oldugu
ve damarlar NaHS ile inkiibe edildiginde PGF,, ve K" ile elde edilen maksimum
gevseme yanitlarmin belirgin sekilde azaldigir gorilmiistir. NaHS’in retinal arterler
lizerine gevsetici etkisinin nitrik 0ksit sentetaz, guanilat siklaz, siklooksijenaz, adenilat
siklaz, Katp, SKca'™, L-tipi voltaj kapili kalsiyum kanallarinin inhibitérleri varliginda
veya damarlarin endotel tabakasi tahrip edildiginde, degismedigi gézlenmistir. Bununla
birlikte, Ky inhibitorii 4-aminopiridin veya Kj; inhibitorii BaCl, varliginda NaHS’in
retinal arterler iizerine gevsetici etkisi belirgin bir sekilde azalmistir. Bulgularimiz,
hidrojen siilfiiriin Ky ve Kj kanallarinin aktivasyonu araciligiyla retinal arter toniisiin

diizenlenmesinde roliiniin olabilecegini diisiindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hidrojen siilfiir, NaHS, retinal arter, gevseme, K, kanallari, K;
kanallar1

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: BYP 29708
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ABSTRACT

Ortakoyli, G.Z. (2014). The effects of hydrogen sulfide on isolated bovine retinal
arteries. Istanbul University, Institute of Health Science, Pharmacology Department.
Master Thesis. Istanbul.

Hydrogen sulfide (H,S) is produced endogenously in ocular tissues with the
highest levels in retina. However, it is unclear whether it can modulate retinal arterial
tone or not. Herein we aimed to investigate the effectiveness and the mechanism of
action of H,S in isolated bovine retinal arteries. For this purpose, the direct and
preventive effects of H,S were tested comparatively in retinal arteries by using its
donor, sodium hydrosulfide (NaHS). Thereafter, in the mechanism of action of H,S, the
role of nitric oxide and endothelial vasodilators of cyclooxygenase pathway as well as
ATP-sensitive potassium channel (Katp), voltage-dependent potassium channel (K,),
small-conductance voltage-dependent potassium channel (SKc,™), inwardly rectifying
potassium channels (Kj;), L-type calcium channel and adenylate cyclase pathway were
evaluated. NaHS displayed relaxation responses in both PGF,, and K" precontracted
retinal arteries over the concentration of 100 uM. Also, in the presence of NaHS, the
maximum contractile responses to PGF,, and K* were significantly reduced. Neither the
presence of known inhibitors of nitric oxide synthase, guanylate cyclase,

+

cyclooxygenase, adenylate cyclase, Katp, SKca'', L-type voltage gated calcium
channels nor removal of endothelium modified relaxation response to NaHS in retinal
arteries. A remarkable inhibition was observed in the presence of K, channel inhibitor
4-aminopyridine or K; channel inhibitor BaCl,. Our results suggested that H,S might
play a role in the regulation of retinal arterial tone by acting via activation of K, and Kj;

channels.

Key Words: Hydrogen sulfide, NaHS, retinal artery, relaxation, K, channel, K;; channel

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. BYP 29708



1. GIRIS VE AMAC

Uzun yillar toksik bir madde olarak bilinen hidrojen siilfiiriin (H,S),
memelilerde kalp, damar, beyin, bobrek, gastrointestinal sistem vb bir¢ok organ ve
dokuda sentezlendigi ve gesitli fizyolojik olaylarda gorev aldigr ortaya konmustur. H,S
memeli hiicrelerinde endojen olarak, piridoksal-5’-fosfat bagimli enzimler sistatyonin
beta sentaz (CBS) ve sistatyonin-gamma liyaz (CSE) tarafindan genel olarak L-
sisteinden ve daha az olarak da homosisteinden sentezlenmektedir. H,S’in o-
ketoglutarat bagimli enzimler olan sistein amino transferaz (CAT) ve 3-merkapto siilfiir
transferaz (3-MST) araciligi veya non-enzimatik yolla inorganik polisiilfitlerin
yikimiyla sentezlendigi de bildirilmistir. H,S’in memeli hiicrelerinde olusturdugu etki
ve bu etkinin mekanizmasi, etkiledigi sistem ve doku tiirline gore farklilik
gostermektedir. H,S; kan basincimi disiiriicti, damar gevsetici, kalbi koruyucu,
ateroskleroz  olusumunu engelleyici, gastrointestinal kaslar1  gevsetici, agri
duyumsamasini engelleyici, santral sinir sisteminde néromodiilatér ve ndéroprotektan vb
etki gostermektedir. Bununla birlikte, H,S’in gézdeki mevcudiyeti ve fizyolojik etkileri
ile ilgili cok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. izole sigir gdziinde yapilan ¢alismalarda
H,S’in birgok gbz dokusuyla birlikte kornea ve retinada yiiksek diizeyde bulundugu
bildirilmigtir. H,S’in okiiler dokularda varliginin tespit edilmesinin ardindan izole
domuz iris siliyer cisimciklerinde CSE ve CBS enzimleri araciligiyla iretilen H,S’in
sempatik norotransmisyonu inhibe ederek gevseme yanitina neden oldugu

gosterilmistir.

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda goziin c¢esitli dokularinda ve retinasinda
sentezlendigi ve serbestlendigi gosterilmis H,S’in retinal arter toniisii lizerine etkisini
incelemeyi amagladik. Bu amagla prekontrakte edilmis izole sigir retinal arterlerinde
H,S dondrii, NaHS’in etkisi arastirilmis ardindan goriilen etkide; endotel kaynakli
gevsetici faktorler olan nitrik oksitin (NO) ve siklooksijenaz yolaginin vazodilatator
tirlinlerinin roli incelenmistir. Daha sonra NaHS’in etkisinin ATP-duyarli potasyum
kanali (Kap), kiigiik kondiiktans kalsiyum ile aktive potasyum kanali (SKc,' ), voltaj
bagimli potasyum kanali (K,) ile ice akim potasyum kanali (Kj;), L-tipi voltaj bagimli



kalsiyum kanali ve adenilat siklaz yolag: ile iligkisi aragtirllmigtir. Ayrica, NaHS’in
izole s1g1r retinal arterlerinin vaskiiler reaktivitesi tizerine preventif etkisi test edilmistir.
Bulgularimiz, H,S’in K, veya K kanallarimin aktivasyonu araciligiyla retinal arter

toniisiin diizenlenmesinde roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hidrojen Siilfiir’iin Genel Ozellikleri ve Fizyolojik Rolii

Hidrojen siilfiir (H,S), maruziyeti sonucu konjonktivada irritasyon, akciger hasari
ve solunum depresyonu gibi etkileri olan renksiz, yanici, suda ¢o6ziinebilen ve
karakteristik gliclii ¢lirlik yumurta kokusuna sahip uzun yillar boyunca toksik olarak
bilinen ve memelilerde endojen olarak iretilen bir gazotransmitter olarak
tanimlanmaktadir (Liu ve ark. 2012). H,S’in, havada <0,1 ppm yogunluktaki kokusunun
insanlar tarafindan hissedilebildigi, bu kokunun 5-25 ppm yogunlukta ciddi rahatsiz
edici hale geldigi ve 700 ppm {izerinde ise insanlarda biling kayb1 ve oliime neden

oldugu bildirilmistir (Hughes ve ark. 2009).

H,S, memeli hiicrelerinde endojen olarak, piridoksal-5’-fosfat bagimli enzimler
sistatyonin beta sentaz (CBS) ve sistatyonin-gamma liyaz (CSE) tarafindan genel olarak
L-sisteinden ve daha az olarak da homosisteinden sentezlenmektedir (Li ve ark. 2006).
H,S’in a-ketoglutarat bagimli enzimler olan sistein amino transferaz (CAT) ve 3-
merkapto siilfiir transferaz (3-MST) araciligi veya non-enzimatik yolla inorganik
polisiilfitlerin yikimiyla sentezlendigi de bildirilmistir (Shibuya ve ark. 2009). Yakin
zamanda H,S’in sentezlenmesinde yeni bir yolun daha oldugu ortaya konulmus olup D-
sisteinden 3-MST araciligiyla D-aminoasit oksidaz (DAO) enzimi varliginda da H,S’in
tretildigi  gosterilmistir (Kimura 2013). Bu enzimlerden CAT ve 3-MST hem
mitokondri hem de sitozolde, CSE ve CBS ise sadece sitozolde bulunmaktadir. H,S tiire

ve organa bagli olarak mitokondri veya sitozolde sentezlemektedir (Kamoun 2004).

CBS enzimi biiyiik miktarlarda beyinde bulunurken; CSE ise daha ¢ok periferal
dokular, 6zellikle karaciger, bobrek ve kan damarlarinda bulunmaktadir (Li ve ark.
2006). CAT ve 3-MST’nin aorta ve beyinde bulundugu ve damar endoteli ile beyin

noronlarinda H,S iiretimini sagladigi bildirilmistir (Shibuya ve ark. 2009). Baz1 organlar



bu enzimlerden baglica birini eksprese ederken (6rn. kalpte CSE), baz1 organ ve
dokularda ise birden fazla sayida H,S sentezleyen enzim bulunmaktadir (6rn.
karaciger). Kobaylarda yapilan bir ¢alismada, CBS enziminin ileumda; CSE enziminin
ise ileumun yan1 sira, portal ven ve torasik aorta da bulundugu bildirmistir (Hosoki ve
ark. 1997). Bir diger ¢alismada ise CBS enziminin mRNA’sinin sigan beyninde,
ozellikle hipokampiis ve serebellumda eksprese oldugu, CSE mRNA’sinin beyindeki
varhiginin tespit edilemedigi bildirilmistir (Abe ve Kimura 1996).

H,S dolasim sistemi ve dokularda mikromolar diizeyinde bulunmaktadir.
Omegin, sican ve insan plazmasinda yaklasik olarak 50 uM diizeyinde H,S bulundugu
gosterilmistir (Li ve ark. 2006). Modifiye siilfit elektrodu ile sigan serumunda 6lgiilen
H.S seviyesi yaklasitk 45 uM olarak belirlenmistir (Zhao ve ark. 2001). Sodyum
hidrosiilfit (NaHS) ¢ok sayida arastirmaci tarafindan kullanilan, uygulamasi kolay,
stabil ve suda ¢oziinebilir bir H,S donériidiir. NaHS ¢oziindiigiinde, Na* ve HS ye
dissosiye olur ve daha sonra HS", H" iyonu ile reaksiyona girerek H,S olusturur. Serbest
H2S, NaHS’in molar konsantrasyonunun yaklasik olarak %30’una denk gelmektedir

(Zhao ve Wang 2002).

H,S’in  canlilarda ¢ok sayida fizyolojik olayda g¢esitli etki gdsterdigi
bilinmektedir. H,S’in etki mekanizmasi damar yatagi tiiriine ve deney kosullarma gore
cesitlilik gostermektedir (Li ve ark. 2006). Kardiyovaskiiler sistemde; in vivo olarak
uygulanan H,S, Karp kanallar1 araciligi ile kan basincinda diismeye neden olmaktadir
(Zhao ve ark. 2001). H,S, myokard kontraktilitesini de in vivo ve in vitro olarak kismen
Katp kanalimi aktive ederek azaltmaktadir (Geng ve ark. 2004). Bunlara ek olarak,
H,S’in kardiyoprotektif oldugu bildirilmistir. H,S myokardiyal iskemi-reperfiizyon
hasarinda Katp kanallarimi aktive ederek koruyucu etki gostermektedir (Johansen ve
ark. 2006). Ventrikiiler miyozitlerde ise H,S ile 6n kosullama (preconditioning)

uygulamasinin protein kinaz C’yi aktive ettigi gézlemlenmistir (Bian ve ark. 2006).

H,S damarlarda diisiik konsantrasyonlarmmda NO sentezini engellemesi sonucu
kasilma yaniti ortaya ¢ikarirken; yiiksek konsantrasyonlarinda ise dogrudan Karp
kanallar1 (Zhao ve ark. 2001), K, kanallar1 (Cheang ve ark. 2010), SKc.™, IKca'™



kanallarmi (Zhao ve Wang 2002; Cheng ve ark. 2004) aktive ederek veya L-tipi Ca™"
kanallarm1 (Sun ve ark. 2008; Tian ve ark. 2012) bloke etmesi sonucu hiicre igine
kalsiyum girisini engelleyerek gevseme yanitina neden olmaktadir. Baz1 ¢alismalarda
ise H,S’in damarlarda, endotel bagimli (NO, PGI, vb. araciligi ile) olarak (Zhao ve
Wang 2002) veya asidifikasyona neden olarak (Lee ve ark. 2007; Kiss ve ark. 2008)
gevseme yanit1 olusturdugu gosterilmistir. H,S’in fosfodiesteraz enzimini inhibe ederek,
siklik guanozin monofosfat’in (SGMP) hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirmak suretiyle
vazorelaksan etki olusturdugu (Bucci ve ark. 2010) ve vazorelaksan etkisinin NO ile

sinerjistik sekilde arttig1 da bildirilmistir (Hosoki ve ark. 1997).

H,S’in damar duvarma direkt etkisinin olmasi ateroskleroz lezyonlarinin
olusumunun engellenmesinde rol oynayabilecegini diisiindiirmiis (Lowicka ve
Beltowski 2007) ve H,S’in ateroskleroz siirecinde damar diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu baskiladigi (Du ve ark. 2004; Mani ve ark. 2013) ve antiinflamatuvar

(Qiao ve ark. 2010) etki gosterdigi ileri siirtilmiistiir.

H,S’in gastrointestinal sistemde de sentezlendigi bildirilmistir (Distrutti ve ark.
2005). H,S, gastrointestinal diiz kaslarda diisiik konsantrasyonlarda uygulandiginda
kasilma yanmiti ve yiliksek konsantrasyonlarinda Karp aracili gevseme yaniti
olusturmustur (Zhao ve ark. 2009). Yapilan bir baska c¢alismada da H,S’in
gastointestinal sisteminde NO ve Katp kanallar1 aracili gastrointestinal spazmlar sonucu
olusan agrilar1 giderici (antinosiseptif) etki gosterdigi de bildirilmistir (Distrutti ve ark.
2005).

H,S ayn1 zamanda antioksidan ozelliktedir ve santral sinir sisteminde bir
noroprotektan ve ndromodiilator olarak da goérev yapmaktadir (Njie-Mbye ve ark.
2010). H,S antioksidatif etkisini reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ile reaksiyona girerek
gostermektedir (Lowicka ve Beltowski 2007). H,S, N-metil D-aspartat (NMDA)
reseptorlerine baglanarak siklik adenozin monofosfat (SAMP)’1 aktive etmekte ve bir
sinyal molekiilii gibi ¢alisarak néromodiilator gorevi yapmaktadir (Kimura ve ark. 1999;
Kamoun 2004).



2.1.1. Hidrojen Siilfiir’iin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

CSE kardiyovaskiiler sistemde H>S sentezleyen baslica enzimdir ve arterlerde
oldukca fazla miktarda bulunur. Sicanlara intravendz bolus enjeksiyonu ile H,S
verilmesinin gegici olarak kan basincint 12-30 mmHg kadar diisiirdiigli ve bu etkisinin
Katp kanal blokdrii olan glibenklamid ile antagonize oldugu bildirilmistir (Zhao ve ark.
2001). Yapilan bir calismada CSE geni silinmis (CSE”) farelerde spontan olarak
hipertansiyon gelistigi ortaya konmustur (Yang ve ark. 2008). H,S’in kardiyovaskiiler
sistemde vaskiiler toniislin saglanmasi ve korunmasinda Onemli rolii oldugu ortaya

konmustur (Zhao ve ark. 2001).

H,S’in vazomodiilator etkileri konsantrasyon, tiir ve doku tipini de kapsayan
cesitli faktorlere bagli olarak degismektedir. H,S’in insan izole pulmoner arterlerinde
gevsemeye ve brongiyal havayolu basincinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(Ariyaratnam ve ark. 2013). Insan internal meme arterinde (internal mammarial artery,
IMA) yapilan bir ¢alismada, IMA’da CSE mRNA’s1 ve CSE proteinlerinin bulundugu;
fenilefrin ile prekontrakte edilmis IMA’larin {izerine NaHS uygulanmasinin diisiik
konsantrasyonlarinda ilave kasilma yanitina, yiiksek konsantrasyonlarinda ise gevseme
yanitina neden oldugu ve bu yanitin Katp kanal blokorii glibenklamid varliginda kismen
bloke oldugu bildirilmistir (Webb ve ark. 2008). Yapilan bir bagka g¢alismada ise
fenilefrin ile prekontrakte si¢can aortalarma NaHS uygulanmasinin  diisiik
konsantrasyonlarinda ilave kasilma yanmitina, 100 pum ve daha yiksek
konsantrasyonlarinda ise gevseme yanitina neden oldugu gosterilmistir (Ali ve ark.
2006). Ayn1 calismada, NaHS’in diisiik konsantrasyonlarinda goriilen ilave kasilma
yanitinin damarlar deendotelize edildiginde veya nitrozotiyolleri nitrit veya nitrata
dontigtiren CuSO, ile muamele edildiginde ortadan kalktigi, NaHS’in yiiksek
konsantrasyonlarinda olusturdugu gevsetici etkinin ise Katp kanal inhibitori

glibenklamid varliginda azaldig1 gosterilmistir (Ali ve ark. 2006).

H,S etkisi genellikle 200 um ve {izeri konsantrasyonlarda goriilmektedir, bu da

insan ve hayvanlarda bulundugu fizyolojik deger olan 30-60 uM’m ¢ok tizerindedir



(Richardson ve ark. 2000). Bu nedenle H,S’in damarlarda olusturdugu gevseme
yanitinina eslik eden endojen bir faktoriin olup olmadigi distiniilmiis ve damarlardan
salinan H,S’in fizyolojik roliiniin direkt olarak damarlar1 gevsetmek degil, NO’nun
lokal konsantrasyonlarini diizenlemek oldugu one siiriilmiistiir (Ali ve ark. 2006). Bu
amagla kobay torasik aortasinda yapilan bir c¢alismada NO donérii sodyum
nitroprussitin H,S’in gevsetici etkisini potansiyelize ettigini ve damarlarda gevsemeye
neden olmayacak diizeyde H,S donérii NaHS varliginda da sodyum nitroprussitin
gevsetici etkisinin arttigi gosterilmistir (Hosoki ve ark. 1997). H,S ile NO arasinda
iliskiyi ortaya koyan bir baska ¢alismada ise, sigir aortast endotel hiicrelerinin NaHS ile
inkiibe edilmesinin Ca™/CaM aracili bir mekanizma ile konsantrasyon-bagimli bir
sekilde NO tiretimini arttirdigi gosterilmistir (Kida ve ark. 2013). Bir bagka ¢alismada
ise, H,S’in etkisinde Katp kanallar1 araciligiyla indiiklenen sGMP yolaginin da roliiniin
oldugu ileri siiriilmiistiir (Bucci ve ark. 2012).

H,S donérii NaHS izole sigan aorta halkalarinda konsantrasyon-bagimli
gevsemeye neden olmaktadir ve bu etkisinin sican pulmoner arterine oranla daha giiglii
oldugu belirtilmistir (Sun ve ark. 2011). Sican aortasinda yapilan benzer bir baska
calismada ise NaHS’in damarlarda Karp kanallarini agarak hiperpolarizasyona neden
oldugu ve konsantrasyon-bagimli gevseme olusturdugu gosterilmistir (Liu ve ark.
2012). Ayni galigmada, NaHS’in in vivo uygulanmasinin siganlarin kan basincinda da
azalmaya yol actig1 gosterilmistir. Benzer bulgular farkli damar yataklarinda da elde
edilmis, perfiize sigan mezenterik arterlerinde yapilan bir calismada ise, NaHS’in
konsantrasyon-bagimli gevseme olusturdugu ve bu etkisinin SKca™, IKea' ™ ve K'atp
kanallar lizerinden CSE aracilifiyla oldugu ortaya konmustur (Cheng ve ark. 2004).
Siganlarda bir baska ¢alismada da iskemi-reperfiizyon hasarina bagli infarkt alanini
sinirlandirarak koruyucu etki gosterdigi ve bu etkinin kismen Karp kanallar1 aracili

oldugu gosterilmistir (Johansen ve ark. 2006).

H,S’in damar gevsetici etkisinde Karp Ve Kca' nin yani sira Ky kanallariin da
roliiniin oldugu bildirilmistir (Martelli ve ark. 2013). Tromboksan A, analogu U46619
ile prekontrakte edilmis olan endoteli saglam olan veya deendotelize olan si¢an koroner

arterlerinde yapilan bir ¢alismada, H,S dondrii NaHS’in gevsetici etkisinin endotel ve



Kate kanallart aracili olmadigi ancak gevseme yanitinin K, blokorii 4-aminopiridin

uygulanmasi ile kismen azaldigi bildirilmistir (Cheang ve ark. 2010).

Serebral arterlerde yapilmis olan bazi ¢alismalarda H,S’in etkisinin kalsiyum ve
kalsiyum kanallar1 ile iligkili oldugu ortaya koyulmustur. Sican serebral arterinde
yapilan bir calismada, serebral arterlerin endotel ve diiz kas tabakasinda CSE enzimi
bulundugu ve ortama CSE susbtrati L-sistein konulmasinin NaHS ile elde edilen
gevseme cevabinda endotelyal vazodilatator faktorlerden veya Katp, Kea™, Ky, Kir
kanallarindan bagimsiz sekilde kismen L-tipi Ca™" kanallar1 araciligiyla artmaya neden
oldugu bildirilmistir (Streeter ve ark. 2012). izole domuz serebral arteriyoliinde yapilan
bir diger calismada ise, H»S’in hiicre icindeki Ca™ akimmm aktive ettigi ve bunun da
vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki Ca™" konsantrasyonunu diisiirerek gevseme yanitina yol
actig1 gosterilmistir (Liang ve ark. 2012). Sican sercbral arterlerinde yapilan bir diger
calismada da, hidrojen siilfiir dondrii olan NaHS’in baslica arteriyel miyozitlerde
bulunan L-tipi kalsiyum kanallarindan gergeklesen Ca'™ influksunu inhibe ederek
gevseme olusturdugu goézlemlenmis ve L-sistein/CSE/H,S yolagimin da serebral kan
perfiizyonunda fizyolojik bir rolii oldugu siiriilmistiir (Tian ve ark. 2012). Yine benzer
sekilde H,S’in etkisinde pH’y1 diizenleyen mekanizmalardan biri olan C1/HCOj3" iyon
degistiricisinin rolii incelenmis ve H3S’in bu pompay: aktive ederek intraseliiler
asidifikasyonu arttirdig1 ve damar gevsetici etkisine kismen aracilik ettigi bildirilmistir
(Lee ve ark. 2007).

2.1.1.1. Hidrojen Siilfiir’iin Ateroskleroz Olusumuna Etkileri

Ateroskleroz; arterlerde olusan, kronik, karmasik yapiya sahip ve ilerleyici
Ozellikte damar tikanikligina kadar yol agan bir patoloji olarak tanimlanmaktadir (Qiao
ve ark. 2010). Ateroskleroz lezyonlar1 baglica biiyiikk ve orta boyutta damarlarda
goriilmekte ve kalp, beyin ve ekstremitelerde enfarktiis ile sonuclanan iskemiye neden
olabilmektedir (Ross 2005). Damarlarda yiiksek miktarda ve modifiye formda diisiik

yogunluklu lipoprotein (low density lipoprotein, LDL) bulunmasi, sigara igmeye bagl



olarak olusan serbest radikaller, hipertansiyon, diyabet, genetik 6zellikler ve/veya baska

faktorlerin kombinasyonu ile endotel disfonksiyonu meydana gelmektedir.

Plazmada mevcut olan homosistein seviyesinde goriilen artis da ateroskleroz ile
iliskilendirilmektedir (Temple ve ark. 2000). Ayrica, homosistein metabolizmasinda
rolii bulunan CBS ve metilentetrahidrofolat rediiktaz gibi enzimlerin genetik olarak
bulunmamasi durumunda, damarlarda ileri derecede ateroskleroz olusumu gorildigii
bildirilmistir (Mudd ve ark. 1985). Kardiyovaskiiler sistemdeki hastaliklarin birgcogunun
olusmasinda rolii oldugu bilinen H,S, aterosklerozun olusum siirecinde de etki
gostermektedir. H,S; damar diiz kaslarinin proliferasyonu ve apoptozisi olaylarinda rol
oynamakta, hiperhomosisteinemi durumunun siirmesine etkide bulunmakta, LDL’nin
aterojenik degisimini inhibe etmekte, damar kalsifikasyonunu baskilamakta ve

inflamasyon durumunda antiinflamatuvar etki gostermektedir (Qiao ve ark. 2010).

H,S’in antiaterosklerotik etkisinin mekanizmasi arastirildiginda, aterosklerozun
patogenezinde ¢ok dnemli rol oynayan damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunun
H.S ile baskilandig ileri siirtilmistir (Mani ve ark. 2013). H,S’in aterosklerozda
inflamasyon olusumunu azalttifi, Karp kanallarinin aktivasyonu ile iligkili olarak
l16kosit infiltrasyonu ve adhezyonunu ortadan kaldirdig: ileri siiriilmiistiir (Zanardo ve
ark. 2006). Buna ek olarak, aterosklerotik plaklarda yiiksek diizeyde hiicrei¢i adhezyon
molekiilii (intracellular adhesion molecule, ICAM) bulunmasi, bu faktoriin ateroskleroz
olusumunda Onemli bir yeri olabilecegi diisiincesini akla getirmektedir. ICAM-1
immunoglobulin siiperfamilyasindandir ve damar limenine inflamatuvar hiicrelerinin
adhezyonunun indiiklenmesinde rol alir. H,S’in ICAM-1’in regiilasyonunda gorevi
oldugu ileri siiriilmiistiir. Bir g¢alismada, apolipoprotein-E geni silinmis farelerde
ateroskleroz gelistigi ve bu aterosklerotik farelerin H,S donérii olan NaHS ile tedavi
edilmesi sonucunda, ICAM-1 olusumunun baskilandigi ve ICAM-1 seviyesinin diistiigii
goriilmiistiir (Wang ve ark. 2009).
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2.1.2. Hidrojen Siilfiir’iin Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

H,S’in diiz kaslar {izerinde diisiik konsantrasyonlarda kastirici ve yliksek
konsantrasyonlarda gevsetici etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu etkinin mekanizmasini
incelemek amaciyla kobaylarda yapilan bir ¢alismada, HS donoérii olan NaHS’in diisiik
konsantrasyonlarda mide diiz kasina uygulandiginda, kasin kasilma amplitiidiini
artirdigr  yiiksek konsantrasyonlarda uygulandiginda ise spontan kasilmanin
amplitiidiinii baskiladig1 gozlenmistir. NaHS’in kobay mide diiz kasinda neden oldugu
eksitator etkisinin K, kanallar1 araciligi ile inhibitor etkisinin ise Katp kanallari aracili
olarak meydana geldigi bildirilmistir (Zhao ve ark. 2009). 2,4,6-trinitrobenzensiilfonik
asit’in intrarektal olarak uygulanmasi ile indiiklenen akut kolitli siganlarda yiiriitillen bir
caligmada da, hayvanlar1 NaHS ile tedavi etmenin konsantrasyon-bagimli olarak
kolorektal distansiyon ile indiiklenen agrida Katp Ve NO aracili antinosiseptif etki
gosterdigi bildirilmistir. Ayni ¢alismada H,S’in kolon ve spinal kordonda CSE ve CBS

enzimleri ile endojen olarak sentezlendigini ileri stiriilmistiir. (Distrutti ve ark. 2005).

2.1.3. Hidrojen Siilfiir’iin Santral Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Yapilan ¢alismalar sonucunda beyinde yliksek konsantrasyonlarda bulunan
H2S’in santral sinir sisteminde endojen olarak sentezlendigi ortaya konulmustur
(Kimura ve ark. 1999; Li ve ark. 2006; Shibuya ve ark. 2009). H,S genellikle néronlar
ve astrositlerde bagli siilfan siilfiir formunda depolanmaktadir (Ishigami ve ark. 2009).
Noronal eksitasyon veya diger stimiilasyonlar sonucunda bagl siilfan siilfiiriin ayrisarak

serbest H,S olusumuna neden oldugu rapor edilmistir (Tan ve ark. 2010).

H.S’in santral sinir sisteminde bir¢ok fizyolojik olayda rol oynadigi ve bir
noromodiilator olarak goérev yaptigi ileri siirtilmektedir (Kamoun 2004). H,S’in
noromodiilator etkisinin N-metil D-aspartat reseptorlerinin aktivasyonunu arttirarak
uzun siireli potensiyalizasyonun (Long Term Potentiation, LTP) indiiklenmesini

kolaylastirmak yoluyla oldugu gosterilmistir (Kimura 2013). H;S noéronal ve glial
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hiicrelerdeki H,S’e 6zel reseptorlere baglandiktan sonra, adenilat siklaz aktive olmakta
ve SAMP iretilmektedir. Ardindan artan sAMP protein kinaz A’y1 aktive etmekte
NMDA reseptorlerini fosforile ederek hipokampal LTP’yi indiiklenmektedir. Glutamat
aracili olarak NMDA reseptorleri araciligi ile néromodiilator etki olusturdugu bildirilen
H,S’in NMDA ile baglantili olarak gelisen ndrodejeneratif hastaliklarda roliiniin
olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilmis olan bir ¢alismada, Alzheimer hastalarinin
beyindeki H,S seviyelerinin kontrol grubuna gore %55 oraninda distiigi bildirilmistir
(Eto ve ark. 2002). Ayrica bir diger ¢alismada Down Sendromlu kisilerde, ayni sekilde
diizenlenmis beslenme programi uygulanan kontrol grubuna gore idrar ile atilan H,S
metaboliti tiyosiilfat seviyesinde ve eritrositlerde bulunan siilfhemoglobin diizeyinde
belirgin bir artis oldugu gorilmiistir (Kamoun 2004). Bunlara ek olarak, H,S
mitokondride reaktif oksijen tiirevlerini (ROS) siipiiren bir antioksidan olan glutatyonun
tiretimini arttirmakta ve noroprotektan goérevi yapmaktadir (Kimura, 2013). Ayrica,
santral sinir sisteminde yer alan ndronlar1 glutamat ile indiiklenen oksidatif strese ve
oksitozise kars1 korumaktadir. Bunun nedeninin H,S’in, y-glutamil sistein sentetaz ve
sistein transportunun siirekli devamini saglamasi ve boylelikle glutatyon seviyesinin
artmasina bagl olarak ortaya ¢ikan pleitropik etkiler oldugu ileri siiriilmektedir (Kimura
ve Kimura 2004).

Kalsiyum, normal kosullarda hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesi ig¢in
esansiyel olan bir elementtir. Hiicre i¢i kalsiyum [Ca"™"]; konsantrasyonunun artmasi
veya azalmasinin sonucu olarak membran iyon kanallarinin aktivitesinin diizenlenmesi
beyinde noronlarin uyarilmasma yol agmaktadir. Kalsiyum ayni1 zamanda mikroglia
hiicreleri gibi eksite olmayan, aksiyon potansiyeli liretmeyen veya iletmeyen hiicrelerde
de kritik bir rol oynamaktadir. H,S’in santral sinir sisteminde sentezlenmesine etki eden
faktorleri arastirmak icin yapilan bir in vitro ¢alismada ise, CBS enziminin Ca™" ve
kalmodulin varliginda, yokluguna kiyasla 3,5 kat daha hizli bir sekilde H,S iiretimine
neden oldugu gosterilmistir (Kamoun 2004). Yapilan bir bagka ¢alismada da, H,S’in
hem noronal hem de glial hiicrelerde SAMP/sAMP bagimli protein kinaz A yolagini
aktive ettigi ileri sirilmiistir (Kimura 2000). Sigan mikroglialarinin primer

kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada, H,S’in [Ca™"]; yiikselmesini hem plazma membrani
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yolu ile Ca™" influksunu hem de hiicre i¢i depodan Ca"* salimmi SAMP/PKA yolagi ile
indiikledigi bildirilmistir (Lee ve ark. 2007).

2.1.4. Hidrojen Siilfiir’iin Goz Uzerine Etkileri

2.1.4.1. Goz Anatomisi

GOz, basin sag ve sol tarafinda yer alan iki géz c¢ukuruna yerlesmis herbiri
yaklasik 2,5 cm ¢apinda ve 6,5 mm® hacminde, dis diinya ile gorsel iletisimi saglayan

kiire seklinde organdir.

Go6z temel olarak iki kompartmandan olugsmaktadir. G6ziin 6n boélmesinde lens
ile kornea arasinda akdz hiimor ile iris, g6z bebegi (pupil), silier cisimcikler, sirkiiler ve
sifinkter kaslar, trabekiiler ag ve schlem kanali gibi sivilar ve dokular bulunmaktadir.
Goziin arka bolmesinde ise i¢i viskoz jel kivaminda vitréz hiimor ile igten disa dogru;
sensoryal retina tabakasi, vaskiiler koroida tabakasi ve goziin dis kismini kaplayan ve
blitlinliigiinli saglayan fibroz tabaka bulunmaktadir. Fibroz tabaka (tunica fibrosa);
sklera ve korneadan olusur ve g6z kiiresinin seklinin korunmasini saglar. Vaskiiler
tabaka (tunica vasculosa); koroid, korpus siliyare ve iristen olusur ve kan damarlari1 ve
pigment agisindan zengin bir tabakadir. Sensorial tabaka (tunica sensoria) ise retinal

veya sinirsel tabaka olarak da adlandirilmaktadir (Yildirim 2002).



(retina)
Gorme

siniri (optik
sinif)

Retina kan
damarlan

virrtiz swi

Sekil 2-1: Goziin anatomisi.
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2.1.4.2. Goziin Retina Tabakasi

Retina goz kiiresinin arka bélmesinde perifere dogru incelen optik sinire dogru
kalinlasan ¢esitli hiicre katmanlarindan ve birgok reseptorden olusan yaklasik 0,5 mm
kalinliginda olan bir tabakadir. Retinanin merkezini, gormede keskinligi saglayan bolge
olan fovea olusturur. Foveanin asagiya dogru biraz uzaginda beyaz gorliniimli,
yuvarlak sekilli, merkezinde optik sinirler ve ana retinal kan damarlarinin bulundugu bir
bolge yer alir ve bu bolge kor nokta olarak tanimlanir. K6r nokta optik sinirinin (nervus
opticus) gozii terk ettigi bolgedir. Optik sinir, ganglion hiicrelerinin aksonlarini igerir ve

beyine kadar ulasir (Yildirim 2002).

Retinanin dik olarak bir kesiti alindiginda distan ice dogru sirasiyla su

katmanlardan olustugu goriliir; (Guyton ve Hall 2001)
e Pigment tabakasi,
e Koni ve basillerin pigment i¢ine uzayan tabakasi,
e Dis smirlayici zar,
e Koni ve basillerin hiicre gévdelerini igeren dis niikleer tabaka,
e Dis pleksiform tabaka,
e ¢ niikleer tabaka,
e ¢ pleksiform tabaka,
e Gangliyon tabakasi,
e Optik sinir lifleri tabakast,

e ¢ smirlayic zar.
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Sekil 2-2: Retinanmin hiicre katmanlarinin goriintiisii.
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2.1.4.3. Retinanin Kanlanmasi

Retinanin kanlanmasi (mikrosirkiilasyonu), retinada bulunan ¢ok sayida reseptor
ve sinir hiicresinin fonksiyonlarin1 devam ettirebilmesi i¢in gerekli olan oksijen
ihtiyacinin karsilanmasi agisindan ¢ok onemlidir (Delacy ve Van de Voorde 2000).
Retinanin oksijen ihtiyact genel olarak koroidal ve retinal sirkiilasyon araciligiyla
karsilanmaktadir. Bu iki dolasim, hem anatomik hem de fonksiyonel olarak farkliliklar
gostermektedir. Koroidal dolasim sempatik ve parasempatik sistem tarafindan innerve
edilirken, retinal dolasgimin otonomik innervasyonu bulunmamaktadir. Buna karsin
optik sinirin basi ve retina boyunca a- ve B-adrenerjik reseptorleri ve anjiyotensin-II
reseptorleri bulunmaktadir (Denis ve Elena 1989; Senanayake ve ark. 2007). Retinal
sirkiilasyonun akis hizi disiik, oksijen miktar1 yiiksek buna karsin koroidal
sirkiilasyonun akis hiz1 yiiksek, oksijen miktar ise diisiiktiir (Delaey ve Van de Voorde
2000).

Retinanin kanlanmasini saglayan retinal damarlar, optik sinirin gozii terk ettigi
bolgeden baslayarak fovea disinda tiim retina boyunca dagilim gostermektedir.
Foveanin oksijen ihtiyaci ise koroidal damarlar ile karsilanmaktadir. Retinanin
kanlanmasini saglayan merkezi retinal arter, merkezi retinal ven ile paralel ilerleyerek
optik sinir ile birlikte géze girmekte ve retina boyunca dallanmalar yaparak dagilim
gostermektedir. Oftalmoskop ile bakildiginda retinal arter parlak kirmizi, retinal ven ise
koyu kirmizi renkte goriilmektedir ve venler arterlere gore daha genistir (Lang 2001).
Merkezi retinal arterin gorevi retinanin i¢ katmanlarinin kanlanmasini saglamaktir.
Retinanin dis tabakalarinin ¢cogu damar agisindan zengin olan koroid tabakasi tarafindan

difiizyon yolu ile beslenmektedir (Lang 2001; Guyton ve Hall 2007).

Merkezi retinal arter, yapisi ve damarin biiylikligli géz oOniine alindiginda
“arter” olarak adlandirilsa bile aslinda bir “arteriyol”diir ve optik sinirle birlikte goze
girdikten sonra anastomoz yapmadan dort ana dala ayrilmaktadir. Bunlar; inferior
temporal, inferior makular, superior temporal ve superior makular retinal arteriyollerdir
(Lang 2001; Guyton ve Hall 2007).



Sekil 2-3: Merkezi retinal arter ve venin sematik gosterimi.
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2.1.4.4. Retinal Arterlerin Endotel ve Diiz Kas Fonksiyonu

Damar diiz kas1 gevsemesinde endotel tabakasindan sentezlenen nitrik oksit
(NO), vazodilatator prostaglandinler, endotel kaynakli hiperpolarize edici faktor
(EDHF) vb endojen gevseticilerin rolii bulunmaktadir. Asetilkolin, histamin, bradikinin
gibi bir¢ok endojen maddenin endotel tabakasindan NO serbestlenmesine neden olarak
damar diiz kasinda gevseme olusturdugu; sodyum nitroprusiyat ve papaverin gibi
vazodilator ajanlarin ise sirayla NO agi8a ¢ikararak ya da direkt diiz kasa etki ederek
gevseme olusturdugu bilinmektedir. Bu nedenle retinal damarlarin endotel
fonksiyonunu veya diiz kas gevseme kapasitesini degerlendirmek amaciyla asetilkolin
(Benedito ve ark. 1991b; Delaey ve Van de Voorde 1998a), histamin (Benedito ve ark.
1991a), sodyum nitroprusiyat (Benedito ve ark 1991b; Delaey ve Van de Voorde 1998a)
ve papaverin (Delaey ve Van de Voorde 1998a) gibi gesitli vazoaktif maddeler siklikla
kullanilmaktadir. Retinal arterlerin endotel ve diiz kas gevseme Kkapasitelerini
degerlendirmek amaciyla yapilan bir calismada PGF,, ile prekontrakte edilen izole sigir
retinal arterine kiimiilatif asetilkolin ve sodyum nitroprusiyat uygulanmig ve her iki
ajanin retinal arterlerde konsantrasyon-bagimli orta diizeyde gevsemelere neden oldugu
gosterilmistir (Benedito ve ark. 1991b). Bir baska g¢alismada, histaminin de retinal
arterlerde asetilkolin ile benzer bir gevseme yaniti olusturdugu bildirilmistir (Benedito
ve ark. 1991a). izole sigir retinal arterlerinde yapilan farkli bir galismada ise, trombin
ile prekontrakte izole retinal arterlerin asetilkolin ve sodyum nitroprusiyat ile elde
edilen gevseme cevaplarinin diisiik oldugu buna karsin direkt etki ile diiz kasta
gevsemeye neden olan papaverinin bu damarlar1 tamamen gevsettigi gosterilmistir
(Nyborg ve Nielsen 1990b). Yapilan baska bir ¢aligmada da NO dondrlerinin izole sigir
retinal arterlerinde zayif bir gevsemeye neden oldugu ancak papaverinin bu damarlar
tamamen gevsettigi, sigir retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde sGMP aracili
mekanizmalarin etkisinin zayif oldugu bildirilmistir (Delaey ve Van de Voorde 1998a).
Bir bagka caligmada, PGF,, ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterine kiimiilatif
olarak Ach ve SNP uygulanmasi ile elde edilen maksimum gevseme yanitlar1 da orta

derecede ve sirasiyla yaklasik olarak %35 ve %45 civarindadir (Takir ve ark. 2011).
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2.1.4.5. Retinal Arterlerin Tonisiiniin Diizenlenmesi

Retinal kan akim1 myojenik ve metabolik mekanizmalarin, damar endotelinden
velveya arter duvarimi c¢evreleyen doku tarafindan salinan vazoaktif maddelerin
araciligiyla otoregiile edilmektedir. Otoregiilasyon, rezistans damarlarin (arteriyoller,
kapillerler) perfiizyon basincindaki degisikliklere veya dokunun metabolik ihtiya¢larina
olan adaptasyon ile diizenlenmektedir. Bu uyum, arteriyoler diiz kas hiicreleri ve
kapillerleri etkileyen ¢ok sayida mekanizmanin etkilesmesi ile meydana gelmektedir

(Pournaras ve ark. 2008).

Retinal dolasim; adrenerjik, kolinerjik ve peptiderjik innervasyonun
bulunmadig: farkli 6zelliklere sahip bir dolagim tiiriidiir. Bu nedenle retinal kan akisinin
genel olarak otoregiilator mekanizmalar ve komsu hiicrelerden salimman NO,
prostaglandinler, endotelin-1, histamin ve adenozin gibi lokal faktorler ile regiile oldugu
distiniilmektedir. ~ Yapilan  ¢alismalar  sonucunda, retinal kan  akiminin
otoregiilasyonunun myojenik ve metabolik mekanizmalara dayandigina inanilmaktadir.
Izole retinal arterlerde perfiizyon basincinda veya transmural basingta olusan artisin,
myojenik kasilma cevabini arttirdigi bildirilmistir. Diger yandan, retinal metabolitlerin
konsantrasyonunda olusan degisikliklerin de otoregiilasyona katkisinin olabilecegi
bilinmektedir (Delaey ve Van de Voorde 2000). Retinanin yapisini olusturan
hiicrelerden ve retinal arterlerin endotel tabakasindan vazoaktif 6zellikte cok sayida
endojen madde sentezlenmektedir (Maenhaut ve ark. 2007). Bu maddelerin gorevleri;
retinanin hiicreleri arasinda iletisimin ve gérme islevinin saglanmasina yardimei olmak
ve ayn1 zamanda retinal ve koroidal kan damarlarinin toniisiiniin diizenlenmesinde rol
oynamaktir. Retinal toniisii diizenleyen bu vazoaktif maddeler vazokonstriktér ve

vazodilator etkili olmak tizere iki farkli gruba ayrilmaktadirlar.

Giliniimiizde bilindigi kadariyla endotelin-1’in  hemodinamik etkilerinden
sorumlu olan ETa, ETg; ve ETg, olmak lizere ii¢ adet reseptor alt tipi karakterize
edilmigtir. ETa reseptorii damar diiz kaslarinda yer almaktadir ve ET-1’in belirgin
vazokonstriktor etkilerinde anahtar rolii oynamaktadir. ETg; reseptorii ise endotelyal
hiicrelerde bulunmaktadir ve vazodilatasyon olusumuna NO saliminin da dahil oldugu

bir siire¢ ile aracilik etmektedir. ETg, reseptorii de damar diiz kasinda direkt
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vazokonstriksiyon olusumunda rol oynamaktadir (Rubanyi ve Polokoff 1994). Yapilan
bir ¢alismada endotel kaynakli vazokonstriktor etkili bir madde olan endotelinin insan
oftalmik arterindeki varlig1 gosterilmistir (Haefliger ve ark. 1992) Bir diger calismada
ise, retinal dolasimin endotelin-1 uygulamasina konsantrasyon-bagimli bir sekilde direkt
olarak kasilma yanmiti verdigi belirtilmistir (Bursell ve ark. 1995). Insanlarda yapilan bir
baska calismada da, ET-1’in gii¢lii bir sekilde insan retinal kan akimini etkiledigi
gbzlemlenmistir. Bu ¢alismada, ekzojen ET-1’in uygulanan en yiiksek konsantrasyonda
retinal kan akigini yaklasik %20 oraninda azalttigi ve bu azalmanin ETa reseptoriiniin
selektif inhibitori olan BQ-123 ile tamamen geriye dondiigii bildirilmistir (Polak ve ark.
2003).

Endotelyal siklooksijenaz yolagi, vazodilatatér faktorlerin yanisira fizyolojik
kosullarda genel olarak serebral dolasimda ve venlerde tromboksan A; (TXa2) ve PGF,,
gibi vazokonstriktor faktdrler de iiretmektedir (Haefliger ve ark. 2001). izole sigir
retinal arterlerinde yapilan ¢aligmalarda, arakidonik asit metabolizmasinin iiriinleri olan
Txa2 analogu olan U-46619 ve PGF,,’'nn kastirict etkileri gosterilmistir (Nielsen ve
Nyborg 1990; Delaey ve Van de VVoorde 1998Db).

Yapilan c¢aligmalarda retinal damarlarin otonom sinir sistemi tarafindan
innervasyonu olmamasina ragmen, dolagimdaki katekolaminlerin ve serotoninin retinal
arterler tizerinde vazokonstriktor etkisinin oldugu ve toniisiiniin diizenlenmesinde rol
oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bir ¢alismada, serotonin ve noradrenalinin izole sigir
retinal arterlerinde kasilma olusturdugu gosterilmistir (Nielsen ve Nyborg 1990). insan
kornea epitelyum hiicrelerinde yapilan bir calismada serotoninin SAMP’yi inhibe ederek

kasilmaya neden oldugu bildirilmistir (Crider ve ark. 2003).

Renin-anjiyotensin sistemi birgok fizyolojik olayin diizenlenmesinde rol
almaktadir. Yapilan bir ¢aligmada, anjiyotensin II’nin izole insan posterior siliyer

arterinde kasilma olusturdugu bildirilmistir (Nyborg ve Nielsen 1990a).

Retinal arter toniisiiniin diizenlenmesinde vazokonstriktor maddeler gibi
vazodilatdr maddeler de rol oynamaktadir. Retinadan ve retinal arterlerin endotel

tabakasindan sentezlenen NO gazotransmitter olarak adlandirilmaktadir. NO diiz kas
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tabakasinda guanilat siklazi aktive ederek sGMP diizeyinin artmasina ve retinal
arterlerin gevsemesine neden olmaktadir (Haefliger ve ark. 2001). insanlarda yapilan bir
calismada, saglikli kisilerde (nitrik oksit sentetaz) NOS inhibitori L-NMMA’nin
uygulanmasiyla sistemik kan basincinda ve bunun sonucu olarak okiiler perfiizyon
basincinda goriilen belirgin artisa paralel olarak retinal arterlerin ve Ozellikle retinal
venlerin ¢aplarinin belirgin bir sekilde daraldigr gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda L-
NMMA nin sistemik ve retinal hemodinamik etkilerinin konsantrasyon-bagimli sekilde
ortaya ¢iktigr bildirilmistir. Biitiin bu sonuglar da NO’nun insanlarda retinal vaskiiler
toniisiiniin diizenlenmesinde dnemli bir roliiniin oldugunu gostermektedir (Dorner ve
ark. 2003). Minyatiir domuzlarin retinalarinda yapilan bir ¢alismada, retinada devamli
bir NO iiretiminin oldugu ve NO’nun i¢ retina tabakasindaki arteriolar toniisiin sabit

kalmast igin ¢ok gerekli oldugu bildirilmistir (Donati ve ark. 1995).

Karbonmonoksit (CO) ile indiiklenen gevseme yanitinin varligi (Duke ve Killick
1952) altmis yili asan siiredir bilinmesine ragmen CO’in 6nemi NO’nun dolasim
sistemindeki etkisinin agiga kavusmasi ile tekrar giindeme gelmistir. Sigan kuyruk
arterlerinde yapilan bir ¢alismada, fenilefrin ile prekontrakte edilmis arterlere CO
uygulanmasi ile hizli bir sekilde konsantrasyon-bagimli gevseme yaniti olustugu ve
organ banyosu ortamindan CO’in uzaklastirilmasi ile CO ile indiiklenen gevseme
cevabinin tamamen ortadan kalktig1 ve boylelikle CO uygulanmasindan 6nce fenilefrin
ile elde edilmis olan izometrik kasilma seviyesinin tekrar elde edildigi bildirilmistir. Bu
caligmada ayrica CO’in etki mekanizmasini aydinlatmak i¢in sGMP inhibitori olan Rp-
8-Br-cyclicGMPS ve biiyiik kondiiktans kalsiyum ile aktive potasyum kanali (BKc,'")
inhibitorii karibdotoksin ile inkiibe edilen dokularda kasilma olusturulduktan sonra CO
uygulanmistir. Sadece Rp-8-Br-cyclicGMPS ile inkiibe edilmis dokularda CO’in diisiik
konsantrasyonlarinda gevseme olustugu fakat yiiksek konsantrasyonlarinda gevseme
olusturmadig goriilmiistiir. Bu durum CO’in etki mekanizmasinin vaskiiler dokularda
diisiik konsantrasyonlarinda sGMP’den bagimsiz, yiiksek konsantrasyonlarinda hem
sGMP bagimli hem de sGMP bagimsiz olmasi ile agiklanmistir. Buna ek olarak,
dokular Rp-8-Br-cyclicGMPS ve karibdotoksin ile birlikte inkiibe edildiginde,
prekontrakte edilmis dokuya CO uygulamasi ile indiiklenen gevsemenin tamamen
ortadan kalkti§1 gdzlenmis ve boylece CO’nun etki mekanizmasinda BKcy™

kanallarinin da kismen gorev aldigi belirtilmistir (Wang ve ark. 1997).
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Endotel tabakasindan sentezlenen bir diger gevsetici faktor ise prostasiklindir
(Nielsen ve Nyborg 1990). Prostasiklin, siklooksijenaz enziminin aktivasyonu ile
arasidonik asitten elde edilen siklooksijenaz yolag: iirtinidiir (Smyth ve ark. 2009).
Prostasiklin, damar diiz kasinda adenilat siklaz enzimini aktive etmek suretiyle SAMP
diizeyini ylikselterek gevsemeye neden olmaktadir. Bir calismada; normal erkek
domuzlardan izole edilen damarlar halkalarinda yapilan organ banyosu deneylerinde
PGF,, ile kasilan damar halkalarina artan konsantrasyonlarda kiimiilatif olarak
prostasiklin uygulanmasi ile konsantrasyon-bagimli gevseme elde edildigi ve bu
gevsemenin dokuda endotel varliginda daha gii¢lii oldugu bildirilmistir (Hardy ve ark.
1998). Domuz retinal arterinde NO ile indiiklenen vazorelaksiyon olusumunda,
prostasiklinin hem sinerjistik hem de stimiile edici etkisinin oldugu belirtilmisir (Hardy
ve ark. 1998). Domuz koroner arterlerinde yapilan bir diger ¢aligmada da, organ
banyosunda bulunan prekontrakte edilmis arter halkalarina prostasiklin uygulanmasi
sonucunda gevseme yanitt elde edildigi ve bu gevseme yanitinin endoteli saglam olan

arter halkalarinda daha gii¢lii oldugu bildirilmistir (Shimokawa ve ark 1988).

Arastirmalardan elde edilen sonuclar, insan oftalmik arterinde bazal kosullarda
NO salimmnin varhgm ve ¢ok giiglii bir vazorelaksan etkisinin oldugunu
gostermektedir. NO iiretimi bradikinin, asetilkolin ve kismen histamin ile belirgin bir
sekilde stimiile olabilmektedir. NOS inhibitorii olan nitro-L-arjinin metil ester (L-
NAME) varliginda, serotonin ile prekontrakte edilmis olan insan oftalmik arterinde
yapilan bir ¢aligmada; bradikinin, asetilkolin ve histamin uygulanmasiyla elde edilen
gevseme yanitlarinin inhibitér konulmadan o6nce elde edilen cevaplardan daha diistik
oldugu gosterilmis ve boylece bradikinin ve histaminin olusturdugu gevseme yanitinda

NO’nun rol oynadigini bildirilmistir (Haefliger ve ark. 1992).

Retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde bu vazoaktif maddelerin yan1 sira
retinada sentezlenen gamaamino biitirik asit (GABA) (Delaey ve Van de Voorde
1998Db), glutamat (Delaey ve Van de Voorde 1998b), glisin (Delaey ve Van de Voorde
1998b), adenozin (Delaey ve Van de Voorde 1998b), adrenomedullin (Okamura ve ark
1997) ve kalsitonin gen bagimli peptit (CGPR) (Okamura ve ark 1997) gibi endojen
maddelerin de roliiniin olabilecegi gosterilmistir. Bu faktorlere ek olarak, retinal

damarlarin i¢inden gegen kanin parsiyel O, ve CO; basinct ile pH’sinin da retinal
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arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde etkisinin olabilecegi bilinmektedir (Delaey ve

Van de Voorde 2000).

Glutamat, hiicrede bulunan eksitator ozellikteki N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptOrlerinin ana uyaricist olan norotransmitterdir. Reseptor glutamat ile uyarilir,
noron hiicresinde iyon kanal1 acilir ve hiicre i¢ine kalsiyum girisi gerceklesir. Kalsiyum,
Ca'"-kalmodulin bagimli olan ndéronal NOS’u aktifler ve NO iiretimi gergeklesir;
boylelikle NMDA’nin uyarilmasi ile sadece reseptor iceren hiicrelerde degil, diger
noronlarda da bir etki olusur. Sigan embriyolarinin olgunlagsmamis néronlarda yapilan
bir ¢alismada 1mM glutamat uygulanmasimin sistin-glutamat degis-tokus sistemini
inhibe ettigi ve bunun da oksidatif stres ile indiiklenen hiicre 6liimiine (oksitozis) neden

oldugu belirlenmistir (Kimura ve Kimura 2004).

Yaklasik on bes yil 6nce Delaey ve Van de Voorde tarafindan izole sigir
goziinden elde edilen retinal dokudan, retinal kan akisinin diizenlenmesinde rol
oynayabilecek ozellikte bir gevsetici faktor sentezlendigini bulunmus ve buna “Retinal
Gevsetici Faktor (RRF)” adim1 verilmistir (Delaey ve Van de Voorde 1998b). Yapilan
calismalarda, RRF’in sadece sigir retinasindan degil; kopek (Delaey ve Van de VVoorde
1998b), domuz (Delaey ve Van de Voorde 1998b), sigan (Boussery ve ark. 2002a) ve
fare (Boussery ve ark. 2002b) retinalarindan da serbestlendigi gosterilmistir. Ayni
zamanda retina kaynakli gevsetici faktoriin etkisinin sadece retinal arterle sinrlt
kalmadigi; sican mezenterik, renal arterlerini hatta damar dist bir diiz kas olan sican
brons diiz kasin1 da gevsettigi bildirilmistir (Delaey ve Van de Voorde 1998b). Izole
sigir retinal arterinde RRF’in gevsetici mekanizmasinin arastirilmasi amaciyla yapilan
caligmalarda, etkisinin endotel kaynakli olmadig1 ve ayrica yanitin K'a7p, K, tea
kanallarinin aktivasyonu ile de bir iliskisinin bulunmadig1 ortaya konulmustur (Delaey
ve Van de Voorde 1998b, Takir ve ark. 2011). Cesitli spazmojen ajanlar ile
prekontrakte edilmis izole sigir retinal arteri iizerine retina konulmasi ile elde edilen
gevseme yanitinin bifazik oldugu goriilmiistiir; bu da RRF’in gevsetici etkisinde iki

farkli mekanizmanin rol aliyor olabilecegini diisiindiirmektedir (Takir ve ark. 2011).
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2.1.4.6. Hidrojen Siilfiiriin G6z ve Retinal Kan Akimi Uzerine Etkileri

Retinal kan akiminin diizenlenmesinde rolii bulunan biitiin bu faktorlere ek
olarak, yaklasik yiizyildir toksik olarak adlandirilan H,S’in, gézde de bulundugu ve
sentezlendigi bildirilmistir (Kulkarni ve ark. 2011, Mikami ve ark. 2011).
Kardiyovaskiiler sistem ve sinir sistemi iizerindeki etkileri {izerine bir¢cok calisma
yapilmis olan H,S’in gozdeki fizyolojik etkileri ve etki mekanizmasi ile ilgili ¢ok daha
az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada fare retinal néronlarinda CSE
ve CBS enzimlerine rastlanmadigi fakat CAT ve 3-MST enzimlerinin bulundugu ve bu
enzimlerinin retinanin i¢ ve dis pleksiform tabakalarinda, i¢ ve dis niikleer tabakalarda
ve fotoreseptorlerin dis katmanlarinda lokalize oldugu gosterilmistir (Mikami ve ark.
2011). Aym calismada, gdzde 3-MST ve CAT aracihigiyla H,S iiretiminin Ca™
yoklugunda en yiiksek degerde oldugu ve Ca™" varlig ile konsantrasyon-bagimli bir
sekilde azaldigi bildirilmistir. Diger taraftan bagka c¢alismalarda da CBS ve CSE
enzimlerinin bazi okiiler dokularda bulundugu gosterilmistir (Persa ve ark. 2006, Pong

ve ark. 2007).

Izole sigir gdziinde yapilan galigmalarda cesitli okiiler dokularda bulunan H,S
miktar1 arastirtlmistir. Hem CBS hem de CSE tarafindan sentezlenen H,S’in en fazla
kornea, daha sonra akdz hiimér ve retinada bulundugu belirlenirken ve degerlerin
sayisal olarak korneada yaklagik 20 nmol/mg protein, retinada ise 17 nmol/mg protein
oldugu bildirilmistir (Kulkarni ve ark. 2011). Domuz ve insan go6zlerinde CBS
enziminin dagihimindan yola ¢ikarak H,S sentezinin oldugu kisimlar arastirilmustir.
Domuz goziinde CBS proteininin en fazla kornea, konjuktiva, iris ve daha sonra
retinada mevcut oldugu bildirilmistir. Insan goziinde de dagilim domuz goziine benzer
sekildedir; fakat CBS proteini anterior boliimiinde daha fazla retinada ise kismen daha
az bulunmaktadir (Persa ve ark. 2006). izole domuz irisine H,S dondrleri NaHS ve
Na,S uygulanmasinin iriste karbakol kasilmasini NO ve Karp kanallari araciligiyla
azalttigr bildirilmistir (Monjok ve ark. 2008). Yapilan bir bagka ¢aligmada ise izole
domuz iris siliyer cisimciklerinde H,S donérleri NaHS ve Na,S’in sempatik

norotransmisyonu inhibe ettigi NaHS ve Na,S’in konsantrasyon-bagimli gevseme
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yanitlar1 olusturdugu ve elde edilen bu yanitin ortamda CSE ve CBS enzimlerinin

inhibitorleri varliginda azaldigi gosterilmistir (Kulkarni ve ark. 2009).

H,S’in etkisinde NO, K atp aracili mekanizmalarin yani sira adenilat siklaz
yolagmin da roliiniin oldugu bildirilmektedir. izole siir ve domuz retinalarinda yapilan
bir ¢alismada, H,S dondrii NaHS ve Na,S’in zaman ve konsantrasyon-bagimli bir
sekilde sAMP seviyesini bazal diizeyin {izerine ¢ikarttigr goriilmiistir. sAMP
seviyesindeki artisin sigir retinasinda daha fazla oldugu, H,S’in etkisinin tlire gore
degistigini ve memeli retinasinda sinyal iletiminde 6nemli bir roliiniin olabilecegini ileri

stirilmistiir (Njie-Mbye ve ark. 2010).

Sinyal molekiilii ve sitoprotektan 6zellik gostermesiyle taninan H,S’in néronlari
oksidatif strese kars1 korudugu bilinmektedir. Retinanin fotoreseptor hiicrelerinin asiri
miktarda 1s18a uzun siire maruz kalmasi reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve influksu,
Ca"" kanallar1 aracilig: ile Ca™’un hiicre i¢i konsantrasyonunun artmasi gibi gesitli
nedenlerle geri doniisii olmayan sekilde hasar gérmektedir. H,S’in bu etkisini gormek
amaciyla farelere in vivo olarak NaHS uygulanmis ve asirt 1s18a maruz
birakildiklarinda, H,S’in 151k ile indiiklenen dejenerasyona ve oksidatif strese karsi
korudugu gozlemlenmistir. Goriilen noroprotektif etkinin  mekanizmasini  agiga
kavusturmak igin yapilan galismalarda, H,S’in fotoreseptdr hiicrelerine Ca™" influksunu
vakuoler tipteki H*-VATPaz enzimini aktive ederek diizenledigini ve bédylelikle
fotoreseptdr  hiicrelerinde Ca’™  konsantrasyonunun yiiselmesini engelleyerek

homeostazisi sagladigi bildirilmistir (Mikami ve ark. 2011).

H,S’in  gbz dokular1 ve retinadaki etkilerinin ve etki mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik yapilan az sayidaki ¢alismalarda H,S ve retinada sentezlenip
serbestlenen glutamatinda rolii incelenmistir. izole domuz ve sigir retinalarinda yapilan
bir ¢alismada retinalarin H,S dondrleri olan NaHS ve Na,S ile inkiibe edilmesinin
glutamat marker1 olarak [*H] D-aspartat: konsantrasyon-bagimli olarak azalttigi ve
H,S’in gbziin posteriorunda aminoasit nérotransmisyonunda fizyolojik ve farmakolojik

gorevlerinin olabilecegi ileri stirilmiistiir (Opere ve ark. 2009).
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Daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalar arasinda H,S’in goziin ¢esitli dokularindaki
etkilerini ve bu etkilerin mekanizmalarini inceleyen ¢alismalar bulunmaktadir. Fakat
giiniimiize kadar H,S’in retinal arter toniisiin diizenlenmesi lizerine etkilerini inceleyen
bir calisma yapilmamistir. Calismamizin amaci, H;S’in izole sigir retinal arteri lizerine

etkisi ve bu etkinin mekanizmasini incelemektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlariin Genel Ozellikleri

Calismamizda kullanilan gozler, veteriner kontroliinden gegmis Montofoner 1rki
(Brown Swiss) 2-4 yasinda yetiskin erkek veya disi sigirlardan alinmistir. Gozler
Dostlar Et ve Et Uriinleri Ticaret ve Sanayi A.S. firmasinin giinliik sigir kesimlerinden

temin edilmistir.

3.2. Arag ve Geregler

Calismamizda:
o Dort kanalli telli myograf sistemi (DMT&ADInstruments; Model 610M)
e Karisim (%95 O2+%5 CO,) Gaz Tiipii
e Mikropipet (Eppendorf)
e Cerrahi makas ve pens
e 40 um c¢apinda paslanmaz celik tel
e Doku tagima kabi
o Vorteks (Velp Scientifica)
e Petri kutusu
e Diseksiyon mikroskobu (Zeiss 2000)
e Soguk 151k kaynagi (Schott)
e Termostath su banyosu (Thermomiks)

e Bilgisayar
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o “ADInstruments Powerlab Chart5 for Windows” yazilim programi

e “ADInstruments Powerlab DMT Normalization vl for Windows” yazilim

programi kullanilmistir.

3.3. Kimyasal Maddeler ve Hazirlanislari

Sodyum hidrosiilfit (NaHS): Stok ¢ozeltisi 10? M olarak distile suda hazirlanmstir.
Prostaglandin F,, (PGF,,): Stok ¢ozeltisi 10°M olarak distile suda hazirlanmustir.

Noradrenalin (NA) : Stok ¢dzeltisi 10*M olarak 0,001N HCI’de hazirlanmistir. Stok
¢ozeltisinin hazirlanmasi esnasinda maddenin stabilizasyonunu saglamak i¢in 1 mg/ml
oraninda askorbik asit (Merck) ilave edilmistir. Stok ¢ozeltisi ve diliisyonlar 1siktan

korunmustur.
KCI (K*): Stok ¢ozeltisi 10 M olarak distile suda hazirlanmustur.
Asetilkolin HCI (Ach): Stok ¢ozeltisi 10 M olarak 0,001N HCI’de hazirlanmustur.

Sodyum nitroprussiyat (SNP): Stok ¢ozeltisi 10 M olarak distile suda hazirlanmustir.

Stok ¢ozeltisi ve diliisyonlar 1s1iktan korunmustur.

NC-nitro-L-Arginin (L-NOARG): Stok ¢ozeltisi 10* M olarak distile suda

hazirlanmastir.

1H-[1,2,4]Oxadiazolo-[4,3-a]Quinoxalin-1-One (ODQ): Stok ¢ozeltisi 10° M olarak
DMSO’da hazirlanmustir.

indometazin: Stok c¢ozeltisi 10° M %5 NaHCOs; (w/v) cozeltisi icerisinde

hazirlanmastir.

Glibenklamid: Stok ¢ozeltisi 10> M olarak DMSO’da hazirlanmistir.
Apamin: Stok ¢ézeltisi 10”7 M olarak distile suda hazirlanmustur.
Nifedipin: Stok ¢ozeltisi 10° M olarak DMSO’da hazirlanmustir.

SQ 22536: Stok ¢dzeltisi 10 M olarak distile suda hazirlanmustir.

Baryum Kloriir (BaCly): Stok ¢ozeltisi 10 M olarak distile suda hazirlanmustur.
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4-aminopiridin (4-AP): Stok ¢ozeltisi 2x10° M olarak DMSO’da hazirlanmustir.

Calismamizda kullanilan soliisyonlar derin dondurucuda -20 °C’de saklanan
stoktan her deney giiniinde Krebs-Ringer bikarbonat ¢ozeltisi ile diliie edilerek taze
olarak hazirlanmigtir. Deneylerde kullanilan Krebs Ringer-bikarbonat c¢ozeltisindeki
kimyasal igerigi mM cinsinden su sekildedir: [NaCl: 135; KCI: 5; NaHCOs3: 20; Glukoz:
10; CaCly: 2,5; MgS0,4.7H,0:1,3; KH,PO,4: 1,2; EDTA: 0,026].

Deneylerde kullanilan bazi kimyasallarin hazirlanmasinda ¢oziicii  olarak
kullanilan DMSO, NaHCOj3 ve HCI’nin deney ortamindaki konsantrasyonlar1 %0,1’den

diisiiktiir ve izole si1gir retinal arterleri tizerine direkt bir etkileri bulunmamaktadir.

3.4. izole Sigir Retinal Arterlerinin Hazirlanmasi

Yeni kesilmis sigirlardan alinan gozler mezbahadan laboratuvarimiza ozel
tasima kabinda ve kismen buzlu Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu igerisinde hizli bir
sekilde getirilmistir. Gozler laboratuvar ortaminda da tasima kutusunda ve Krebs-

Ringer bikarbonat soliisyonu igerisinde muhafaza edilmistir.

Deneyde kullanilacak gozler, laboratuvarda bir petri kutusuna alindiktan sonra
ekstra okiiler kaslardan ve g¢evere dokulandan bir makas yardimi ile temizlenmistir.
Daha sonra gozler, korneal bolgenin yaklasik 0,5 cm gerisinden kesilerek ikiye
ayrilmistir. G6ziin vitréz hiimor ile dolu olan kismi bir petri kutusuna alinmistir. Vitroz
humor dikkatli bir sekilde disariya akitilmis ve goz kiiresinin ig¢i Krebs-Ringer
bikarbonat soliisyonu ile doldurulmustir. Bu islemler esnasinda retinanin ve retinal
damarlarinin zarar gérmemesine 6zen gosterilmistir. Ardindan diseksiyon mikroskobu
altinda, goziin retina tabakasinin iizerinde bulunan merkezi retinal arterden myograf
sistemindeki doku tutucular1 arasina girecek uzunlukta damar parcalar1 kesilerek
myograf sistemine alinmigtir. Damarlarin igerisinden her biri 40 pm ¢apinda olan iki

paslanmaz ¢elik tel gegirilmis ve bu tellerin biri myografin transduserine digeri de
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mikrometreye sabitlenmistir. Myograf sistemine yerlestirilen retinal arterin ¢evresinde
bulunan retina ve retinal ven parcasi pens ve goz makasi yardimi ile dikkatlice

temizlenmistir.

3.5. Yontem

3.5.1. Retinal Arterlerin Standardizasyonu ve Endotel ve Diiz Kas Gevseme

Kapasitelerinin Belirlenmesi

Damarlar Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu igeren ve % 95 O, + % 5 CO, gaz
karigimu ile havalandirilan myograf sistemine yerlestirilmistir. Bir saat siire ile 37°C’de
dengelenmeye birakilan damarlarin iginde bulunduklari Krebs-Ringer bikarbonat
soliisyonu her 10-15 dakikada bir degistirilmistir. Dengelenme siiresinin ardindan
normalizasyon islemi uygulanmistir. Normalizasyon isleminde, damarlara uygulanan
gerim mikrometre ile kademeli olarak arttirilmis (her basamakta 2 mN/mm) ve pasif
damar duvar geriminin i¢ ¢evre ile iliskisi c¢alisilmistir. Boylece normal fizyolojik
kosullarda, tamamen gevsemis damarin icinden gecen kanin damar duvarmna yaptig
basinca (transmural basing; 13,3 kPa [100 mmHg]), karsilik gelen i¢ ¢evre (ICiq)
belirlenmis ve retinal arterlerin gerimi bir mikrometre yardimiyla bu i¢ c¢evrenin

%90’1na (IC;=0,9x1C100) karsilik gelen diizeye getirilmistir.

Retinal arterler normalizasyon islemi sonucunda belirlenmis olan 6n gerimde 30
dakika siireyle tekrar dengelenmeye birakilmistir. Sonrasinda, standardizasyon iglemi
i¢in dokular 20 dakika ara ile iki defa potasyum kloriir (K*; 100 mM) ve noradrenalin
(NA; 10™* M) kombinasyonu ile kastirilmistir. Standardizasyon isleminden sonra endotel
tabakasinin kontrolii i¢cin damarlar PGF;, (3X10'5M) ile kastirilmis ve tizerine endotel
aracili gevseme olusturan asetilkolin (Ach; 108-10* M) verilerek konsantrasyon-
bagimli gevseme yaniti elde edilmistir. Diiz tabakasinin kontrolii i¢in de damarlarin
sodyum nitroprussiyat (SNP; 10%-10* M) ile elde edilen gevseme yamitlari

incelenmistir.
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3.5.2. Sigir Retinal Arterinde Hidrojen Siilfiir’iin Etkisinin incelenmesi

H,S’in etkisi soliisyona verildiginde yikilarak H,S agiga ¢ikaran dondrii NaHS
ile incelenmistir. Damarlar spazmojen ajanlar olan PGF,, (3x10° M) veya K* (100 mM)
ile prekontrakte edildikten sonra NaHS artan konsantrasyonlarda kiimiilatif olarak (10°-
3x10° M) uygulanmustur.

3.5.3. Sigir Retinal Arterinde Hidrojen Siilfiir’iin Etki Mekanizmasinin

Incelenmesi

Retinal arterlerde NaHS’in  etkisinin  incelenmesinin  ardindan  etki
mekanizmasma yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bu amagla PGF,, (3x10° M) ile
prekontrakte edilen retinal arterlerde, NaHS’in etkisi NO sentezine aracilik eden NOS
enziminin spesifik inhibitéri L-NOARG (10 M; 20 dk), guanilat siklaz enziminin
spesifik inhibitéri ODQ (10° M; 20 dk) veya siklooksijenaz enziminin spesifik
inhibitorii indometazin (10> M; 20 dk) varliginda ya da endotel tabakas: mekanik olarak

bir sag teli ile tahrip edilmis damarlarda arastirilmistir.

K" kanallarinin agilmasmin damar diiz kasmmn hiperpolarizasyonuna neden
olarak gevseme olusturdugu bilinmektedir. H,S’in etkisinde endotelyal vazodilatator
faktorlerin etkisinin incelenmesinin ardindan potasyum kanallarinin rolii incelenmistir.
Bu amagla PGF,, (3x10° M) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal arterlerinde
NaHS’in etkisi ATP duyarli potasyum kanali (Katp) inhibitorii glibenklamid (10'5 M;
20dk.), kiigiik kondiiktans kalsiyum ile aktive potasyum kanali (SKca™) inhibitorii
apamin (3x107 M; 20 dk.), voltaj bagimh potasyum kanali (K,) inhibitorii 4-
aminopiridin (2x10° M, 20 dk) veya ice akim potasyum kanali (Kj,) inhibit6rii BaCl,
(10 M; 20 dk) varhiginda test edilmistir.

Diiz kasin toniisiiniin belirlenmesinde Ca™’un hiicre i¢indeki konsantrasyon

diizeyi onemlidir. Calismamizda H,S’in etkisinde L-tipi voltaj bagimli kalsiyum
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kanallarinin kapatilmasi sonucu damar diiz kasi hiicre igine kalsiyum giriginin
engellenmesinin rolii arastirilmistir. Bu amacla PGF,, (3x10° M) ile prekontrakte
edilmis izole sigir retinal arterlerinde NaHS’in etkisi L-tipi voltaj bagimh Ca'”

kanallarinin spesifik inhibitérii nifedipin (10 M; 20 dk) varliginda incelenmistir.

Adenilat siklaz; birgok hormon, nérotransmitter ve endojen vazoaktif maddenin
hiicresel yanitina aracilik eden bir enzim olup hiicre iginde ikincil ulak olarak SAMP
diizeylerinin yiikselmesine neden olmaktadir. Hiicre i¢inde ylikselen sAMP diizeylerinin
proteinkinazlar araciligi ile hiicre i¢i Ca’  diizeylerinde azalmaya neden olarak
gevsemeye yol actigi bilinmektedir. Calismamizda H2S’in sigir retinal arterindeki
etkilerinde adenilat siklaz-sAMP yolaginin roliiniin incelenmesi hedeflenmistir. Bu
amagla PGF,, (3x10° M) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal arterlerinde
NaHS’in etkisi adenilat siklaz inhibitori SQ 22536 (10° M; 20 dk) varhiginda

incelenmistir.

H>S’in izole sigir retinal arterleri lizerindeki dogrudan etkilerinin ve goriilen
etkinin mekanizmasinin incelenmesinin ardindan H,S’in damarlarin spazmojen ajanlara
kars1 reaktiviteleri tizerinde preventif etkileri arastirilmistir. Bu amagla izole sigir retinal
arterlerinde PGF,, (10%-10* M) veya K* (10 mM-100 mM) ile elde edilen
konsantrasyon-bagimli kasilma yamtlar1 H,S donérii NaHS ile (3x107® M; 20 dk) inkiibe
edilmis damarlarda incelenmistir. Elde edilen yanitlar inkiibasyon yapilmadan once

alinan kastirici yanitlar ile karsilastiriimistir.

Caligmamizda, inhibitorlerin etkisi ayni retinal arter segmentlerinin paralel

pargalarinda calisilmistir.
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3.6. Istatistiksel Analiz

Veriler “ortalamatstandart hata” seklinde gosterilmistir. Deney gruplarinda
belirtilen “n” sayis1 galisilan sigir retinal arterlerinin sayisini gostermektedir. Kastirici
ajanlarin kasilma yanitlart “mN/mm”, prekontrakte edilen dokularda NaHS ile elde
edilen gevseme yanitlar1 prekontraksiyona gore “%” cinsinden verilmistir. Emaks;
deneylerde kullanilan ¢esitli vazoaktif ajanlarin maksimum konsantrasyonlarmin
uygulanmasi ile elde edilen kasilma veya gevseme yanitini, pECsp; maksimum
konsantrasyonun uygulanmasi ile elde edilen yanitin (kasilma veya gevseme) %50’sini
olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degerini gostermektedir. Istatistiksel analizde
“Student’s t test” (iki es arasindaki farkin anlamlilik testi ve gruplar arasi farkin
anlamlilik testi) ve “ANOVA” (tek yonlii varyans analizi) kullanilmis ve “p” degeri

0,05’ten kii¢iik olan karsilastirmalar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.1. izole Sigir Retinal Arterlerinin Endotel ve Diiz Kas Gevseme Yamtlarinn

Incelenmesi

4.1.2. Asetilkolinin Etkisi

Izole sican mezenterik arterlerinin endotel fonksiyonunun belirlenmesi amaciyla
PGF,, (3x10™ M) ile prekontrakte edilen arterlere kiimiilatif olarak Ach (10°-10" M)
uygulanmasi konsatrasyon-bagimli gevseme yanitlarina neden olmustur (Emaks=

%35,71+1,53 n=8; Sekil 4-1A).

4.1.3. Sodyum Nitroprusiyatin Etkisi

Izole sigan mezenterik arterlerinin diiz kas gevseme kapasitesinin belirlenmesi
amactyla PGF,, (3x10° M) ile prekontrakte edilen arterlere kiimiilatif olarak SNP
(10%-10* M) uygulanmasi konsantrasyon-bagimh gevseme yanitlarina neden olmustur
(Emaks= %45,37+0,74% n=7; Sekil 4-1B).



35

A)

Gevseme (%)

100-

7 6 5
Ach (-Log M)

€0 -
,h-

B)

20+

40-

Gevseme (%)

80+

100-

7 6 5
SNP (- Log M)

©0 -
-

Sekil 4-1: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri iizerine
kiimiilatif olarak A) asetilkolin (Ach; 10%-10* M) ve B) sodyum nitroprusiyat (SNP;
10°-10"* M) uygulanmast ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri.
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4.2. Hidrojen Siilfiir’iin Etkisinin Incelenmesi

4.2.1. PGF,, (3x10° M) ile Prekontrakte Edilmis Retinal Arterleri Uzerine
NaHS’in (10°°-3x10° M) Etkisi

izole sigir retinal arterlerinde endotel ve diiz kas fonksiyonlarinin
belirlenmesinin ardindan H,S’in etkileri arastirilmistir. Bu amagla H,S dondrii olarak
NaHS kullanilmis ve PGF,, (3x10™° M) ile kastirilmus izole s1gir retinal arter preparatlari
iizerine NaHS’in (10°-3x10° M) kiimiilatif olarak uygulanmasi damarlarda
konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlarina neden olmustur (Emas=%66,09+5,29;
PECso= 3,47+0,11; n=15; Sekil 4-2).

Deneylerimizde paralel olarak ayni izole sigir retinal arterinin farkli iki
segmentinde spazmojen ajan PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilmis dokulara
kiimiilatif olarak NaHS (10°-3x10® M) uygulanmis ve konsantrasyon-bagiml gevseme
cevaplart elde edilmistir. Elde edilen maksimum gevseme yanitlar1 benzerlik
gostermektedir (Emaksi= 53,72£5,32 mN/mm; Enpgs= 55,69+£8,45 mN/mm; n=8
p>0,05).

4.2.2. K' (100 mM) ile Prekontrakte Edilmis Retinal Arterleri Uzerine NaHS’in
(10°°-3x107° M) Etkisi

PGF,, (3x10° M) ile kastirilmis izole sigir retinal arter preparatlari iizerine
NaHS’in etkilerinin incelenmesinin ardindan K* (100 mM) ile kastirilmis damarlarda
NaHS’in etkisi arastirilmistir. Prekontrakte edilen izole sigir retinal arter preparatlari
iizerine NaHS’in (10°-3x10® M) kiimiilatif olarak uygulanmasi damarlarda
konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlarina neden olmustur (Emas=%42,35+6,27;
PECs50=3,34+0,05; n=9 Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: PGF,, (3x10°M) ve K* (100mM) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterleri iizerine kiimiilatif olarak NaHS (10°°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen
konsantrasyon-yanit egrileri.

*p<0.05 istatistiksel anlamh farklihigi gostermektedir.
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4.3. NaHS’in Retinal Arteri Gevsetici Etkisinin Mekanizmasmin Incelenmesi

4.3.1. Endotel Kaynaklh Gevsetici Faktorlerin Etkisi

H,S’in izole sigir retinal arterleri {izerine etkilerinin incelenmesinin ardindan
goriilen etkide endotelyal vazodilatator faktorlerin rolii arastirilmigtir. Bu amagla H,S’in
donorii NaHS’in etkisi siklooksijenaz inhibitérii indometazin (10'5M, 20 dk), NOS
inhibitorii L-NOARG (10™M, 20 dk), guanilat siklaz inhibitérii ODQ (10”°M, 20 dk) ile
inkiibe edilmis veya endotel tabakasi mekanik olarak tahrip edilmis retinal arterlerde

incelenmistir.

4.3.1.1. Siklooksijenaz Inhibitorii Indometazinin Etkisi

PGF,, (3x10°M) ile kastirilmis izole sigir retinal arterlerinin siklooksijenaz
inhibitérii indometazin (10°M, 20 dk) ile inkiibe edilmesi, NaHS’in (10°-3x10° M)
maksimum gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden
olmamistir (Kontrol Epas=%64,65+8,17; +indometazin Emas=%60,66+7,61 n=10;
p>0,05; Sekil 4-3 ve Tablo 4-1).

4.3.1.2. Nitrik Oksit Sentetaz inhibitorii L-NOARG’1n EtKkisi

PGF,, (3x10°M) ile kastirilmis izole sigir retinal arterlerinin NOS inhibitorii L-
NOARG (10™*M, 20 dk) ile inkiibe edilmesi, NaHS’in (10°-3x10° M) maksimum
gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmamustir
(Kontrol Enaks=%64,65+8,17; +L-NOARG Eaks=%60,73+7,62 n=10; p>0,05; Sekil 4-3
ve Tablo 4-1).
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4.3.1.3. Guanilat Siklaz Inhibitéri ODQ’nun Etkisi

PGF,, (3x10°M) ile kastirilmis izole sigir retinal arterlerinin guanilat siklaz
inhibitoric ODQ (10°M, 20dk) ile inkiibe edilmesi, NaHS’in (10°-3x10° M)
maksimum gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden
olmamistir (Kontrol Enas=%64,65+8,17; +ODQ Emas=%58,36+6,51 n=10; p>0,05;
Sekil 4-3 ve Tablo 4-1).
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Sekil 4-3: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif
olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yamt egrisi iizerine
siklooksijenaz inhibitorii indometazin (10°M, 20 dk), nitrik oksit sentetaz inhibitorii L-
NOARG (10“*M, 20 dK), guanilat siklaz inhibitérii ODQ’nun (10°M, 20 dk) etkisi.

p>0.05.
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4.3.1.4. Endotel Tabakasimn Mekanik Olarak Tahrip Edilmesinin Etkisi

PGF,, (3x10°°M) ile kastirilmis izole sigir retinal arterlerinin endotel tabakasinin
mekanik olarak tahrip edilmesi edilmesi, NaHS’in (10°-3x10°M) maksimum gevseme
yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli degisiklige neden olmamistir (Kontrol
Emaks=%61,90+5,94; Deendotelize Enas=%59,45+3,37 n=7; p>0,05; Sekil 4-4 ve Tablo
4-1).
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Sekil 4-4: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif
olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisi iizerine
damarlarin endotel tabakasinin mekanik olarak tahrip edilmesinin etkisi.

p>0.05.
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Tablo 4-1: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde

kiimiilatif olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yamit

egrisi iizerine siklooksijenaz inhibitorii indometazin (10°M, 20 dKk), nitrik oksit sentetaz
inhibitorii L-NOARG (10“*M, 20 dk), guanilat siklaz inhibitérii ODQ’nun (10° M, 20 dk)
veya damarlarin endotel tabakasimin mekanik olarak tahrip edilmesinin etkisi.

Kontrol
+indometazin
+L-NOARG

+0DQ

Kontrol

Deendotelize

1,76+0,14
1,91£0,21
1,85+0,17
1,65+0,17
1,67+0,15

1,83+0,22

64,65+8,17
60,66+7,61
60,73+7,62
58,36+6,51
57,30+9,40

59,45+3,37

10

10

p>0,05.

n: retinal arter sayisi



43

4.3.2. Potasyum Kanallarinin Roliiniin Incelenmesi

H.S’in izole sigir retinal arterleri tizerine etkisinin endotelyal vazodilatator
faktorler ile iliskisinin incelenmesinin ardindan gériilen gevsetici etkide K* kanallarmin
rolii arastirilmistir. Bu amagla H,S’in dondrii NaHS’in etkisi ATP duyarli potasyum
kanali (Katp) inhibitorii glibenklamid (10°M, 20 dk), kiigiik kondiiktans kalsiyum ile
aktive potasyum kanali (SKca™) apamin (3x107 M, 20 dk), voltaj bagimli potasyum
kanal inhibitérii (K ) 4-aminopiridin (2x10° M, 20 dk), ice akim potasyum kanal
inhibitérii (Ki;) BaCly (10°M, 20 dk) ile inkiibe edilmis retinal arterlerde incelenmistir.

4.3.2.1. Katp Kanali inhibitorii Glibenklamidin Etkisi

PGF,, (3x10°M) ile kastirilmis izole sigir retinal arterlerinin Kamp kanali
inhibitorii glibenklamid (10° M, 20 dk) ile inkiibe edilmesi, NaHS’in (10°°-3x10°M)
maksimum gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli degisiklige neden
olmamistir (Kontrol Emas=%56,01+8,47; +Glibenklamid Eqaks=%54,88+9,82 n=9;
p>0,05; Sekil 4-5 ve Tablo 4-2).
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Sekil 4-5: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif
olarak NaHS (10°-3x10°*M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yamit egrisi iizerine
Katp inhibitorii glibenklamidin (10° M, 20 dk) etkisi.

p>0.05.
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4.3.2.2. SKca " Kanah inhibitorii Apaminin Etkisi

PGF,, (3x10°M) ile kastirilmis izole sigir retinal arterlerinin SKc,™* inhibitrii
apamin (3x10'M, 20 dk) ile inkiibe edilmesi, NaHS’in (10°-3x10M) maksimum
gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli degisiklige neden olmamistir (Kontrol
Emaks=%54,71+12,15; +Apamin Enaks=%58,02+11,60 n=7; p>0,05; Sekil 4-6 ve Tablo
4-2).
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Sekil 4-6: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif
olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisi iizerine
SKc,™ inhibitorii apaminin (3x107M, 20 dk) etkisi

p>0.05.
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4.3.2.3. K, Inhibitérii 4-aminopiridin’in Etkisi

PGF,, (3x10°M) ile kastirilmis izole sigir retinal arterlerinin K, inhibitorii 4-
aminopiridin (2x10°M, 20 dk) ile inkiibe edilmesi, NaHS’in (10°-3x10°M) maksimum
gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmaya neden olmustur
(Kontrol Emaks=%59,44+8,13; +4-aminopiridin Enas=%38,98+4,32 n=8; p<0,05; Sekil
4-7 ve Tablo 4-2).
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Sekil 4-7: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif
olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisi iizerine
K, inhibitérii 4-aminopiridinin (2x10°M, 20 dk) etkisi.

*p<0.05 kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamhilhig gostermektedir.
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4.3.2.4. K;, inhibitorii BaCl, Etkisi

PGF,, (3X10'5M) ile kastirilmis izole sigir retinal arterlerinin Kj, inhibit6rii
BaCl, (102M, 20 dk) ile inkiibe edilmesi, NaHS’in (10°-3x10M) maksimum gevseme
yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmaya neden olmustur (Kontrol
Emaks=%76,834+4,92; +BaCl, Emas=%47,59+4,05 n=11; p<0,001; Sekil 4-8 ve Tablo 4-
2).
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Sekil 4-8: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif
olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisi iizerine
Ki inhibitorii BaCl,’nin (10°M, 20 dk) etkisi.

**p<0.01

***p<0.001 kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamhihig1 gostermektedir.
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Tablo 4-2: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde
kiimiilatif olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmas: ile elde edilen konsantrasyon-yamt
egrisi iizerine Katp inhibitorii glibenklamidin (10'5 M, 20 dk), SKc,"" inhibitorii apaminin
(3x107 M, 20 dk), K, inhibitorii 4-aminopiridin (2x10°M, 20 dk) ve K;, inhibitorii
BaCl,’nin (10M, 20 dk) etkisi

Prekontraksiyon diizeyi Ermaks n
________________________________________ (mNfmm) )
Kontrol 1,82+0,07 56,01+8,47 9

+Glibenklamid 1,66+0,13 54,88+9,82 9
Kontrol 1,84+0,07 54,71£7,15 7
+Apamin 1,73+0,16 58,02+8,60 7
Kontrol 1,76+0,06 59,44+8,13 8
+4-aminopiridin 1,76+0,11 38,984+4,32% 8
Kontrol 1,68+0,06 76,83+4,92 11
+BacCl, 1,67 +0,09 47,59+4,05*** 11

*p<0,05
***p<0,001 kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamlihig1 gostermektedir.

n: retinal arter sayisi
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4.3.3. L- Tipi Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallarinin Roliiniin Incelenmesi

H.S’in izole sigir retinal arterleri tizerine etKisinin endotelyal vazodilatator
faktorlerin ve K* kanallar ile iliskisinin incelenmesinin ardindan gériilen gevsetici
etkide L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanalinin rolii arastirilmigtir. Bu amagla H,S’in
etkisi L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanali inhibitérii nifedipin (10°M, 20 dk) ile
inkiibe edilen damarlarda incelenmistir. PGF,, (3X10'5M) ile kastirilmis izole sigir
retinal arterlerinin nifedipin (10°M, 20 dk) ile inkiibe edilmesi, NaHS in (10°-3x10°*M)
maksimum gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli degisiklige neden
olmamisgtir (Kontrol Emas=%70,9+8,61; +Nifedipin Emas=%63,48+3,72 n=9; p>0,05;
Sekil 4-9 ve Tablo 4-3).
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Sekil 4-9: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif
olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmast ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisi iizerine
L-tipi voltaj bagimh kalsiyum kanali inhibitorii nifedipinin (10°M, 20 dk) etkisi.

p>0.05.
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4.3.4. Adenilat Siklaz inhibitorii SQ 22536’min Etkisi

H.S’in izole sigir retinal arterleri tizerine etkisinin endotelyal vazodilatator
faktorlerin, K* kanallari ve L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanali ile iliskisinin
incelenmesinin ardindan goriilen etkide adenilat siklaz yolaginin roli aragtirilmistir. Bu
amacla H,S’in etkisi adenilat siklaz inhibitérii SQ 22536 (10°M, 20 dk) ile inkiibe
edilmis damarlarda incelenmistir. PGF;, (3X10'5M) ile kastirilmis izole sigir retinal
arterlerinin SQ 22536 (10°M, 20 dk) ile inkiibe edilmesi, NaHS’in (10°-3x10°M)
maksimum gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli degisiklige neden
olmamistir (Kontrol Enmaxs=%73,40+5,00; +SQ 22536 Emas=%68,33+5,44 n=9; p>0,05;
Sekil 4-10 ve Tablo 4-3).
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Sekil 4-10: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde
kiimiilatif olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yamt
egrisi iizerine adenilat siklaz inhibitorii SQ 22536 mmn (10°M, 20 dk) etkisi.

p>0.05.
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Tablo 4-3: PGF,, (3X10'5M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde
kiimiilatif olarak NaHS (10°-3x10°M) uygulanmas: ile elde edilen konsantrasyon-yamt
egrisi iizerine L-tipi voltaj bagimh kalsiyum kanali inhibitorii nifedipinin (10°M, 20 dk) ve
adenilat siklaz inhibitérii SQ 22536 mmn (10°M, 20 dk) etkisi.

(mN/mm)

Kontrol 1,66+0,13
+Nifedipin 1,29+0,10
Kontrol 1,82+0,25
+SQ 22536 1,82+0,28

70,90+8,61
63,48+3,72
73,40+5,00

68,33+5,44

p>0,05 istatistiksel anlamhilik diizeyi.

n: retinal arter sayisi.



54

4.3.5. Hidrojen Siilfiiriin Spazmojen Ajanlarin Kasilma Yamtlarn Uzerine

Etkilerinin Incelenmesi

H.S’in izole sigir retinal arterleri lizerine gevsetici etkisinin ve goriilen bu
etkinin mekanizmasimin incelenmesinin ardindan H,S’in vaskiiler reaktivite iizerine
etkileri arastirilmistir. Bu amagla retinal arterler iizerine artan konsantrasyonlarda
kiimiilatif olarak PGF,, (10%-10*M) veya K* (10mM-100mM) uygulanmast ile elde
edilen konsantrasyon-yanit egrilerinin HyS donérii NaHS (3x10°° M, 20 dk) varliginda

degisip degismedigi incelenmistir.

4.3.5.1. PGF, (108-10*M) Konsantrasyon-Yamt Egrisi Uzerine Etkisi

[zole sigir retinal arterlerinde PGF,, (108-10*M) ile konsantrasyon-yanit egrisi
elde edildikten sonra damarlar NaHS (3x10°M) ile 20 dakika siire ile inkiibe edilmistir.
Damarlarin NaHS (3x10°M, 20 dk) ile inkiibasyonu PGF,, (108-10*M) ile elde edilen
maksimum kasilma yanitlar1 ve pECsg degerlerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalmaya neden olmustur (Kontrol Epas=1,20+0,08 mN/mm, pECso= 5,23+0,07 ve
+NaHS Emas=1,06=0,05 mN/mm, pECsp=4,73+0,16 n=7; p<0,05; Sekil 4-11 ve Tablo
4-4).
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Sekil 4-11: izole sigir retinal arterlerinin NaHS (3x10°M, 20dk) ile inkiibasyonunun
PGF,, (10%-10*M) ile elde edilen konsantrasyon-yamit egrisi iizerine etkisi.

*p<0.05 kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamh farkhihgr gostermektedir.
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4.3.5.2. K* (10-100 mM) Konsantrasyon-Yamt Egrisi Uzerine Etkisi

izole sigir retinal arterlerinde K* (10-100 mM) ile konsantrasyon-yanit egrisi
elde edildikten sonra damarlar NaHS (3x10°M) ile 20 dakika siire ile inkiibe edilmistir.
Damarlarin NaHS (3x10°M, 20 dk) ile inkiibasyonu K* (10-100 mM) ile elde edilen
maksimum kasilma yanitlarinda ve —LogECsy degerlerinde istatistiksel olarak anlaml
diizeyde azalmaya neden olmustur (Kontrol — Emas=0,70+£0,05 mN/mm;
PEC50=1,64+0,10 ve +NaHS Enas=0,55+0,04 mN/mm; pECs,=1,41+0,05 n=7; p<0,05
Sekil 4-12 ve Tablo 4-4).
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Sekil 4-12: izole sigir retinal arterlerinin NaHS (3x10°M, 20dk) ile inkiibasyonunun K*
(10-100 mM) ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisi iizerine etkisi.

*p<0.05 kontrol ile karsilastirlldiginda istatistiksel anlamh farklihg gostermektedir.
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Tablo 4-4: izole sigir retinal arterlerinin NaHS (3x10°M, 20d k) ile inkiibasyonunun PGF,,
(10%-10"M) ve K* (10-100mM) ile elde edilen E ve pECs, degerlerine etkisi.

Emaks (MN/mm) PECs n
PGFy,
Kontrol 1,20+0,05 5,234+0,07 7
+NaHS (3x10°M)  1,06+0,04* 4,73+0,16* 7
K
Kontrol 0,70+0,05 1,64+0,10 7
+NaHS$ (3x10°M) 0,55+0,04* 1,41+0,05* 7

*p<0,05 kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamh farklihgi gostermektedir.

n: retinal arter sayisi
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5. TARTISMA

Nitrik oksit, prostaglandinler, endotelin-1 vb ¢ok sayida endojen vazoaktif
madde, damar endoteli ve/veya retinadan salinarak retinal arterlerin toniistiniin lokal
olarak diizenlenmesini saglamaktadir (Maenhaut ve ark. 2007, Haefliger ve ark. 2001).
Son yillarda yapilan ¢alismalarda bir baska endojen faktoér olan H,S’in nitrik oksit
benzeri sekilde fizyolojik olaylarda rol aldigi, ayrica gozde sentezlendigi ve okiiler
dokularda bulundugu gosterilmistir (Persa ve ark. 2006; Pong ve ark. 2007; Opere ve
ark. 2009). Gozde fizyolojik olaylarin isleyisinde lokal vazoaktif maddelerin biiyiik rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu nedenle, gazotransmitter olarak tanimlanan H,S’in goézde
bulundugunun ve sentezlendiginin ortaya konulmasi fizyolojik olaylarda rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda, hidrojen siilfiiriin (H2S) izole sigir
retinal arteri {izerine etkisinin incelenmesi amag¢lanmistir. H,S donorii NaHS’in in vitro
uygulanmasi ile elde ettigimiz bulgular, H,S’in izole sigir retinal arterlerin vaskiiler
toniisiiniin diizenlenmesinde rolii olabilecegini agiga cikarmis ve HS’in retinal
arterlerde olusturdugu etkinin mekanizmasmin aydinlanmasini saglayacak sonuclar

ortaya koymustur.

Retina, farkli hiicre ¢esitlerini barindiran birden fazla katmandan olusan ve
gérme olaymin meydana gelmesinde énemli olan bir tabakadir. Retinanin oksijen ve
besin ihtiyaci retinal ve koroidal dolagim adi verilen anatomik ve fonksiyonel olarak
farkli iki dolasim tiirii ile saglanmaktadir. Retinal dolagimin otonomik innervasyonu
bulunmamaktadir. Bu nedenle retinal sirkiilasyon sistemik dolasimda bulunan vazoaktif
maddeler veya retina tabakasi ve/veya retinal arterlerin endotel tabakasindan salinan
faktorler ile lokal olarak diizenlenmektedir (Delaey and Van de Voorde 2000, Haefliger
ve ark. 2001, Maenhaut ve ark. 2007). H,S endojen olarak esasen PLP bagimli ve
dokuya spesifik enzimler olan CBS ve CSE ile L-sistein’den iiretilmektedir ve
noromodiilator, noroprotektif, antinosiseptif, antiinflamatuvar, diiz kas gevsetici,
kardiyoprotektan ve antihipertansif gibi O6nemli fizyolojik etkilerinin oldugu
distiniilmektedir (Li ve ark. 2006, Gadalla ve Snyder 2010, Liu ve ark. 2012). Ancak

retinal sirkiilasyondaki onemi heniiz aydinlatilamamistir. Yeni calismalar ise H,S’in
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gbzde de sentezlendigi belirlenmis ve retinal kan akiminin diizenlenmesinde roliiniin
olabilecegi diisiiniilmiistiir. H,S’in ¢esitli okiiler dokularda da varligi gosterilmis ve
okiiler diiz kaslar1 gevsettigi ve iris siliyer cisimciklerinde gevsemeye neden oldugu
bildirilmistir (Kulkarni ve ark. 2009). Ancak H,S’in retinal arter toniisiiniin tizerindeki
etkisi heniiz bilinmemektedir. Calismamizda, H,S’in kismen K, ve Kj, kanallarinin

acilmasi araciligi ile retinal arter toniisiinde etkili olabilecegi ortaya konmustur.

NaHS akéz soliisyonlarda [HS] ve [Na'] iyonlarma disosiye olmakta ve
ardindan [HS'] su ile reaksiyona girerek H,S’i meydana getirmektedir. Al-Magableh ve
Hart (2011) H,S’e duyarli elektrodlar kullanarak yaptiklar1 galismada, NaHS 37 °C
sicaklikta Krebs soliisyonunda ¢oziindiigiinde %10’undan daha az bir kisminin serbest
H,S olarak bulundugunu bildirmistir. Buna ilaveten, H,S’in kan ve dokulardaki
fizyolojik konsantrasyonunun 1-300 uM civarinda oldugu gosterilmistir (Abe and
Kimura 1996, Zhao ve ark. 2001, Liu ve ark. 2012, Vitvitsky ve ark. 2012).
Deneylerimizde kullanilan Krebs soliisyonunun sicakligr (37°C) goz 6niine alindiginda
NaHS’in maksimum gevsetici etkisinin goriildiigii konsantrasyon (3mM), H3S’in
fizyolojik diizeyleri ile karsilastirilabilir seviyededir. Ayrica, NaHS daha 6nce yapilmis
olan in vitro ¢aligmalarda 1 uM’dan 10 mM’a varan genis bir konsantrasyon araliginda
kullanilmistir. Bu konsatrasyonlar da bizim kullandigimiz NaHS konsantrasyonuna
benzerlik gostermektedir (1 pM-3 mM) (Cheng ve ark. 2004, Cheang ve ark. 2010, Al-
Magableh and Hart 2010).

PGFy, ve K"un etki mekanizmalar1 farkli olan iki spazmojen oldugu
bilinmektedir. Damar preparatlarinda PGFy, ile elde edilen kasilma yaniti diiz kas
hiicrelerinde reseptor aracili kalsiyum kanallarinin aktive olmasi ile meydana gelirken
K" depolarizasyonunu indiikleyerek kasilma yanitina neden olmaktadir. izole sigir
retinal arterlerinin endotel ve diiz kas gevseme kapasitelerini 6l¢mek amaciyla, damarlar
PGF,, ile prekontrakte edilmis ve kiimiilatif olarak Ach ve SNP uygulamasiyla
konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlari elde edilmistir. SNP ile elde edilen maksimum
gevseme yanitt Ach ile elde edilenden daha giicliidiir. Bulgularimiz, bu iki spazmojen

ile prekontrakte edilen sigir retinal arterlerinde NaHS’in 100 pM ve iizeri
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konsantrasyonlarinda gevseme yanitlari olusturdugunu ortaya koymaktadir. Bu
sonuglar, damar reaktivitesi iizerinde yapilan deneyler ile paralellik gostermektedir.
Retinal arterleri NaHS ile inkibe etmek (3x10'3M, 20 dk) PGF,, ve K" ile elde edilen
maksimum kasilma yanitlarin1 ve bu spazmojen ajanlara karst duyarliligi diistirmiistiir.
Bulgularimiza paralel olarak sigan aorta halkalarinda NaHS’in 50-60 uM iizerindeki
konsantrasyonlarinda gevseme yanitini indiikledigi bildirilmistir (Zhao ve ark. 2001,
Sun ve ark. 2011). Bununla birlikte Ali ve ark. (2006) sican aorta halkalarinda 100
uM’ye kadar olan konsantrasyonlarda tam tersi bir etki gdstermistir. Ilging olarak,
NaHS’in diisiik konsantrasyonlarinda gozlemlenen kastirict etkisi diger bazi vaskiiler
preparatlarda da, internal meme arterinde (Webb ve ark. 2008) ve si¢gan pulmoner

arterinde (Sun ve ark. 2011), goriilmiistiir.

Retinal arter, “arter” olarak adlandirilsa bile aslinda yapist ve boyutu nedeniyle
“arteriyol” olarak tanimlanabilir. Bizim bulgularimiz ile paralel sekilde sigan koroner
(Cheang ve ark. 2010), mezenterik (Denizalt1 ve ark. 2011) ve serebral (Tian ve ark.
2012) arterlerinde yapilan calismalarda NaHS’in 100 uM ve {izeri konsantrasyonda
belirgin gevseme olusturdugu bildirilmistir. Retinal arterlerde NaHS ile elde edilen
maksimum gevseme yanitinin diger rezistans arterlerin maksimum gevseme yanitlarina
gore daha az oldugu gozlenmistir (Cheng ve ark. 2004, Cheang ve ark. 2010, Tian ve
ark. 2012). Bununla birlikte bu c¢alismlarda uygulanan maksimum NaHS
konsantrasyonlari bizim c¢alismamizda kullandigimiza kiyasla daha yiiksektir.
Calismamizda kullandigmiz maksimum NaHS konsantrasyonlarinda sigan mezenterik
ve sigan koroner arterlerinde olusan NaHS gevsemelerinin benzer diizeylerde oldugu da

gozlenmektedir (Cheng ve ark. 2004, Cheang ve ark. 2010, Tian ve ark. 2012).

Retinal arter toniisiiniin NO ve vazodilatatdr prostaglandinler ile diizenlendigi
bilinmektedir (Nielsen and Nyborg 1990, Delaey and Van de Voorde 2000, Pournaras
ve ark. 2008). NO ve H,S arasinda sinerjistik bir etkinin oldugu bildirilmistir (Hosoki
ve ark. 1997). Bunlara ek olarak damarlarin endotel tabakasinin ortadan kaldirilmasi
veya endojen nitrik oksit iiretiminin bloke edilmesinin de H»S ile elde edilen gevseme

yamti azalttig: gdsterilmistir (Zhao ve ark. 2001, Cheng ve ark. 2004). izole domuz
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irisinde siklooksijenaz yolagmin inhibisyonunun NaHS ile indiiklenen gevsemeyi
potensiyalize ettigi bildirilmistir (Monjok ve ark. 2008). Yakin zamanda NaHS’in sigir,
domuz ve sigan retinasinda SAMP {iretimini stimiile ettigi ortaya konulmustur (Njie-
Mbye ve ark. 2010 ve 2012). Calismamizda, retinal arterlerin NO veya siklooksijenaz
yolaginin bilinen inhibitorleri ile inkiibe veya damarin mekanik olarak deendotelize
edilmesinin NaHS ile elde edilen gevseme yanitinda degisiklige neden olmadig:
gosterilmistir. Bu bulgu, izole sigir retinal arterinde NaHS ile elde edilen gevseme
yanitinda endotel kaynakli vazodilatator faktorlerin rol oynamadigii gostermektedir.
Daha oOnce sican koroner (Cheang ve ark. 2010) ve serebral (Tian ve ark. 2012)
arterlerinde yapilmis olan c¢alismalarin bulgular1 da bizim sonuglarimizi destekler
yondedir. Fare aortasinda da NaHS’in damarlarin endotel tabakasindan veya guanilat
siklaz, adenilat siklaz yolaklarindan bagimsiz birsekilde c¢esitli iyon kanallari
araciligiyla gevseme yaniti olusturdugu gosterilmistir (Al-Magableh ve Hart 2011). Bu
veriler de, calismamizda guanilat siklaz inhibitorii ve adenilat siklaz inhibitorii
varliginda NaHS etkisinde bir degisiklik gozlemlemedigimiz bulgular ile uyumluluk
gostermektedir. Sonug olarak bulgularimiz, NaHS’in sigir retinal arterindeki gevseme
yanitinin endotelden ve endotelyal vazodilatatorler olan NO ve prostasiklinden bagimsiz
olarak gerceklestigini, guanilat/adenilat siklaz yolaklarinin aktivasyonu ile iliskisi

bulunmadigini gostermektedir.

Dihidropiridinlere duyarli L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 diiz kas
hiicrelerinin hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin diizenlenmesinde dnemli rol oynamaktadir.
Daha oOnce yapilmigs olan bir g¢alismada, H,S’in retinanin 1s1k ile indiiklenen
dejenerasyonundan, kalsiyum influksini diizenleyerek korudugu oOne siiriilmiistiir
(Mikami ve ark. 2011). Bir baska ¢alismada organ banyosu ortamimdan kalsiyumu
uzaklastirmanin veya si¢an aortasini nifedipin ile inkiibe etmenin H,S ile indiiklenen
gevseme yanitini azalttigi gosterilmistir (Zhao ve Wang 2002). Fare aortasinda (Al-
Maglableh ve Hart 2011) ve sigan serebral arterinde de (Tian ve ark. 2012) benzer
gozlemler oldugu ortaya konulmustur. Bunlara karsin, fare gastrik fundus seritlerinde
H>S yanitlarinin nifedipine duyarliliginin olmadig: bildirilmistir (Dhaese ve Lefebvre
2009). Calismamizda NaHS’in olusturdugu gevseme yanitt L-tipi voltaj bagimh
kalsiyum kanal blokorii nifedipinin varliginda degisiklik gostermemistir. Bu bulgu H,S
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ile retinal arterde olusan gevsemenin voltaja duyarli Ca™" kanallarina etkisi araciligiyla
gerceklesmedigini gostermektedir. Daha Once yapilmig olan c¢alismalar ile bizim
bulgularimiz arasinda goriilen ¢eliskinin agiklanmasinda; damarlarin L-tipi voltaj
bagimli kalsiyum kanal yogunluklarinin, kontraktil proteinlerin hiicre i¢i kalsiyum
seviyelerine olan duyarliliklarinin, damar gesitlerinin, yapilarinin ve boyutlarindaki
farkliliklarin H,S’in etkisinin L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 ile iliskisinin

yardimei olabilecegi diisiintilmektedir.

K" kanallarmin aktivasyonu ile damarlarda gevseme yanitlarmin indiiklendigi
bilinmektedir (Nelson ve Quayle 1995, Hein ve ark. 2006). Fare mezenterik arterlerinde
Katp kanallarinin glibenklamid ile bloke edilmesinin NaHS ile indiiklenen gevsemeyi
azalttigr gosterilmistir (Cheng ve ark. 2004). Benzer bulgular fare aortasinda da elde
edilmistir (Al-Maglableh ve Hart 2011). CSE geni silinmis olan farelerde yapilan bir
calismada H,S’in mezenterik arterler ve aorta diiz kasinda Katp, Kca++ ile Kjy kanallarimi
aktive etmek suretiyle hiperpolarizasyona neden olarak gevseme yanitini indiikledigi
gosterilmistir (Mustafa ve ark. 2011). Bununla birlikte, sican koroner arterlerinde ise
H,S’in gevseme yanitinda Karp kanallarinin roliiniin olmadigi bildirilmistir (Cheang ve
ark. 2010). Ayrica, sican serebral arterlerinde NaHS ile indiiklenen gevseme yanitinin
K" kanallarinin bilinen inhibitérlerine karst duyarsiz oldugu ileri siiriilmiistiir (Tian ve
ark. 2012). Bu veriler, H,S’in gevsetici etkisinde K* kanallarinin roliiniin incelenen
damar yatagi ve tiire gore farklilik gosterdigini ortaya koynaktadir. Calismamizda elde
ettigimiz sonuclar, daha Once yapilmis olan baz1 calismalarla benzerlikler ve
digerlerinden ise farklilik gdstermektedir. Prekontrakte edilmis olan retinal arterlerde
NaHS ile olusan gevseme yanitinin Katp Ve SKcas+ kanallarinin aktivasyonu araciligi ile
olusmadigin1 ortaya koymakta ve bu bulgu si¢an serebral arterlerinde daha oOnce
yapilmis olan bir ¢aligmanin sonuglari ile paralellik gostermektedir (Tian ve ark. 2012).
Bununla birlikte, CSE geni silinmis olan farelerin mezenterik arterleri ve aortalarinda
(Mustafa ve ark. 2011) ve fare aortasinda (Al-Maglableh ve Hart 2011) yapilan
calismalara benzer sekilde 4-AP ve BaCl, varliginda NaHS yanitlarinda gozlenen
istatistiksel anlamli azalma NaHS’in retinal arterdeki etkisinin Ky ve Kj kanallarinin
aktivasyonu ile kismi olarak iligkili oldugu ortaya koymustur. Sigan koroner arterlerinde

de bizim sonuglarimiza paralel sekilde NaHS ile indiiklenen gevseme yanitinin K, kanal
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inhibitorii olan 4-aminopiridinin varliginda azaldig: bildirilmistir (Cheang ve ark. 2010).
Bulgularimiz, H,S’in sigir retinal arterinde K" kanallarinin alt tipleri olan K, ve Kj
kanallar1 araciligiyla etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu farklilik hayvanin tiirii ve
deneylerde kullanilan damarin tipi, boyutu ve yapisi ile iligkili olabilmektedir ve ileri

caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak H,S donérii olan NaHS’in hem PGF,, hem de K" ile prekontrakte
edilmis olan retinal arterlerde gevseme yaniti olusturdugu ve paralel olarak retinal
arterlerin her iki spazmojene karst olan duyarliligini da azalttig1 ortaya koyulmustur.
NaHS’in etkisi endotelden ve endotel kaynakli vazodilator faktorlerden, bu faktdrlerin
aracilik ettigi hiicresel mekanizmalardan bagimsiz olarak gerceklesmektedir. Retinal
arterde etkisi bulunan NaHS konsantrasyonlar1 daha once bildirilen fizyolojik
konsantrasyonlar ile uyumludur. Buna gore retinal arter toniisiiniin regiilasyonunda
bilinen lokal vazoaktif maddelerin yanisira H,S’in de rol oynayabilecegi ortaya
konulmustur. NaHS’in retinal arterler {izerine olan gevsetici etkisi kismen K, veya Kj;
kanallarinin aktivasyonu araciligi ile meydana geldigi disiintilmektedir. Bulgularimiz,
retinal arter veya ven okliizyonu, iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, diyabetik retinopati
vb retinopatileri indiikleyen patolojik durumlarda H,S’in retinal arter toniislini

diizenleyerek katkisinin olabilecegi diistindiirmektedir.
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ETIiK KURUL KARARI

Calismamiz kasaplik sigirlardan elde edilen gozlerle yapilmis olup etik kurul

izini gerekmemektedir.
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