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Onsoz

Erektil disfonksiyon, erkeklerin cinsel saglik ve yasam kalitesini etkileyen yaygin bir
sorundur. Bu hastalik, erkegin cinsel iligki sirasinda veya dncesinde ereksiyon saglama
veya siirdiirme yetenegindeki giicliiklerle karakterizedir. Cesitli faktorler, obezite,
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, hormonal dengesizlikler, psikolojik stres ve bazi
ilaglar gibi, bu durumun ortaya ¢ikma riskini artirabilir. Ancak, erektil disfonksiyonun

tam mekanizmasi hala tam olarak anlagilamamustir.

Son yillarda, hidrojen siilfiiriin (H2S) vazodilatasyon ve diiz kas gevsemesi gibi
biyolojik yanitlar1 lizerine yapilan arastirmalar, penil fonksiyonlarin anlagilmasinda
yeni bir pencere agmistir. H2S ile birlikte NO ve CO gibi gazotransmitterler, bircok
yasamsal fonksiyonda 6nemli rol aldig1 kalp, bobrek ve karaciger dokusunda yapilan
onceki ¢aligmalarda H2S’in, HO-1 ekspresyonu ile birlikte CO diizeylerini arttirdigi
biliniyor. NO ve H2S'in gevseme yanitlarina etkisi ve etkilesimleri cesitli caligmalarla
gosterilmigtir, ancak CO'in penil doku yanitlarina etkisi ve HO-1'in H2S ile iliskisi
yeterince aciklanmamistir. Bu sebeple, arastirmamiz literatiirden edindigimiz
bilgilerden yola ¢ikarak, fare penil dokusunda CO ve hem oksijenaz yolagi ile HaS
iligkisini incelemeyi amaclamaktadir. Tezimin, erektil disfonksiyonun karmasik
yapisini daha iyi anlamamiza ve gelecekte bu bilgiler 1s181nda yeni tedavi stratejileri

gelistirmemize yardimei olacagint umuyorum.

Son olarak tez caligmasinin bana ¢ok sey kattigini séylemekle birlikte, benim icin bir
deger hazinesi oldu. Yiiksek lisans yolculugumda farmakolojinin derinliklerine dogru,
bilgi denizinde yilizdiim, gelistim, kendimi buldum. Laboratuvarda, arkadaslarimin
destegiyle, ve hocalarimin rehberliginde ilerledim. Simdi, tezimin bu kisminda,
ogrendiklerimle, yasadiklarimla dolu, bir yolculugun gilizel amisiyla, sozlerimi
tamamliyorum. Ozellikle tez siirecim boyunca, bilimsel ve her anlamda, her adimda
yanimda olan, basta danisman hocam Dog. Dr. Génen OZSARLAK SOZER olmak

tizere, herkese minnettarim.

[zmir, 25.08.2024 Kuvvat SHAMAMEDOV
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Ozet

FARE PENIL DOKUSUNDA H,S YANITLARININ HEM OKSIJENAZ
YOLAGI iLE ILISKiSi

Amag: Erektil disfonksiyonda penil dokusu, erkek cinsel fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Son yillarda, kardiyovaskiiler hastaliklarda NO,
H2S ve CO gibi gazotransmitterler arasindaki etkilesim, bir¢ok g¢alismanin odak
noktasi haline gelmesine ragmen penil dokusunda H2S'in diger gazotransmitterlerle
iliskisi ve etkileri heniiz tam olarak anlasilmamistir. Bu baglamda, H2S'nin penil
dokuda hangi mekanizmalar araciligiyla etkili oldugunu anlamak, erkek cinsel
sagliginin anlagilmasinda 6nemli bir adim olacagindan 6tiirii bu tez arastirmasinda fare
corpus cavernosum dokusunda H2S gevseme yanitlarinin endojen ve eksojen kaynakli

CO ile iligkisinin aydinlatilmasi hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontem: Fare corpus cavernosumunda CO dondrii CORM-2, HO-1
aktivatori Hemin varliginda HaS prekiirsorii olan L-Sistein ve NaHS gevseme
yanitlart alinmistir. ikinci deney diizeneginde ise hemoksijenaz aktivatori,
hemoksijenaz inhibitorii ve eksojen CO dondrii olan CORM-2 ile inkiibasyonun

endojen H2S diizeyi iizerine etkisi metilen mavisi deneyleriyle arastirilmistir.

Bulgular: izole organ banyosu galismalarinda CO donérii olan CORM-2, HO-1
aktivatorii Hemin ve HO-1 inhibit6rii olan CrMP (Cr(I1I) Mesoporphyrin IX chloride)
varhiginda alinan yanitlarda farklilik goriilmiistiir. Kontrol grubuna kiyasla CrMP
inkiibasyonu sonrasi alinan L-sistein yanitlarinda Emax degerinde azalma, CORM-2
ve Hemin inkiibasyonu sonrasi alinan L-sistein yanitlarinda ise Emax degerinde artis
goriilmiistiir. L-sistein pD-2 degerlerine bakildiginda ise anlamlilik bulunmamustir.
Metilen mavisi deneyinde L-sistein ile indiiklenen CORM-2 ve Hemin’in kontrol 1-
sistein grubuna kiyasla H2S diizeylerini arttirdigin1 ve bu artisin AOAA ile geri
dondiugi gosterilmistir. Kontrol L-sistein grubuna kiyasla HO-1 inhibitorii olan

CrMP’nin HaS diizeylerini azalttig1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler; Erektil disfonksiyon, CORM-2, Emnax, CrMP, Hemin,
Hidrojen Siilfiir(H2S)
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Abstract

ASSOCIATION OF H:;S RESPONSES WITH HEME OXYGENASE
PATHWAY IN MOUSE PENILE TISSUE

Objective: Penile tissue plays a critical role in regulating male sexual function in
erectile dysfunction. Despite the interaction between gasotransmitters such as NO,
H:2S, and CO becoming a focal point of many studies in recent years, the relationship
and effects of H2S with other gasotransmitters in penile tissue are not yet fully
understood. In this context, understanding through which mechanisms H:S is effective
in penile tissue would be a significant step toward understanding male sexual health.
Therefore, this thesis aims to elucidate the relationship between H2S relaxation
responses in mouse corpus cavernosum tissue and both endogenous and exogenous
sources of CO.

Materials and Methods: Relaxation responses to HaS precursor L-Cysteine and
NaHS were obtained in mouse corpus cavernosum in the presence of CO donor
CORM-2 and HO-1 activator Hemin. In the second experimental setup, the effect of
incubation with hem oxygenase activator, hem oxygenase inhibitor, and exogenous
CO donor CORM-2 on endogenous H2S levels was investigated through methylene
blue experiments.

Results: Differences were observed in responses obtained in the presence of CO donor
CORM-2, HO-1 activator Hemin, and HO-1 inhibitor CrMP (Cr(I1I) Mesoporphyrin
IX chloride) in the vascular reactivity assay. A decrease in Emax value was observed in
L-Cysteine responses after CrMP incubation compared to the control group, while an
increase in Emax value was observed in L-Cysteine responses after CORM-2 and
Hemin incubation. No significance was found in L-Cysteine pD-2 values. In the
methylene blue experiment, it was demonstrated that CORM-2 and Hemin induced by
L-Cysteine increased Hz2S levels compared to the control L-Cysteine group, and this
increase was reversed by AOAA. It was observed that the HO-1 inhibitor CrMP
reduced H2S levels compared to the control L-Cysteine group.

Keywords: Erectile dysfunction, CORM-2, Enax, CrMP, Hemin, Hydrogen
Sulfide (H2S)
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1. Giris

1.1. Arastirmanin Problemi

Erektil disfonksiyon giiniimiizde 6nemli bir saglik sorunudur ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin 6n belirtisi olarak kabul edilmektedir. Altta yatan nedenlere bagl olarak
erektil disfonksiyon, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, hormonal dengesizlikler
gibi bir dizi saglik sorununun bir belirtisi veya komplikasyonu olarak da ortaya
cikabilir. Mevcut ilaglarin etkisiz kaldigr durumlarda, yeni ilaglara ve yeni tedavi
yaklagimlarina yonelik bir talep ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple, ilaglarin farmakolojik
etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, etkili tedavi hedeflerinin tanimlanmasi ve
bu hedeflere yonelik yeni ilaclarin hem kesfedilmesi hem de gelistirilmesi i¢in yogun
bir arastirma ve gelistirme ¢abas1 gerekmektedir.

Arastirmamizda, korpus kavernosum dokusunda énemli rol oynayan hidrojen siilfiiriin
(Hz2S), bu dokuda bulunan endojen ve eksojen karbon monoksit (CO) ile iliskisinin

incelenmesi amag¢lanmaktadir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

CO dondrii olan CORM-2 molekiiliiniin penil dokudaki HaS ile iligkisi var midir?
H:S ile endojen CO iiretiminde rol oynayan hem oksijenaz (HO-1) enziminin iliskisi
var mudir?

Sorularina izole organ banyosu ve metilen mavisi deneyleri araciligiyla yanit

aranacaktir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

CORM-2 molekiiliinden saliverilen eksojen CO’in CBS ve CSE enzimleri araciligiyla
L-sisteinden iiretilen HaS ile birlikte gevsemeyi arttirmasi beklenmektedir. Ote yandan
hem oksijenaz enzimi aktivatorii hemin verildiginde tretilen endojen CO’in hidrojen

stilfiir gevseme yanitlarini arttirmast beklenmektedir.
1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Heme katabolizmasinda hem oksijenaz (HO-1) enzimi araciligiyla, biliverdin'den
bilirubin olusurken CO ve Fe™ (demir) ortaya ¢ikar. Olusan Fe™ iyonu, ferritin
senteziyle anti-apoptotik Ozellikler gosterirken, bilirubin antioksidan ve anti-

enflamatuar &zellikler sergiler. Ote yandan, olusan CO, anti-apoptotik, anti-
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enflamatuar, antiproliferatif ~ve en Onemlisi vaskiiler disfonksiyonda
vazokonstriksiyonu inhibe etme gibi islevlere sahiptir. CO’in sergiledigi bu etkiler
disinda diiz kas dokusunda gevsetici etkisi olan H2S ile iligkisi oldugu diisiiniilerek
HO-1 enzimi aktivatorii hemin ve CORM-2 verildiginde hem endojen iiretilen hem
de eksojen saliverilen CO, CBS ve CSE enzimleri iizerinden L-sisteinden sentezlenen

H>S’le birlikte vazodilatasyonu arttirir.
1.5. Arastirmanin Simirhliklar:

H>S 6l¢limii daha hassas bir yontem olan sensor araciligi ile yapilabilmektedir. Maddi
anlamda biitgemizin 6nemli kismini kapsayacagi ve diger malzemelerin satin aliminda
giicliiklere neden olacagi icin prob (sensdr) temin edilememistir. Bu sebeple
aragtirmamizda H2S diizeylerinin belirlenmesinde geleneksel model olan metilen
mavisi yontemi tercih edilmistir. Diger bir sinirlilik ise HO-1 enzimi inhibitorii ve
aktivatorii sonras1t CBS ve/veya CSE enzimlerinin yine maddi kisitliliklar nedeniyle

ekspresyon diizeylerinin 6l¢iilememesidir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Tezin amact; Penil dokuda ilk kez CO’in Ha2S sinyal yolagindaki iligkisi ve etkisinin
aragtirilmasidir. Bu baglamda, tezin ana hedefleri CORM-2 ve Hemin ile inkiibe
edilmis hem endojen hem de eksojen olarak salinan CO'in penil dokudaki gevsetici
etkisini CBS ve CSE enzimleri aracilifiyla HzS ile iligkisini belirlemek i¢in yapilan
izole organ banyosu c¢alismalarini i¢cermektedir. Ayrica, hidrojen siilfiirle iligkisi
oldugunu diisiindiigiimiiz CO’in CSE ve CBS enzimleri lizerinden H2S olusumunu

veya aktivitesini metilen mavisi deneyleri ile degerlendirilmesi hedeflenmektedir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Erektil DisfonksiyonKardiyovaskiiler hastaliklarin bir belirtisi olan erektil
disfonksiyon, yaygin bir saglik sorunudur. Bu durum, hipertansiyon,
hiperlipidemi, diyabet, obezite, fiziksel aktivite eksikligi, sigara icme, kotii
beslenme, asir1 alkol tiiketimi ve depresyon gibi psikolojik stresi de igeren ¢esitli
faktorlerle iliskilendirilir(Jackson, 2013). Erektil disfonksiyon sadece cinsel
aktivitenin azalmastyla siirli olmayip, sistemik endotelyal disfonksiyonun bir
gostergesidir (de Souza, Ferreira, Vasconcelos, Cavalcante, & da Silva, 2022).
Bu nedenle penis endotelindeki bozukluk sistemik endotel disfonksiyonun bir
Onciisii olarak belirtilmekte ve kardiyovaskiiler hastaliklarin erken bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir(Shin, Pregenzer, & Gardin, 2011; G. Yetik-Anacak,
Sorrentino, Linder, & Murat, 2015).

2.1.1. Penis Fizyolojisinde H>S ve Sentezi

Hidrojen siilfiir (H2S), memelilerde enzimatik ve nonenzimatik olmayan siireclerle
tiretilen bir gaz halindeki sinyal molekiiliidiir. CBS ve CSE enzimleri, L-sistein
substratin1 kullanarak H2S sentezler. Kardiyovaskiiler sistemde HaS agirlikli olarak
CSE enzimi tarafindan sentezlenirken, santral sinir sisteminde ise CBS enzimi
araciligiyla sentezlenir. Her iki enzim de piridoksal-5-fosfati kofaktor olarak
kullanir(Sekil 1)(Eto, Ogasawara, Umemura, Nagai, & Kimura, 2002; W. Zhao,
Zhang, Lu, & Wang, 2001).

/Hm:\ ——

Cystathionine CBS L-Cysteine ,_ CBS — CSE H.S
Ke!aglum ate cas H molanthionine
. s—Illem:lmwvrum- )
3-M5T R
Pymvm )
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Sekil 1. Hidrojen Siilfiiriin (H2S) Endojen Enzimatik Sentezi(Donnarumma,

Trivedi, & Lefer, 2017)



Son arastirmalar, penil dokuda L-Cys/H2S sisteminin varligina dair artan kanitlar
sunmaktadir. Bu sistemin varligint dogrulayan ilk kanit, 2007'de Srilatha ve
arkadaslan tarafindan ortaya atilmistir(B. Srilatha, P. G. Adaikan, L. Li, & P. K.
Moore, 2007). Tavsan corpus cavernosum Orneklerinde yapilan ¢alismalarda, H2S'in
L-Cys ile inkiibe edilmis orneklerde tespit edilmesi bu sistemin mevcudiyetini
desteklemektedir. Homojenize edilen dokularin L-Cys ile inkiibasyonu HzS iiretimini
ic katina ¢ikarmistir. AOAA veya AOAA ve PAG kombinasyonu, H2S tiretimindeki
artist onemli Olclide engellemistir(Qiu, Villalta, Lin, & Lue, 2012). H2S sentezinde
gorev alan CBS ve CSE'nin insan corpus cavernosumunda bulundugu, Bianca ve
arkadagslar1 qRT-PCR ve western blot kullanilarak gosterilmistir(R. d'Emmanuele di
Villa Bianca ve digerleri., 2009). CBS ve CSE'nin penil arterin kas trabekiilleri ve diiz
kas bilesenlerinde lokalize oldugunu immiinhistokimyasal boyama ile gostermistir
(Sekil 2). CSE, sican penisinin dorsal sinirlerinde eksprese edildigi gosterilmekle
birlikte ayni dokuda CBS ekspresyonu gosterilememistir. Bu da CSE'nin corpus
cavernosumda, hem diiz kas hiicrelerinde hem de ndral hiicrelerde H2S yolunu
tetikleyerek bir rol oynayabilecegini gdstermektedir(Albersen, Fandel, ve digerleri.,

2011).

IMST o
CAT ~

CBS
CSE

Sekil 2. CSE/CBS Enzimlerinin Penis Dokusundaki Yerlesimi(Qiu ve digerleri.,
2012).

2.1.2. Karbon Monoksit (CO), Sentezinde Gorevli Enzimler ve Erektil

Fonksiyondaki Fizyolojik Onemi

Glinlimiize dek yapilan arastirmalar, karbon monoksitin (CO) endojen iiretiminin ve

fizyolojik fonksiyonlarinin ¢esitli yonlerini ortaya g¢ikarmaktadir. Endojen CO'in
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biiyiik bir kismi, hem oksijenaz (HO) enzimi tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla

iretilir (Sekil 3)(Haines & Tosaki, 2020).

Heme

inducible

NADPH + O,

Cytochrome p450
reductase constitutive

NADP + HO

Biliverdin Carbon Iron (Fe?*)

s monoxide Pro-oxidant
Bl:verdln l V V
reductase et

Vasodilatory T Ferritin
HH H Anti-inflammatory Anti-oxidant
BI'_'r"!bln Anti-apoptotic
Anti-oxidant Anti-thrombotic

Angiogenesis

Sekil 3. CO olusumu ve HO-1 Enzimi ile Hemeproteinin Kataliz Mekanizmasi
(Haines & Tosaki, 2020)

Birgok kisi tarafindan yalnizca zararli bir gaz olarak bilinse de, digerleri tarafindan
belirsizlikle kargilanmasina ragmen, bu etkiler arasinda norotransmisyon, damar
tonunun kontrolii, anti-inflamatuar eylemler, trombosit agregasyonunun inhibisyonu,
noroendokrin fonksiyonlar, iyon kanallarmin aktivasyonu, oksijen algilama, hiicre
proliferasyonunun kontrolli, anti-apoptotik ve sitoprotektif etkiler bulunmaktadir.
CO’in aracilik ettigi tiim bu biyoaktiviteler, alanindaki arastirmacilar tarafindan
hazirlanan raporlarda veya incelemelerde detayli bir sekilde agiklanmistir (Tablo

1)(Motterlini ve digerleri., 2003).

Tablo 1. CO'in Biyoaktif Ozellikleri(Motterlini ve digerleri., 2003)

CO biyoaktivitesi Hedef
Kardiyovaskiiler ve solunum

Vazoaktif etkiler
sistemleri Sinir sistemi; Hepatik ve

renal dolagim Gastrointestinal sistem

Anti-inflamatuar etkiler

Kardiyovaskiiler ve solunum sistemleri
Gastrointestinal sistem

Trombosit agregasyonunun inhibisyonu

Kardiyovaskiiler sistem

Norotransmisyon ve néroendokrin
fonksiyon

Sinir sistemi

Iyon kanallarinin aktivasyonu

Kardiyovaskiiler sistem

Oksijen algilama

Kardiyovaskiiler ve sinir sistemleri

Diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunun
inhibisyonu

Kardiyovaskiiler sistem
Solunum sistemi

Anti-apoptotik ve sitoprotektif etkiler

Kardiyovaskiiler ve solunum sistemleri
Gastrointestinal sistem




CO, noronal sistemde bir sinyal molekiilii olarak islev gorerek ndrotransmitterlerin ve
noropeptit salinmminin  diizenlenmesini, 0grenmeyi, hafizayr, koku tepkisi
adaptasyonunu ve diger bir¢ok noronal aktiviteyi etkiler(Wu & Wang, 2005). HO
enziminin HO-1/2/3 olmak {iizere 3 tane izoformu vardir. HO-1, hipoksi, stres, ROS,
inflamatuvar sitokinler, ¢esitli gecis metalleri ve agir metaller de dahil olmak iizere
bir¢cok uyarici tarafindan indiiklenir(Ryter, Alam, & Choi, 2006). HO-1 uyarilmasi,
demirin salinimina ve biliverdin ile CO'nun olusumuna yol acar. Bu, glutatyon ve
bilirubin antioksidanlarin artmasina ROS seviyelerini ve inflamatuvar siire¢lerin
diizenlenmesinde etkilidir(Sekil 4). HO-1, sinir liflerinde daha az olmakla birlikte;
penil arterlerin endotel astarinda ve corpus cavernosum ve spongiosumun sinusoidal
duvarlarinda net bir sekilde bulundugu belirtilmistir(Hedlund, Ny, Alm, & Andersson,
2000). HO-2, endotelyum ve CCSM'de(corpus cavernosum diiz kaslarinda) konstitiitif
olarak ifade edilen bir hem sensoriidiir ve HO-1 de dahil olmak iizere hem duyarh
transkripsiyon faktorlerinin ve genlerinin aktivitesini ayarlamada gorevlidir. HO-2
ekspresyonu, sican ve insan {irogenital sistemdeki pelvik ganglion ve bulbo-
spongiosus kaslarini innerve eden sinir liflerinde daha yogun bir sekilde bulunur(M.
T. A. Aziz ve digerleri., 2005; Burnett ve digerleri., 1998; Hedlund ve digerleri., 2000;
Ushiyama, Morita, Kuramochi, Yagi, & Katayama, 2004). HO-3"iin biyolojik islevi
net bir sekilde bilinmese de sigan dokularinda, beyin, karaciger, bobrek ve dalak dahil
olmak tizere islevinin oldugu diisliniilmektedir(Hayashi ve digerleri., 2004; Ryter ve

digerleri., 2006).

Sekil 4. Heme Oksijenazin (HO-1) Aracii Heme Bozunmasi ve Olusan Uriinlerin

Hedef Etkileri (B. Wu, Wu, & Tang, 2019)



Disaridan verilen CO'in si¢anlarda doz bagimli olarak korpus kavernozumu gevsettigi
dogrulanmistir(Ushiyama ve digerleri., 2004). Hipertansif siganlarda o-tokoferoliin
antioksidan etkisini arastiran bir ¢aligmada endotel fonksiyonunun yani sira néronal
lyilestirici etkinin korpus kavernozumda NO ve CO iizerinden gerceklestigi
gosterilmistir(Ushiyama, Kuramochi, Yagi, & Katayama, 2008). Penil doku iizerinde
yapilan diger bir arastirmada ise HO-1 aktivatorii hemin uygulandiginda heme
metabolizmasimin corpus cavernosumda ¢cGMP olusumuna ve inhibitéric SnMP
uygulandiginda ise cGMP'de bir azalmaya neden oldugu ortaya konmustur. Bu da HO-
1 kaynakli CO'in penil arteriyoller ve siniislerde kan akismi artirdigim
gostermektedir(M. T. Abdel Aziz ve digerleri., 2008). Ayrica heme oksijenaz enzimin
indiiklenbilir HO-1 izoformunun fare penil dokusunda vaskiiler diiz kas tonusunu
diizenledigi ve hipoksik hasara kars1 koruyucu bir rol oynadig1 gosterilmistir(Jin ve

digerleri., 2008).

2.2. Karbon Monoksit (CO) Donorii CORM Kompleksleri

CORM'larin (CO salan molekiiller) bir pro ilag olarak gelistirilmesi onemli ilgi
cekmistir. CORM'lar, 151k, ligandlar, enzimler vb. tarafindan tetiklenen CO'in giivenli
ve kontrol edilebilir bir sekilde salinmasina olanak verirler(Adach, Blaszczyk, & Olas,
2020). Farkli dalga boylarindaki 15181n foto-kimyasal dis uyarimiyla gerceklesen CO
salinimi1 FotoCORM olarak adlandirilir ve CORM-1 6rnek verilebilir. CORM-2"de ise
ligandin degistirilmesi ile ve 6rnegin siilfiirle yeni bir bag olusturularak, CO'i spontane
olarak salinir. CORM-3, termal bozunma ve ligand degisimi gibi tetikleyici faktdrlerin
kombinasyonuyla CO salimimini gergeklestirebilir. Diger tetikleyiciler arasinda pH
degisikligi ve oksidasyon da bulunur(Agostinis ve digerleri., 2011; Anna Christin
Kautz, Peter C Kunz, & Christoph Janiak, 2016). CO salinimindan sonra metaller ve
diger kalintilardan olas1 yan etkileri dnlemek ve belirli dokular1 veya hastaliklari
hedeflemek icin bu CORM!'lar, peptitler, polimerler, nanopartikiiller, dendrimerler,
protein kafesleri, tabletler ve metal-organik yapilar gibi biyobenzer sistemlere
baglanir(A. C. Kautz, P. C. Kunz, & C. Janiak, 2016). Yapisal olarak bir metal
cekirdek ve bagl ligandlardan olusan CORM’lar uygun bir metal oksidasyon durumu
ve kolligand secerek, karbon monoksitin belirli dokulara ulagmasini hedeflemek
miimkiindiir. CO saliveren molekiillerin kimyasal yapilar1 ve 6zellikleri Tablo 2'de

verilmigtir. Dolayisiyla farmakolojik o6zelliklere sahip uygun CORM’lar hastaliga



bagli olarak terapdtik CO uygulamasi i¢in kesin bir yOntemin temelini

olusturabilirler(Romao, Bléttler, Seixas, & Bernardes, 2012).

2.2.1. Biyolojik ve Farmakolojik Ozellikleri

Karbon Monoksit Dondérleri, Nielson ve arkadasi Garza tarafindan antikoagiilasyon
aktivitelerini belirlemek icin in vitro ortamda en iyi sekilde iic tane CORM yapisi
incelenmistir: CORM-2 (karbonil diklorororuten (II) trikarbonil dimeri), CORM-3
(rutenyum (II) trikarbonil dimeri) ve CORM-A1l (sodyum borat). CORM-2
[Ru(CO)3Cl2]2 ve CORM-3 [Ru(CO)3Cl(glisinat)], kan pihtilagmasinin yogunlugunu
arttirarak, kan pihtisi olusum hiz1 ve pitht1 kuvveti ilizerinde benzer bir dlgekte etki
gostermistir. Buna karsin, CORM-A1 [NaxH3BCOz] kan pihtilagmasini etkilememis,
ancak fibrinoliz iizerinde inhibisyon etkileri gostermistir(Nielsen & Garza, 2014).
Lipopolisakkarit uyarimi sonrasinda, makrofajlarin hizla oksitlendigi ve reaktif
oksijen tiirleri tirettigi ancak, onceden 50 uM konsantrasyonda CORM-2 ile muamele
edilen hiicrelerde ROS birikiminin belirgin sekilde azaldig1 goriilmiistiir(Adach &
Olas, 2017). Bazi CORM molekiillerinin suda ¢oziiniirligi kotiidiir ve bu davranis
biyomedikal uygulamalarini engelleyebilir. Son birkag yilda, CORM bilesiklerinin
terapdtik dozlarini optimize etmek icin ¢esitli calismalar gerceklestirilmistir. Bu
bilesikler farkli konsantrasyonlarda wvaskiiler disfonksiyonu &nleyebilir, anti-
inflamatuar, antikoagiilan ve antikanser etkilere sahip olabilir(Adach ve digerleri.,
2020). CO ve CORMlarn biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerini 6zetleyecek olursak
sitoprotektif, vazoaktif yanitta, bagisiklik sisteminin modiilasyonunda ve redox
yanitlarin kontrol edilmesinde gorev aldig1 sdylenebilir(Sekil 5)(Garcia-Gallego &
Bernardes, 2014). Bu nedenle, ¢esitli CORM'larin umut verici etkilerinin daha fazla

in vitro ve in vivo ¢aligmalarla dogrulanmasi gerekmektedir.

Sekil 5. Gaz veya CO Donoériiniin (CORM) Farmakolojik ve Biyolojik
Etkileri(Motterlini & Otterbein, 2010)



3. Gerec ve Yontem
3.1. Kullamilan Hayvanlar ve Hazirlanmasi

Tiim deney serilerinde agirliklar1 32-34mg araliginda toplam 40 adet swiss albino cinsi
erkek fare kullanilmistir(Sekil 6). Deneye alinan fareler E.U Laboratuar Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezinde barindirilmistir. Ortamin fiziksel kosullari:
Normal oda 1s1s1 (20°C) ve nemlilikte (%75), denekler direkt gilines 1s18indan (UV
etkisi) uzak , 6’sarli kafeslerde 12 saat gece 12 saat gilindiiz aydinlatma kosullarinda

yetistirilmistir.

-

Sekil 6. Swiss Albino

Tiim deneyler, Ege Universitesi'nin ilgili kurulundan alman izinle, Ege Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi ile Eczacilik Fakiiltesi

Farmakoloji Boliimii Arastirma Laboratuvari'nda yapilmaistir.

Tablo 2. Kullanilan Cihazlar

Analitik Terazi AS 60/220.R2
Kapasitemax: 220g

Kapasitemin: Img

Okunabilirlik(d): 0.01mg

Uretici Firma/Ulke: Radwag, Polonya




Analitik Terazi AS 220 R2
Kapasitemax: 220g
Kapasitemin: 10mg
Okunabilirlik(d): 0.1mg

Uretici Firma/Ulke: Radwag, Polonya

Orion 4 star Plus pH-meter
Aralik / Hassasiyet: 0-14 /0.1, 0.01, 0.001
Kullanilabilen Oda Sicakligi: 5 - 45 °C

Uretici Firma/Ulke: Thermo Fisher
Scientific, ABD

Su Banyosu
Isitma Banyosu Hacmi: 141
Max. Isitma Sicakligi: 95 °C

Uretici Firma/Ulke: Memmert/Almanya

Plaka Okuyucu(Varoskan Flash)

Plate Tiirii: 6-96well

Ozellik: Florometri/Fotometri/Liiminometri
Dalga Boyu Araligi: UV/Vis/NIR

Uretici Firma/Ulke: Thermo Fisher
Scientific, ABD
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Izole Organ Banyosu Sistemi(Myograph)
Amplifikator-Danish Myograph/Danimar

LabChart 7-AD Instruments/Avustralya
Powerlab 4SP transduser-AD Instruments/

Avustralya

:ajf 2 ]L 1\ )
, o2 M W W,

@
- ‘ 8888 ..

fati B, il OB

Universal 320R Sogutmah Santrifiij
Calisma Hizi: 15000 min™'

Max. RFC:21.382

Sogutma: -20°C-40°C

Uretici Firma/Ulke: Hettich/Almanya

..
*'“t:__,_
—— 3

5o

— e ——

Homojenizator(CryoMill)

Salinim Frekansi: 30Hz

Ogiitme Modu: Kriyojenik, Kuru, Islak
Besleme: Azot

Uretici Firma/Ulke: GlenMills/ABD

Tablo 3. Kullanilan Maddeler ve Kimyasallar

Kimyasal Madde Uretici Firma/Ulke
CORM-2 Santa Cruz/ABD
AOAA Sigma/ABD
Fenilefrin Sigma/ABD
Asetlkolin Sigma/ABD
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NaHS Sigma/ABD
NaxS Sigma/ABD
Peridoksal-5-Fosfat ChemPure/Hindistan
NaCl AppliChem/Almanya
KCl Sigma/ABD
L-Sistein Sigma/ABD
DMSO Carlo Erba/italya
K2HPO4 Merck/Almanya
KH2PO4 Merck/Almanya
NazVOs4 Sigma/ABD
NaF ChemPure/Hindistan
Protease Inhibitor Cocktail Sigma/ABD

BCA Kit iNtRON Biotechnology/Giiney Kore
DPD Sigma/ABD
ZnAc Santa Cruz/ABD
FeCl3 Tekkim/Tiirkiye

MgS0Os-7H20 Merck/Almanya
CaClz Merck/Almanya

NaHCOs3 Sigma/ABD
D-(+)-Glukoz Monohidrat Merck/Almanya
CrMP Santa Cruz/ABD
NaOH Merck/Almanya

Hemin Sigma/ABD

PMSF Sigma/ABD
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3.2. izole Organ Banyosu Deney Hazirhg

Izole organ banyosu deneyi toplam 30 tane fareden izole edilen corpus kovernozum
dokulariyla gergeklestirilmistir(Sekil 7). Her bir fare korpus kovernozum dokusundan
2 preparat elde edilmistir.

Sekil 7. Penil Doku izolasyonu

Yanitlar geri doniisiimsiiz oldugu i¢in her bir preparat ile yiiriitiillen ¢alismalar su
sekilde gruplara ayrilmistir. Birinci ve ikinci deney gruplarinda endojen CO iireten
HO-1 enzimi inhibitérii ve aktivatorii varliginda 30 dk inkiibe edilerek gevseme
yanitlari lizerine etkisinin aragtirilmasi hedeflenmistir. Birinci grup, HO-1 inhibitorii
CrMP varliginda ilk HaS prekiirsorii olan L-sistein gevseme yanitlari alinmistir ve
sonrasinda dokular yikanarak NaHS gevseme yamtlar1 almmustir. Ikinci grup, HO-1
aktivatorii Hemin varliginda ilk L-sistein gevseme yanitlari sonra da dokular yikanarak
NaHS gevseme yanitlar1 alimmustir. Ugiincii grup ise eksojen verilen CO’in etkisini
arastirmak icin disardan CORM-2 ile 30dk inkiibe edilerek ilk L-sistein gevseme

yanitlar1 alindiktan sonra dokular yikanarak NaHS gevseme yanitlar: alinmistir.

3.2.1. Korpus Kavernosumun izolasyonu

Fareler oldiiriilmeden Once ketamin/ksilazin ile duyarsizlastirilmistir ve ardindan,

penil dokular dikkatlice izole edilmistir. Dokular, Krebs soliisyonuyla dolu bir petri
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kabina yerlestirilerek oda sicakliginda ¢evre dokular, glans penis ve iiretra gibi belirli

bolgelerden temizlenmistir(Sekil 8).

Sekil 8. Temizlenen Korpus Kavernozum

Fibroz septum kesilerek korpus kavernozum dokusu ikiye ayrilmistir ve tunika

albuginea temizlenmistir, korpus kavernozumdan iki ayr1 preparat elde edilmistir.

3.2.2. Krebs Cozeltisinin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Konsantre 20x Krebs Hazirlanmasi

Tablo 4’deki maddeler sirastyla 1,5 L distile suya eklenerek her madde ¢oziindiikten

sonra hacmi 2L’ ye tamamlanmugtir.

Madde Miktar(gr)
KCl 14
MgS0s-7H20 11,9
KH2PO4 6,4
CaClz 11,14
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NaCl 276

Tablo 4. Konsantre Krebs Hazirlanmasinda Kullanilan Maddeler

3.2.2.2. 1x Krebs Hazirlanmasi

Konsantre Krebs ¢ozeltisinden 100 mL, 2 litrelik bir cam siseye konulup, {lizerine
yaklagik 1,5 litre distile su eklenmistir. Tablo 6'daki maddeler teker teker eklenip
¢Oziinmeleri saglandiktan sonra hacim, distile su eklenerek 2 litreye

tamamlanmistir(Tablo 4).

Madde Miktar(gr)
NaHCO; 4,2
D-(+)-Glukoz Monohidrat 4

Tablo 5. Normal Krebs Hazirlamada Kullanilan Maddeler

3.2.3. Izole Organ Banyosu Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Potasyum Kloriir(KCl): Her deney oncesi 298 mg KCI tartilip, 2 ml krebs

¢Ozeltisinde ¢oziilerek taze hazirlanmstir.

Fenilefrin: Stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 20.37 mg fenilefrin ependorf tiipe tartilir ve
1 mL dH20 ¢dziilmiistiir. (10" M). Sonraki seyreltmeler, stok ¢ozeltisinden almarak

%0.9 NaCl ile yapilmistir.

Asetilkolin: 18.17 mg ACh ependorf tiipe tartilip, 1 ml dH2O’da ¢oziilerek (107'M)

hazirlanmistir, ileri seyreltmeler %0.9 NaCl ¢ozeltisi ile yapilmistir.

Trikarbonildiklororutenyum (II) Dimeri: 13mg CORM-2 ependorf tiipe tartilarak
254ul DMSO’da ¢oziilmiistiir(10™! M).

Cr(1II) Mezoporfirin IX Kloriir: 1mg CrMP tartilip 154 ul 0.1M, NaOH ¢ozeltisinde
coziilerek stok c¢ozeltisi hazirlanmigtir. Sonraki seyreltmeler 0.1M NaOH ile

yapilmistir.
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Hemin: konsantre stok c¢ozeltisi igin 65mg hemin tartilip, 1ml 0.1M, NaOH
¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir. Inkiibasyon icin sonraki seyreltmeler 0.IM NaOH ile

yapilmistir.

L-Sistein: 121.16 mg L-sistein ependorf tlipe tartilmistir ve 1ml krebs ¢ozeltisinde 1M

olacak sekilde ¢oziilmiistiir. Ileri seyreltmeler krebs ¢ozeltisi ile yapilmustir.

Sodyum Hidrosiilfiir: Ependorf tiipiine 56,06 mg NaHS tartilarak 1ml krebs
¢Ozeltisinde 1M olacak sekilde hazirlanmistir. Seyreltmeler % 0.9 NaCl ile yapilmustir.

3.3. Izole Organ Banyosu Deneyi

Her deneyde farelerden elde edilen korpus kavernozum dokular ikiye ayrilarak 4
banyolu Myograph’a yerlestirilmistir(Sekil 9). Bes mililitrelik organ banyolari, %95
02 ve %5 CO2 karisimiyla stirekli olarak gazlandirilmis, 37°C sicaklikta ve pH'1 7,4
olan Krebs soliisyonu (mM olarak: NaCl 118; KCl 4,8; CaCl2 2,5; KH2PO4 1,2;
NaHCO3 24; glikoz 11; MgSO4 1,2) ile doldurulmustur. Her banyodaki korpus
kavernozum dokusu, SmV 6n gerilime tabi tutulmus ve banyo igerisindeki Krebs

soliisyonu 15 dakikalik araliklarla degistirilerek 60 dakika stabilizasyon saglanmistir.

Sekil 9. Banyoya Yerlestirilen Korpus Kavernoz Dokusu

Her yanit arasinda 10 dakikalik araliklarla 30 dakikalik yikama periyodu uygulanarak
dokular agonistlerden armdirilmistir. Son yikamada banyo hacmi 5 mL'ye ayarlanmis
ve dokunun dnceki bazal diizeyine dénmesi i¢in beklenmistir. izometrik gerilimdeki

degisiklikler PowerLab kayit sistemi ile bilgisayara aktarilmistir. Dokularin endotel
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durumunu ve canliligini test etmek amaciyla, dnce dokulara 80 mM KCI tek doz
uygulanarak kasilma saglanmistir. Banyolar 30 dakika boyunca, 10 dakikalik
araliklarla {ic kez yikanmis, ardindan dokular bir kez 10”7 M Fenilefrin (Fen) ile
kasilip, ardindan 10" M Asetilkolin (ACh) ile gevsetilmistir. Asetilkoline kars1
%40'tan fazla gevseme yanit1 gosteren dokular endotelli olarak kabul edilmistir. Daha

sonra, izole organ banyosu deneylerinde Sekil 10'da belirtilen deney protokolii

uygulanmistir.

[ izole Organ Banyosu Deney Protokolii }

Endojen CO ve Eksojen CO ve :EFO_JM h:lbl];};u
H,S Etkisi H.S Etkisi e A i
= = Etkisi
=1 n=10
n=10 E
—

| —
CORM-2 CrMP
KONTROL KONTROL

0.2mM-30minfink. SpM-30min/ink.

Fenilefrin Fenilefrin Fenilefrin
3x105-10* M 3x10°6-10- M 3%105104 M

L-Sistein L-Sistein L-Sistein
3x10-5- 10~ M 3x10°5-104 M 3x10°5- 104 M

; ﬂ
CORM-2 CrMP
0.2mM-30min/ink. KONTROL 5pM-30min/ink.

S |

KONTROL

Fenilefrin
3x10°6-10 M

Fenilefrin
3x10°6-10-4 M

Fenilefrin
3x10°6-10 M

NaHS
3x10°5- 10 M

NaHS
3x10°5- 10+ M

NaHS
3x10°6- 10+ M

Sekil 10. izole Organ Banyosu Deney Protokéliiniin Semasi

e 80 mM KCI kars1 6n kasilma yanit1 alinmistir.

e Dokularin endotelli olup olmadigini belirlemek i¢in (3%1076-103-3x10-10-
3x10*M) c¢esitli konsantrasyonlarda Fenilefrin ile 6n kasilma uygulamasi

sonrasinda, (3x10°5-10°M) ACh gevseme yanitlar1 alinmustir.

e Kontrol gruplarinda (3x10°-107-3x107-10*-3x10*M) fenilefrine kars1 (107°-
3x107%-10°-3x10°-104-3x10-10-3x10M) L-sistein yanitlar1 alindiktan
sonra dokular yikanarak ayni konsantrasyonlarda once fenilefrin kasilma sonra
NaHS (10°-3x1076-103-3x107-10%-3x10-10-3x10M) gevseme yanitlari

alinmustir.
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e CORM-2, Hemin, CrMP gruplarinda ise 30 dakika inkiibasyon sonras1 (3x10"
6.10-3x107°-10*-3x10*M) fenilefrine kars1 (10°-3x107-10-3x10-10-
3x104-103-3x10 M) L-sistein yamtlar1 sonrasinda dokular yikanarak ayni

konsantrasyonlarda 6nce fenilefrin kasilma sonra NaHS gevseme alinmustir.

3.4. Penil Doku Homojenizasyonu

Temizlenip izole edilen penil dokular1 n=7 olacak sekilde 25-30 mg araliginda tartilip

bistrii ile kiyilarak metal tiiplere yerlestirilmistir.

Doku Homojenizasyonu

Q. 0/ | -
/’/"w%ié: ag.‘_.

"P b 2 9o ~ R
PenilDoku 25-30mg Parcalama Bilyeli Metal L]

Kriyojenik Ogiitme
30Hz-5dk/10tekrar

Tip

O-_

-

=,

Santrifijleme/10dk Rotator

M 4 / e
S oy &
.'F-“-_"' ‘__ A

l @ % [
| Slpernatant

/[Homojenat] ',I -86° >

" \Pallst

Homojenat

Sekil 11. Penil Doku Homojenizasyonu

Her bir tiipe 1 adet 5 mm ve 5 adet 3 mm ¢apinda bilye eklenmistir. Kriyojenik 6giitme

yapan Retsch marka CryoMill cihazi kullanilarak, 30 Hz'de 5 dakika boyunca 10 tekrar
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olacak sekilde program segilerek homojenizasyon islemine baslanmistir. Bu islemin
ardindan dokularin iyice toz haline geldiginden emin olunmus ve iizerlerine doku
agirliklarina oranla 15 kati kadar proteaz ve fosfataz inhibitorii iceren fosfat
homojenizasyon tamponu (0.1M KoHPO4; 0.14M KH2POs4; NaF; NaOV; pH: 7,4)
eklenerek, rotatorde 1 saat boyunca +4°C'de dondiriilmistiir. 1 saatin sonunda,
dokular tekrar cihaza konularak azotsuz ortamda calkalanmistir. Bu islem sonunda
dokular yeni seri Eppendorf tiiplere aktarilmistir. Homojenat kaybini énlemek igin,
tiipiin dibinde kalan bilyeler 15 kat daha fosfat tamponu ile iyice ¢alkalanarak yeni
Eppendorf tiiplerdeki homojenatlarin iizerine eklenmistir. Sonrasinda, 4°C'de 10
dakika boyunca 10.000 rpm'de santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda, tiipiin
tizerindeki siipernatant (homojenat) alinarak protein tayini yapilmak iizere -86°C'de
saklanmistir. Gergeklestirilen doku homojenizasyonu, Sekil 11'de sirasiyla

gosterilmistir.

3.5. Bicinkoninik Asit Yontemi (BCA)

BCA analiz metodu, bazik kosullarda proteinlerin Cu™’den, Cu'"’e indirgeyerek
bisinkinonik asit ile mor renk olusumuna dayanir. Olgiimler, 562 nm'de

spektrofotometrik olarak yapilir.

3.5.1. Protein Miktarimin Tayini

Dokulardan elde edilen homojenatlarin protein miktarlarinin tayini i¢gin SMART™

BCA Protein Assay Kit (iNtRON Biotechnology) kullanilmigtir.

BSA (Bovine Serum Album.) ¢esitli konsantrasyon seviyelerinde (250, 125,
62,5, 31,25, 15,63, 0 pg/ml) standart:1 referans olarak kullanilmistir.

e 96-kuyucuklu plakaya her bir standart kuyucuk bagina 50 pl eklenmistir.

e 1/10 oraninda seyreltilmis fare penil homojenat Orneklerinden 50 pul,

kuyucuklara eklenmistir.

e Homojenatin iizerine 100 pl ‘Working Solution (50:1/A) eklendikten sonra,
37°C'de 30 dakika stireyle su banyosunda inkiibe edilmistir.
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e 562 nm dalga boyunda absorbans mikroplaka okuyucuda okutulmustur.

e Standartlarla(BSA) elde edilen grafiktenteki dogrusal denklem {izerinden
protein miktar1 hesaplanmistir(Sekil 12).

Protein Miktar: Tayini

2,5 y = 0,0012x + 0,0621 .
— R? = 0,9907 Pt
2
£ 2
w
=
2 15
= @ ..
(=]
2 :

1
=

9.
0,5 o
{
o o
0 500 1000 1500 2000 2500

Konsantrasyon (pl/mg)

Sekil 12. Protein Tayini Standart Egri

3.6. Metilen Mavisi Deneyi

Metilen mavisi 1883 yilinda Fischer tarafindan tanitilmig olup H2S'in ugucu ve
oksitlenebilen bir gaz olmasi sebebiyle, numune hazirhig: genellikle Zn** kullanilarak
stabilize edilmesine ve H2S, N,N-dimetil-p-fenilendiamin (N,N-DPD) ile bir
oksidasyon ajaninin FeCls varliginda reaksiyona girerek 650 nm'de giiclii bir sekilde
absorbe eden metilen mavisi lretmesine dayali spektrofotometrik yontemdir.

Absorbans, siilfiir konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir(Quan & Lee, 2021).

3.6.1. Deney Gruplan

Metilen mavisi deneyinde hemoksijenaz aktivatorii, hemoksijenaz inhibitérii CrMP ve

eksojen CO dondrii CORM-2 ile inkiibasyonun endojen HaS

iizerine etkisi arastirilmigtir. Ayrica, antagonist ve agonistlerin basal formlar1 da
ilaveten eklenmistir. Bu deney, 3 seri ve her bir seride 6 grup olacak sekilde

tasarlanmistir(Sekil 13).
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Sekil 13. Metilen Mavisi Deney Gruplar:

3.6.2. Metilen Mavisi Deney Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Fosfat Buffer Hazirlama(PB): 0.1M Fosfat buffer(PB) hazirlamak i¢in hassas
terazide 3.48g KoHPO4 tartilip 200ml ultra saf suda(ddH20) ¢6ziilmiistiir. Daha sonra,
2.72g KH2POg4 tartilip 200ml ultra saf suda coziilerek 0.1M’lik KH2POs ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Son olarak, K:HPO4 ¢ozeltisinin pH’1, KH2PO4 ¢6zeltisi ile Thermo
Orion 5 pH-metre yardimiyla pH=7.4’e ayarlanmistir.

Piridoksal-5-fosfat(PP): 2,471 mg PP tartilip, 1ml PB’de ¢6ziilmiistiir (2mM).
Aminoksi Asetik Asit: 90,72 mg AOAA tartilip, Iml PB’de ¢oziilmiistiir (10mM).
L-Sistein: 121,16 mg L-sistein tartilip, 1ml PB’de ¢oziilmiistiir (102 M).
CORM-2: 512,02mg CORM-2 tartilip, Iml PB’de ¢oziilmiistiir (2x10-4 M).
Hemin: 6,5mg Hemin tartilip, 1ml 0.1M NaOH’de ¢dziilmiistiir (102 M).

CrMP: Img CrMP tartilip, 154pl 0.1M NaOH’de ¢dziilmiistiir(102M). Sonra
hazirlanmis olan 102M CrMP’den 5pul almip, 95ul NaOH ile seyreltilmistir (5x10°¢
M).

3.6.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Farkli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltileri hazirlamak i¢in hassas terazide 12,09 mg
sodyum siilfiir (Na2S) tartildiktan sonra 200ul fosfat bufferda ¢oziilmiistiir. Final
konsantrasyonlar1 250; 25; 2.5; 0.25mM olacak sekilde 1:10 oraninda fosfat buffer ile
seyreltme yapilmistir(Tablo 6).
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Tiip No.| PB Miktari (ul) | Seyretime Miktari(ul) | Final Konsantrasyon (mM)
1 0 200 250
2 900 100 25
3 900 100 2.5
4 900 100 0.25

Tablo 6. 1.Seri Standart Seyreltmeler

Metilen mavisi deney sonrasinda analizlerde kullanilmak iizere standart egriyi
olusturmak i¢in farkli konsantrasyonlarda (250; 125; 62.5; 31.25; 15.6; 7.8; 3.9;
0(PB)) 2. Seri seyreltmeler yapilmistir(Tablo 7).

Tiip No.| PB Miktari (ul) | Seyretime Miktari(ul) | Final Konsantrasyon (uM)

1 0 500 250

2 500 500 125

3 500 500 62.5

4 500 500 31.25

5 500 500 15.6

6 500 500 7.8

7 500 500 3.9

8 500 - Kor Cozelti

Tablo 7. 2.Seri Standart Seyreltmeler

3.64. %10 TCA, %1 ZnAC, DPD ve FeCl; Hazirlanmasi

%10 Trikloroasetik asit (TCA): Hassas terazide 10 g tartilip, 100 ml ddH20’da

¢Oziilmiistiir.

%1 ZnAC: Hassas terazide 1 g tartilip, 100 ml ddH20’da ¢oziilmiistir.

DPD (20mM): Hassas terazide 23.4 mg tartilip, 5 ml 7.2 M HCl ile ¢oziilmiistiir.
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FeCl13 (30mM): Hassas terazide 24,3 mg tartilip, 5 ml 1.2 M HCl ile ¢oziilmiistir.

3.6.5. Metilen Mavisi Deney Protokolii

Oncelikle -86°C’de saklanan penil doku homejenatlar1 buzun iistiinde oda sicakliginda
¢oziilmiistiir. Eppendorf tiiplere sirastyla fosfat buffer(PB), %0.9luk NaCl(saline)

¢ozeltisi konulduktan sonra lizerine gerekli miktarda homojenatlar eklenmistir.

Metilen Mavisi Deneyi

inhibitorler
Homojenat Saline 960.9 AOAA O Sodkj?’”Cﬁﬂk-
¢ ) ; pos - CrMP .
3 N N
;s — =
> — > W,
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3
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Sekil 14. Metilen Mavisi Deney Semasi
Deney serilerinin bazi gruplarinda inhibitérler(AOAA ve CrMP) kullanilacag: igin
once inhibitér varliginda 37°C’de 30 dakika su banyosunda inkiibasyona tabi
tutulmustur. Inhibitér kullammim gerektirmeyen diger gruplarda ise bu islem
yapilmadan direk uyaric1 (CORM-2, Hemin, DMSO, NaOH) ajanlarin inkiibasyonu

gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siras1 deney serilerindeki antagonist ve agonistlere
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bagl olarak ilk 6nce inhibisyon etkisi gérmek icin inhibitorler, sonra aktivatorler ve
son olarak L-sistein, piridoksal-5-fosfat olacak sekilde belirlenmistir(Sekil 14).
37°C’de 30 dakika inkiibasyon sonrasi biitlin stantartlara ve diger deney gruplarina
metilen mavisi deneydinde kullanilan ana ¢dzeltiler sirastyla(250ul %1 ZnAC; 250 pl
%10 TCA; 133ul DPD; 133ul FeCls) eklenerek karanlikta 15 dakika bekletilmistir. 4
°C sicaklikta, 10.000 rpm’de 5dk santrifiij edilmistir. Santrifiijleme isleminden sonra
96-well plakaya eppendorf tiiplerdeki standart ¢ozeltilerden ve deney gruplardan
kuyucuk basma 200ul olacak sekilde pipetle aktarilmistir. Thermo Varioskan Flash
plaka okuyucu yardimiyla 650nm’de kolorimetrik 6l¢lim alinmigtir. Son olarak her bir
ornek i¢in H2S konsantrasyonlari hesaplanarak elde edilen verilerle Graphpad

Prism’de analizleri yapilmistir.

3.7. Istatistiksel Veri Analizi

Deney sonrasi verilerin analizlerini gerceklestirmek, doz cevap egrilerinin
olusturulmasi ve grafik ¢izimi i¢in Graphpad Prism (GraphPad Software, San Diego,
CA, ABD) istatistik programi kullanilmistir. Tiim veriler ortalama ve ortalamanin +
standart hatas1 (O + O.S.H) seklinde verilmistir. izole organ banyosu deneylerinde
gevseme cevaplart on kastirici ajana karsit aliman maksimum kasilma cevabinin
ylizdesi olarak ifade edilmistir. Deneyde gergeklestirilen kasilma ve gevseme
anitlarinin sayisal degerlendirilmesi i¢in LabChart 7.0’den (LabChart Software, San
Diego, CA, ABD) yararlanilmistir. izole organ banyosu analizlerinde maksimum
gevsemenin veya kasilmanin yarisini olusturan konsantrasyonun negatif logaritmasi (-
log ECso veya pDz2) degerinin hesaplanmasi iteratif nonlineer regresyonla yapilmustir.
Tlm istatistiksel karsilastirmalar i¢in “One/Two way” varyans analizi (ANOVA) ve

Bonferroni ¢coklu karsilastirma testi kullanilmistir.

24



4. Bulgular

4.1. izole Organ Banyosu Deneyi

4.1.1. CORM-2, CrMP ve Hemin'in Fenilefrin Kasilma Yanmitlar1 Uzerine Etkileri

Fare penil dokulariyla ¢alisilan organ banyosu deneylerinde alinan fenilefrin kiimtlatif
(3x107-10°-3x10°-104-3x10*M), kontrol ( =6, Emas= 98.67 + 8.401, pD2= 5.178
+ 0.1423), CORM-2 ( n=4, Emaks= 102 + 6.928, pD2= 5.178 + 0.1423), CrMP ( n=6,
Emaks= 107.5 £ 5.608, pD2= 5.063 £ 0.3284) ve Hemin ( n=8, Emaks= 108.5 + 8.544,
pD2= 4.934 + 0.1962) varliginda kasilma yanitlarinda istatistiksel bir anlamlilik
gorlilmemistir(Sekil 15, Sekil 16 ve Sekil 17).

1.5

-~ KONTROL
-o— CORM-2
= - CrMP
§, —— Hemin
©
E
»
©
X
<
0.0 1 I 1 1
-5.5 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5

Log [Fen]

Sekil 15. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin Inkiibasyon Sonrasi

Kiimiilatif Fenilefrin Kasilma Yanitlari

p>0.05, kontrol, n=6; CORM-2, n=4; CrMP, n=6; Hemin, n=8; Two way ANOVA-

Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi). Veriler ortalama + O.S.H olarak verilmistir.
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Sekil 16. Fare Penil Dokusunda CORM-2 CrMP ve Hemin Inkiibasyon Sonrasi

Kiimiilatif Fenilefrin Kasilma Yanitlar1 (Emax)

Kontrol, CORM-2, CrMP ve Hemin fenilefrin kasilma yanitlar1 arasinda, tiim
guruplarda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir. ( p>0.05, kontrol, n=6;
CORM-2, n=4; CtMP, n=6; Hemin, n=8; Two way ANOVA-Bonferroni’s Coklu
Karsilagtirma Testi). Veriler ortalama + O.S.H olarak verilmistir(Tablo 8).

Grup % Emax
Kontrol 98.67 + 8.401
CORM-2 102 +£6.928
CrMP 107.5 £ 5.608
Hemin 108.5 + 8.544

Tablo 8. Fare Penil Dokusunda CORM-2 CrMP ve Hemin Inkiibasyonu Sonrasi

Kiimiilatif Fenilefrin Kasilma Yanitlar1 (Emax)

6 B KONTROL
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Sekil 17. Fare Penil Dokusunda CORM-2 CrMP ve Hemin inkiibasyon Sonrasi

Kiimiilatif Fenilefrin Kasilma pD; Degerleri
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Kontrol, CORM-2, CrMP ve Hemin fenilefrin kasilma yanitlarinin pD2 degerlerinde,
tiim guruplarda her hangi bir istatistiksel anlamlilik gériilmemistir. ( p>0.05, kontrol,
n=6; CORM-2, n=4; CtMP, n=6; Hemin, n=8; Two way ANOV A-Bonferroni’s Coklu

Karsilagtirma Testi). Veriler ortalama + O.S.H olarak verilmistir(Tablo 9).

Grup pD2
Kontrol 5.178 £0.1423
CORM-2 4.870 +0.1820
CrMP 5.063 + 0.3284
Hemin 4.934 + 0.1962

Tablo 9. Fare Penil Dokusunda CORM-2 CrMP ve Hemin Inkiibasyonu Sonrasi

Kiimiilatif Fenilefrin Kasilma pD; Degerleri

4.1.2. CORM-2, CrMP ve Hemin'in Fenilefrin Kasilma Sonrasi1 NaHS Gevseme

Yamtlar1 Uzerine Etkisi

Kiimiilatif fenilefrin ile 6n kastirma sonrasi (3x10-6-10-5-3x10-5-10-4-3%10-4M),
kontrol ( n=7, Emaks= 99,45 + 2,653, pD2= 2,851 + 0,2509), CORM-2 ( n=6, Emaks=
96,03 + 7,735, pD2= 3,003 + 0,3436), CrMP ( n=4, Emaks= 104,9 + 5,847, pD2= 3,495
+ 0,1720) ve Hemin ( n=8, Emaks= 95,97 + 10,55, pD2= 3,115 + 0,2486) NaHS
varliginda gevseme yanitlarinda istatistiksel bir anlamlilik bulunmamistir(Sekil 18,

Sekil 19 ve Sekil 20).
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Sekil 18. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin ink. Kiimiilatif

Fenilefrin On Kastirma Sonras1 NaHS Gevseme Yanitlari
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p>0.05, kontrol, n=7; CORM-2, n=6; CrMP, n=4; Hemin, n=8; Two way ANOVA-

Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi). Veriler ortalama + O.S.H olarak verilmistir.
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Sekil 19. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin ink. Kiimiilatif

Fenilefrin On Kastirma Sonras1 NaHS Gevseme Yanitlari (Emax)

Maksimum Kontrol, CORM-2, CrMP ve Hemin ink. Fenilefrin 6n kastirma sonrasi
NaHS yanitlarinda, tiim guruplarda istatistiksel bir fark goriilmemistir. ( p>0.05,
kontrol, n=7; CORM-2, n=6; CrMP, n=4; Hemin, n=8; Two way ANOVA-
Bonferroni’s Coklu Karsilagtirma Testi). Veriler ortalama + O.S.H olarak

verilmistir(Tablo 10).

Grup Y Emax
Kontrol 99,45 + 2,653
CORM-2 96,03 + 7,735
CrMP 104,9 + 5,847
Hemin 95,97 £ 10,55

Tablo 10. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin ink. Kiimiilatif

Fenilefrin On Kastirma Sonrasi NaHS Gevseme Yanitlari (Emay)
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Sekil 20. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin Ink. Kiimiilatif

Fenilefrin On Kastirma Sonrasi NaHS Gevseme pD2 Degerleri

Kontrol, CORM-2, CrMP ve Hemin ink. fenilefrin 6n kastirma sonrasi NaHS pD2
degerlerinde, tiim guruplarda istatistiksel anlamlilik bulunmamastir. ( p>0.05, kontrol,
n=7; CORM-2, n=6; CtMP, n=4; Hemin, n=8; Two way ANOV A-Bonferroni’s Coklu
Karsilastirma Testi). Veriler ortalama + O.S.H olarak verilmistir(Tablo 11).

Grup pD:
Kontrol 2,851 £0,2509
CORM-2 3,003 +0,3436
CrMP 3,495+ 0,1720
Hemin 3,115+ 0,2486

Tablo 11. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin Ink. Kiimiilatif

Fenilefrin On Kastirma Sonras1 NaHS Gevseme pD2 Degerleri

4.1.3. CORM-2, CrMP ve Hemin'in Fenilefrin Kasilma Sonrasi L-Sistein

Gevseme Yamtlar1 Uzerine EtKisi

L-sistein (106-3x107-10°-3x1073-10*-3x10*-10-3x10*M) ile fenilefrin 6n kastirma
sonrast (3x10-6-10-5-3x10-5-10-4-3x10-4M), kontrol ( n=4, Emaks= 76,33 + 0,9323,

pD2= 3,842 + 0,0838), CORM-2 ( =4, Emaks= 90,56 + 0,3987, pD= 4,075 = 0,1368),
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CrMP (n=4, Emaks= 60,08 + 1,398, pD2=4,295 £ 0,1914) ve Hemin ( n=4, Emaks= 85,17
+0,7217, pD2= 4,203 + 0,0568) varliginda kontrol grubuna kiyasla L-Sistein gevseme
yanitlarinda istatistiksel anlamlilik bulunmustir(Sekil 21, Sekil 22). Fakat CORM-2
CrMP ve Hemin ink. sonrasi L-Sistein gevsemesine iliskin pD2 degerlerinde
istatistiksel anlamlilik goriillmemistir (Sekil 23).
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Sekil 21. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin Ink. Kiimiilatif

Fenilefrin On Kastirma Sonrasi L-Sistein Gevseme Yanitlar

CORM-2 ve Hemin inkiibasyonu sonrasinda L-Sistein gevseme yanitlar1 kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artmistir (“*p <0.001, 3x10*M). Hemin grubuna
kiyasla CORM-2 istatistiksel olarak anlamli artma goriilmiistiir (*p=0.01, 3x10~M).
CrMP grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma gortilmustiir("p <0.001, 3x10°
M), (*p <0.001, 10°M), (*'p=0.05, 3x10“*M). (Two way ANOVA-Bonferroni’s

Coklu Karsilastirma Testi). Veriler ortalama + O.S.H olarak verilmistir.
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Sekil 22. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin Ink. Kiimiilatif
Fenilefrin On Kastirma Sonrasi L-Sistein Gevseme Yanitlar: (Emax)
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CORM-2 ve Hemin gruplarinda fenilefrin 6n kastirma sonrasi L-Sistein gevseme
yanitlarinda, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlemlenmistir. ( “*p <0.001, CORM-2, n=4; Hemin, n=4). CORM-2 grubu, Hemin
grubuna kiyasla anlamli artmistir(*p=0.01). CrMP grubu ise hem kontrol hem de
Hemin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmistir("™p <0.001, ***p
<0.001,CrMP, n=4); Two way ANOVA-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi).

Veriler ortalama + O.S.H olarak verilmistir(Tablo 12).

Grup %o Emax
Kontrol 76,33 £0,9323
CORM-2 90,56 + 0,3987" +*
CrMP 60,08 + 1,398+
Hemin 85,17 +0,7217™

Tablo 12. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin Ink. Kiimiilatif

Fenilefrin On Kastirma Sonrasi L-Sistein Gevseme Yanitlar: (Emax)
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Sekil 23. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin Ink. Kiimiilatif

Fenilefrin On Kastirma Sonrasi L-Sistein Gevseme pD; Degerleri

Kontrol, CORM-2, CrMP ve Hemin ink. Fenilefrin 6n kastirma sonrasi L-Sistein
gevseme yanitlarinda, tiim guruplarda istatistiksel bir fark goriilmemistir. ( p>0.05,

kontrol, n=4; CORM-2, n=4; CrMP, n=4; Hemin, n=4; Two way ANOVA-
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Bonferroni’s Coklu Karsilagtirma Testi). Veriler ortalama + O.S.H olarak
verilmistir(Tablo 13).

Grup pD2
Kontrol 3,842 +0,0838
CORM-2 4,075 +0,1368
CrMP 4,295 +0,1914
Hemin 4,203 £ 0,0568

Tablo 13. Fare Penil Dokusunda CORM-2, CrMP ve Hemin Ink. Kiimiilatif

Fenilefrin On Kastirma Sonrasi L-Sistein pD; Degerleri

4.2. Metilen Mavisi Deneyi

Penil dokulardan elde edilen homejenatlar ile siirdiiriilen metilen mavisi deneylerinde
CORM-2, Hemin(HO-1 aktivatorii) ve CrMP’nin (HO-1 inhibitorii) H2S prekiirsorii
olan L-sistein tizerindeki etkilerine bakilmistir. Veriler ortalama + O.S.H olarak

verilmigtir.

4.2.1. Eksojen CO Donérii CORM-2’nin H;S Diizeylerine Etkisi

Bazal diizeyde Kontrol grubuna kiyasla CORM-2 grubu arasinda istatistiksel
anlamlilik bulunmamistir. L-Sistein grubuna bakildiginda ise CORM-2’nin H>S

* k%

diizeyini istatistiksel olarak arttirmistir(" p <0.001). Buna karsin, L-Sistein varliginda
ve HaS inhibitorii AOAA ile gergeklestirilen deney grubuna bakildiginda CORM-
2’nin HaS tizerindeki etkisinin azaldigi gorilmustir(*#p <0.001)(Sekil 24).

8+ KONTROL
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Basal L-Sistein AQ,

3

Sekil 24. Eksojen CO Donérii CORM-2nin H2S Diizeyleri Uzerine Etkisi
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*kk

Kontrol ile kiyaslama(**p <0.001); Kontrol+L-Sistein ile kiyaslama(™ p <0.001);
L-SisteintCORM-2 ile kiyaslama(**p <0.001); One way ANOVA-Bonferroni’s
Coklu Karsilagtirma Testi(Tablo 14).

Grup H»S
Kontrol (n=10) 1,218 £ 0,0735
CORM-2 (n=4) 1,250 +0,0509
Kontrol+L-Sistein (n=10) 3,960 £ 0,1287 *+*
DMSO+L-Sistein (n=4) 3,626 = 0,0565
CORM-2+L-Sistein (n=8) 6,868 = 0,1957 ***
AOAA+L-Sistein (n=4) 0,651 £0,0268 ***
- AOAA+CORM-2+L-Sistein (n=8) | 3,526 +0,2187 ###

Tablo 14. Kontrol, CORM-2, L-Sistein ve AOAA Grubu H:S Diizeyleri

4.2.2. Endojen CO’in H;S Diizeylerine Etkisi

HO-1 enzim aktivatorii Hemin varliginda Kontrol grubuna kiyasla bazal diizeyde

istatistiksel bir farklilik bulunmamaistir. L-Sistein grubunda ise Hemin H2S diizeyini

*kek

anlamli bir sekilde istatistiksel olarak arttirmistir (" p <0,001). Buna karsin, L-Sistein
ve HaS inhibitorii AOAA ile birlikte yapilan deneylerde, Hemin'in HaS tizerindeki
etkisi azalmistir(**p <0.001). Ayrica, HO-1 inhibitorii CrMP ile L-Sistein varliginda

F*kk

Kontrol L-Sistein grubuna kiyasla anlamli azalma gortilmiistiir("™ p <0.001)(Sekil 25).
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Sekil 25. Endojen CO'in H,S Diizeyleri Uzerine Etkisi
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Kontrol ile kiyaslama(*"p <0.001); Kontrol+L-Sistein ile kiyaslama(™"p <0.001);

L-SisteintHemin ile kiyaslama(*#p <0.001); One way ANOV A-Bonferroni’s Coklu

Karsilastirma Testi(Tablo 15).

Grup

H,S

Kontrol (n=10)

1,218 £ 0,0735

Hemin (n=7)

1,297 £ 0,0373

Kontrol+L-Sistein (n=10)
NaOH-+L-Sistein (n=4)

3,960 + 0,1287 ***
3,333 £0,091

Hemin+L-Sistein (n=6)

8,666 = 0,0930 ***

AOAA+L-Sistein (n=4)

0,651 +0,0268 ***

CrMP+L-Sistein (n=6)

1,506 + 0,0736 ***

AOAA+Hemin+L-Sistein (n=6)

Tablo 15. Kontrol, Hemin, L-Sistein ve AOAA Grubu H:S Diizeyleri

3,923 £0,1780 ##
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Tartisma

Kardiyovaskiiler hastaliklar alaninda yapilan son aragtirmalar, gazotransmitterlerin
yasamsal fonksiyonlarda onemli rol oynadigini ortaya koymaktadir. Bu arastirmalar,
nitrik oksit (NO), hidrojen siilfiir (H2S) ve karbon monoksitin (CO) ¢esitli gérevler
tistlendigini gostermektedir. Bu 3 gazotransmiterin etkileri yillarca korunmus
birbiriyle iligskili enzimler tarafindan diizenlenmektedir. Bu enzimlerden,
indiiklenebilir hemoksijenaz (HO) olan HO-1 ve yapisal formu olan HO-2; her ikisi de
Hemin’in Biliverdine déniisiimiinii katalizler ve reaksiyon sirasinda Fe*? ve CO ag1ga
c¢ikmaktadir. Biliverdin daha sonra hizla biliverdin rediiktazla biliriibine doniisiir,
demir ferritin tarafindan uzaklastirilir. Agiga ¢ikan CO ise yliksek diflizyon 6zelligine
sahiptir ve demir igeren hedeflere afinite gostererek onun hiicresel hemoproteinlere
veya dolasimda hemoglobine baglanmasini kolaylastirir. Biitlin membranlardan
gecebilir ve sonucta akcigerlerden nefesle atilir. COHb (karboksihemoglobin)
icerikleri nedeniyle sGC’a, NOS’a baglanarak onlarda konformasyon degisikligi
yaratir ve onlar1 aktive ederek cGMP ve NO’i arttirir. Bdylece damar diiz kasinda

gevsemeye neden olur.

Penisin Fizyolojik Kontroliinde NO Rolii

Penil fizyolojisinde ereksiyon, psikolojik ve hormonal etmenler tarafindan diizenlenen
bir norovaskiiler fenomen olarak tanimlanir. Bu siire¢, merkezi sinir sistemi ile yerel
uyaricilar arasinda karmasik bir etkilesimi icerir. Temel olarak, spinal refleksler ve
hipotalamusun bilgi islemesi yoluyla, dokunma, goérme, koku alma, isitme gibi duyusal

uyaricilarla entegre bir sekilde gerceklesir.

Acetylcholine Norepinephrine
ADP Serotonin
Arachidonic acid Testoslerone
Bradykinin Thrombin
Endothelin

Epinephrine

/—\+/—\

WADRH

e |_-Arginine —-—-——Ab NO
I & \

ADMA -
Urea ONOO

L-Citrulline

k L-Ornithine Dimethylamine J

Sekil 26. NO ve Sentezinde Gorevli Enzimler(Maas, Schwedhelm, Albsmeier, &

Boger, 2002)
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Periferik ereksiyon kontrolii ise kaverndz diiz kaslarin kasilmasi veya gevsemesini
etkileyen noronal ve lokal faktorlere baglhidir. Bu siirecte, kas tonusu olusturularak
penisin fonksiyonel durumu korunur(Andersson, 2011; de Souza ve digerleri., 2022;
Thomas, 2002). Nitrik oksit/siklik guanozin monofosfat (NO/cGMP) yolunun, korpus
kavernozum diiz kasinin gevsemesini saglayan geleneksel bir mekanizma olarak
tanimlandig1 belirtilmistir(Sekil 26)(Burnett, 2004). Kavernéz sinir aktivasyonu,
corpus cavernosum'daki sinir uclarindan NO'nun salininmini baslatir. Ayrica, NO,
endotelde mekanik stres yaniti olarak salinir. NO, corpus cavernosum sinir uglarinda
noral nitrik oksit sentaz1 (nNOS) ve endotelyumda endotel nitrik oksit sentazi (eNOS)
tarafindan sentezlenir; bu siiregte L-arginin ve oksijen kullanilir(Albersen,
Mwamukonda, Shindel, & Lue, 2011). Sonrasinda, NO ¢6ziiniir guanilat siklaz1 (GC)
aktive eder ve diiz kas hiicrelerinde cGMP seviyelerini arttirir. Ikinci haberci olarak,
cGMP, hiicre i¢i kalsiyumun azalmasina ve ardindan diiz kas hiicrelerinin gevsemesine
neden olan bir dizi tepkiyi baglatir (Sekil 27)(Albersen, Fandel, ve digerleri., 2011).
Ozellikle, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki [Ca®'] artis, kasilmanin ana
nedenidir, bu nedenle bu iyonun hiicre i¢i seviyelerinin diizenlenmesi ve kontraksiyon
mekanizmasinin  duyarliligi, diiz kas hiicrelerinin diizenlenmesinde anahtar

noktalardir(Maggi, Filippi, Ledda, Magini, & Forti, 2000).

i 1l
Endothelial cell i
— @ Vs @ Cholinergic neuron
3 @ 4 —
= y {

" Cavernous smooth
muscle cell

Sekil 27. Kavernoz Diiz Kasta NO ve Ca*? Bagimh Gevseme(de Souza ve digerleri.,

2022)

Damar tonusunun fizyolojik ve patolojik durumlarda diizenlenmesinde NO esansiyel

olmakla birlikte, oksidatif stresin arttig1 vaskiiler disfonksyon, kardiyovaskiiler
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hastaliklar ve enflamatuvar hastaliklar gibi durumlarda HO-1 kaynakli CO’in etkileri
onemli hale gelmektedir. CO ve H2S’in ¢esitli doku ve patolojik durumlarda NO ile
olan iliskileri ¢esitli ¢alismalarla ortaya konmasina kargin CO ve H2S’in birbiriyle olan
iligkisi yeterince aydinlatilmamistir(Rochette, Cottin, Zeller, & Vergely, 2013). Hiicre
ve dokularda hem oksijenazin katalizledigi hem degredasyonu sirasinda eliminasyon
irlinli olarak 6nemli miktarlarda CO {iretilmektedir. Hem proteini hemoglobin,
myoglobin gibi oksijen transport proteinlerinde ve solunum, enflamasyon ve ilag
metabolizmasi gibi kritik hiicresel siireglerle iligkili enzimlerde yasamsal bir kofaktor
olarak gdrev yapar. Aym1 zamanda CO’in fizyolojik etkileri hem proteinleri ile
kompleks olusturabilmelerine baglhdir. Stres kosullarinda HO-1 enziminin artmasi ile
CO’in hiicreigi diizeyleri de 6nemli 6l¢iide artmaktadir. HO-1 yolaginin aktivasyonu
stresli bir uyarana kars1 gelisen redoks dengesizligine karsi hiicrelerin kompleks
homeostatik adaptasyon yanitlarinin bir parcasidir. Bu yolak sonucu aciga ¢ikan CO
hiicre koruyucu yanitta yer alir(Motterlini & Otterbein, 2010). Sistatiyonin B-sentaz
(CBS) beyin, karaciger, periferik sinir sistemi ve bobrekte; sistatiyonin y-liyaz (CSE)
ise karaciger, damar hiicreleri ve damar dis1 diiz kas hiicrelerinde bulunur. CSE'nin
inhibisyonu veya genetik delesyonu, hipertansiyon ve endotelyal gevseme yanitlarini
belirgin sekilde azaltir ve hipertansiyona neden olur. (Yang ve digerleri., 2008). H2S’in
erektil fonksyonu diizeltebildigi bilinmektedir(Balasubramanian Srilatha, P. Ganesan
Adaikan, Ling Li, & Philip K. Moore, 2007). insan penil dokusunda CBS ve CSE
enzimlerinin bulundugu ve bu enzimlerin, eksojen H2S ve L-sisteinin doza baglh
gevseme yaniti sagladigi gosterilmistir(Roberta d'Emmanuele di Villa Bianca ve
digerleri., 2009). CO’in beyin ve karacigerde, H2S iiretiminde rol oynayan CBS'in
ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir(Kabe ve digerleri., 2016). Diger yandan, CO’in
penil dokuda NO yoklugunda endojen H2S ve CSE ile 3-MPST diizeylerini artirarak
dengeleyici bir rol oynadig1 bilinmektedir. (Giinay Yetik-Anacak ve digerleri., 2016).
Biitiin bu bilgiler dogrultusunda 3 gazotransmitter arasinda gerceklesen etkilesimleri
ve iligkileri konusunda yillarca arastirmalar yapilmasina ragmen hala net bir sekilde
ortaya konulabilmis degildir. Ozellikle, endojen CO'in penil dokuda H2S bagimli

gevseme yanitlari iizerindeki etkisi yeterince arastiritlmamustir.

Farmakolojik Olarak NO, H,S ve CO Etkilesimleri
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Diyabetik sicanlarla yapilan bir ¢alismada, H2S donorii ile tedavi edilen grupta cGMP,
NO, H:S ve HO aktivitesinde artis, H2S inhibitorii ile tedavi edilenlerde ise bu
parametrelerde azalma gozlemlenmistir. Bu bulgular, H2S dondrlerinin diyabette
olumlu etkiler gosterdigini HaS inhibitorlerinin ise olumsuz etkiler gosterdigini ortaya
koymaktadir (Zhang ve digerleri., 2016). Sigcan aortasinda kiimiilatif CORM-2’nin
uzun siireli gevsemeye neden oldugu gozlemlenmistir. Motterlini ve arkadaslar1 bu
uzun siiren etkinin sGMP’e bagli oldugunu ve gevseme siirecinin miyoglobin
varliginda ortadan kaldirildigini, guanilat siklaz inhibitorii (ODQ) ile 6nemli 6lgiide
azaldigmi  rapor  etmislerdir(Roberto  Motterlini  ve  digerleri., 2002).
Gazotransmiterlerden NO ve CO, sentezleri i¢in oksijen molekiiliine ihtiya¢ duyar,
ancak H2S'in metabolize olabilmesi i¢in de oksijen molekiiliine gereksinimi vardir. NO
ve CO, ¢oziinebilir guanilat siklaz1 aktive edebilirken, H2S bu molekiille pek etkilesim

gostermez(Gao, 2010; Kolluru, Shen, Yuan, & Kevil, 2017).

Calismamizda saglikli farelerden elde edilen endotelli dokularda CORM-2, HO-1
aktivatorii Hemin ve inhibitorii CrMP inkiibasyonlar1 sonrasi alinan fenilefrin kasilma
yanitlarinda bir degisiklik goriilmemistir. NaHS gevseme yanitlar1 Oncesinde
uygulanan CORM-2 Hemin ve CrMP inkiibasyonlarinin kiimiilatif NaHS gevseme
yanitlarina etkileri goriilmezken, L-Sistein ile alinan gevseme yanitlarinda istatistiksel
farkliliklar goriilmiistiir. Hemin ve CORM-2 inkiibasyonlar1 L-Sistein gevseme
yanitlarin istatiksel olarak anlamli sekilde arttirirken, CrMP ile inkiibe edilmis CC
dokularda gevseme yanitlar istatisitksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Penil
dokudaki bu elde edilen gevseme yanitlari ile ilgili sonuglar, daha sonra eksojen ve
endojen tiretilen CO’in HaS diizeylerine olan etkisi metilen mavisi deneyi ile
dogrulanmigtir. CORM-2 ve Hemin inkiibasyonu sonrasi dokulardan elde edilen
metilen mavisi deneyi sonuglarinda, H2S seviyesinin kontrol grubuna kiyasla anlaml
derecede arttig1 ve onceki ¢aligmalarimizda hem corpus cavernosum hem de aorta
tizerinde yapilan benzer uygulamada da CO’in HaS diizeyini arttidigi
gozlemlenmistir(Ozen O, 2021; Yilmaz S, 2019).

CO ve HaS arasindaki iliskiyi gosteren onceki calismalara bakilacak olursa, CO
biyosentezinin modiilasyonu, Keapl/Nrf2 yolu araciligryla HO-1 ekspresyonunun
artmasiyla gerceklesmektedir. CBS/CSE/3-MPST enzimleri araciligiyla iiretilen
HaS'in oksitlenmis Cysisi ile veya indirgenmis Cysisi ile H2S’den tiiretilmis HS-

reaksiyonuyla Keapl Cysisi'in persiilfidasyonu, Keap1'in Nrf2'den ayrilmasina neden
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olmaktadir; bu da Nrf2'nin ¢ekirdege tasinmasina olanak tanir, burada heme oksijenaz
HO-1’1 artirir ve sonu¢ olarak CBS inhibisyonunu olusturan daha yiiksek CO
seviyelerine yol agabilir(Giuffré & Vicente, 2018). NaHS gevseme yanitlarinda
CORM-2, CrMP ve Hemin inkiibasyonu sonrasi hepsi ayni diizeyde gevseme
gostermistir. Bu ise eksojen verilen NaHS iin, CO tarafindan CBS enzimin inhibe
edilmesine ragmen diger H2S enzimleri {izerinden gevsemeye neden olabilecegini
diisiindiirtmektedir. Penil dokuda eksojen NaHS iin penil uzunlugu ve ICP'yi 6nemli
Ol¢iide artirdigi, CBS ve CSE'nin inhibisyonunun ise corpus cavernosum'un
kasilmasina ve elektrostimiilasyona verilen ICP yanitinin azalmasina neden oldugu
belirtilmistir(Hannan ve digerleri., 2013), fakat eksojen H2S'in corpus cavernosum diiz
kas hiicrelerinin fenotipik modiilasyonunu diizenleme rolii heniiz tam olarak
aydinlatilmamistir(Qinyu ve digerleri., 2021). Tiim gruplarda NaHS gevsemelerinin
ayni diizeyde olmasinin bir diger nedeni ise L-Sistein gevsemelerinden farkli olarak
eksojen verilen NaHS’lin enzimlerden bagimsiz direk etki etmesinden
kaynaklanmaktadir(La Fuente ve digerleri., 2020). Endojen CO’in aktivitesini net bir
sekilde anlamak i¢in, hem nitrik oksit sentaz (NOS) hem de ¢oziiniir guanilat siklaz
(sGC) aktivitesini engellemeden secici olarak HO aktivitesini inhibe edecek bir
inhibitér gerekmistir. Bu nedenle arastirmamizda daha Once incelenmis olan
metaloporfirinlerden = HO  aktivitesinin ~ segici  bir  inhibitorii =~ CrMP
kullanilmistir(Appleton ve digerleri., 1999). L-Sistein gevsemelerinde goriildiigii
tizere HO-1 inhibitorii CrMP varliginda gevseme yanitlarindaki azalma, endojen CO
tireten hem oksijenaz enziminin inhibe edilmesinin bir sonucudur. Buna karsin
ortamda eksojen ve endojen CO varliginda gevseme artmistir. HO/CO yolu'nun erektil
fonksiyondaki rolii, HO ekspresyonu ve CO'nun kaverndéz dokuda gevsemeyi
indiiklemesi ile gosterilmistir. HO/CO sisteminin erektil fonksiyonda bir sinyal
molekiilii olarak NO’i domine ettigi 6ne siiriilmektedir. HO-1 indiiksiyonunun, cGMP
seviyelerini yiikselterek ED'yi diizelttigi bildirilmistir. NO'in kendisinin HO-1'1 CO
tiretmek icin indiikledigi gosterilmistirM. T. Abdel Aziz ve digerleri., 2008;
Mohamed T. Abdel Aziz ve digerleri., 2009; M. Aziz ve digerleri., 2005; M. T. Aziz
ve digerleri., 2008). Bu ¢ercevede, sGC, NO'in cGMP'yi arttirmak i¢in 6nemli bir
hedef olarak kabul edilmekle birlikte, NO gibi CO aktivasyonu igin sGC'ye
baglanabilir. Ancak, H2S sGC'yi uyararak c¢cGMP seviyesini arttirirken, bu 3

gazotransmitter i¢cin sGC her zaman hedef olarak iligkilendirilmez(Mostafa ve
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digerleri., 2019; G. Yetik-Anacak, Xia, Dimitropoulou, Venema, & Catravas, 2000).
Bir diger ¢alismada ise endojen CO ve CORM-2"nin neden oldugu CC gevsemenin
altinda yatan molekiiler mekanizmanin tamamen farkli oldugu vurgulanmaktadir. HO-
1/CO, ¢oziinebilir guanilil siklaz1 (sGC) aktive ederek siklik guanozin monofosfat
(cGMP) konsantrasyonlarini artirarak CC gevsemeyi indiikledigini, CORM-2'nin
neden oldugu CC gevsemede ise yer alan molekiiler mekanizmanin, sGC
aktivasyonuyla iliskili olmadigi belirtilmistir(Decaluwé, Pauwels, Boydens, & Van de
Voorde, 2012).

Metilen mavisi deneyimizde, CORM-2'nin ¢oziiciisii olarak DMSO (dimetil siilfoksit)
ve Hemin'in ¢oziiciisii olarak NaOH kullanilarak H2S (hidrojen siilfiir) 6lgiimleri
yapilmistir. Bu iki ¢6ziicii grubunun H2S seviyeleri, kontrol grubundaki L-sistein ile
kiyaslandiginda neredeyse ayni diizeyde ¢ikmistir. Bu sonug, CORM-2 ve Hemin'in
gevseme yanitlariin ya da H2S’deki artisin  ¢oziicii kaynakli olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak, literatiirde onceki ¢alismalarla bu durumun aslinda boyle
olmadig1 kanitlanmigtir. CORM-2 molekiilii, DMSO (dimetil siilfoksit) ¢oziiciisii ile
¢oziindiigiinde dimer formundan monomer formuna geger. Bu gegis sirasinda, CORM-
2'nin igerisindeki geg¢is metaline ligand (baglanici) olarak hizmet eden DMSO, CO
(karbon monoksit) salinimina olanak tanir. Dolayistyla, DMSO ile ¢6ziillen CORM-2,

ortama CO gazi salinimini saglar ve bu gaz, gazatransmitter olarak islev goriir.

co Cl OSMe: S(O)Me:z S(0)Mez
oc Cl ‘ co cl ‘ Cl Cl cl cl ‘ OSMe;
Ru. “Ro ouso_, Ru + RU " "R~
o™ | ~Na~” ‘ oo oc™ ‘ Sco o™ ‘ D o™ ‘ P
cl co co S(0)Me: cl
CORM-2 [11 121 [31

Sekil 28. CORM-2 ile DMSO Arasindaki Tepkime(Juszczak, Kluska, Wysokinski,
& Wozniak, 2020)

Bu islem, ligand degisimi ile tetiklenir ve fac-[RuCI2(CO)3(DMSO)] [1] ve cis, cis,
trans-[RuCl12(CO)2(DMSO0)2] [2] bilesiklerine yol agar (Sekil 28). Daha sonra, trans-
[RuCl2(CO)2(DMSO0)2] [2] izomeri yavas¢a daha kararli olan tiim cis izomerine
doniisiir(Juszczak ve digerleri., 2020).

Bir diger calismada ise Fenilefrin (Phe) ile dnceden kasilmis sigan torasik aort

halkalarda, NaOH ile ekstraseliiler alkali hale getirildikten sonra yalnizca endotel
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intact halkalarda gevsemeye neden oldugunu ve tamamen nitrik oksit sentaz (NOS),
Ca2+/kalmodulin ve Na+/Ca2+ degistirici (NCX) inhibisyonu ile ortadan kaldirildig:
belirtilmistir(Sekil 29)(Celotto ve digerleri., 2010).

NaOH

Phe |1e

@) 74 75 76 17 78 79 80 &1 82 83 84 85

Phe

Sekil 29. Ekstraseliiler Alkali Hale Getirmeye Maruz Birakilan Endotel intact Ve
Endotel-Denuded Sican Torasik Aort Halkalarinda pH Yamt
Egrisi(Celotto ve digerleri., 2010).

Diger yandan H2S'in ve CO’in ¢esitli patolojilerdeki koruyucu etkisi, en azindan, HO-
' indikleyici etkisiyle aciklanabilir. H2S, insan bdbrek hiicrelerinde HO-1’i
arttirmistir(D’ Araio ve digerleri., 2014). Heme ve H:S sistemi arasindaki pozitif
etkilesime bagka bir 6rnek ise CBS eksikligidir; H2S eksikligi heme biyosentetik
yolunu ve heme tasinmasini bozmaktadir(P. Zhao ve digerleri., 2019). Aspirin ile
indiiklenen hemorajik mide mukozasi modelinde, hem CORM-2 hem de NaHS
gastroprotektif etkiye sahiptir; daha da 6nemlisi, CORM-2"nin koruyucu etkisi H2S'den
bagimsiz goriinmektedir(Magierowski ve digerleri., 2016). Sican bobrek hasari
modelinde, NaHS bobrek fonksiyonunu iyilestirmistir, bobrekteki nitrik oksit (NO) ve
TNF-a seviyelerini diigiirmiistiir. Ancak antioksidan, HO-1 aktivitesini ve IL-10
konsantrasyonunu artirmistir(N. M. Aziz, Elbassuoni, Kamel, & Ahmed, 2020). Bir
diger in vitro ve in vivo calismalari baz alan arastirmada ise gastrointestinal
hastaliklarda bildirilen endojen gaz mediyatorleri olan nitrik oksit (NO), hidrojen
stilfiir (H2S) ve karbon monoksitin (CO) sitoprotektif etkisi, bu gazlarin gastrik ve
bagirsak hasarlarinin tedavisinde, onlenmesinde ve hatta inflamatuar hastaliklarda

onemi oldugu belirtilmistir(Pineda-Pefia & Chévez-Piiia, 2023).

41



Sonuc ve Oneriler

Arastirmamizda fare penil dokusunda H2S’in, hem eksojen CO dondrii CORM-2’nin
hem de endojen iiretilen CO’in hem oksijenaz yolag ile iligkisindeki edinilen sonuglar

su sekildedir:

e Endojen ve eksojen CO konsantrasyona bagli olarak endojen H2S ile

gevsemeyi arttirmistir.
e (CO’in H2S gevseme yanit1 iizerindeki etkisi DMSO’dan etkilenmemistir.

e Eksojen CO donoriit CORM-2’nin endojen HaS iizerindeki etkisi, HO-1 aracilt

iiretilen endojen CO etkisinden daha fazladir.

e HO-1 inhibitérii CrMP varliginda endojen CO’in gevsemeye olan etkisi
saglikli kontrol grubuna kiyasla azalmistir. Bu ise normal kosullarda HO-1
aktivatorii Hemin olmaksizin endojen H2S gevsemesinde CO rollinii ortaya

koymaktadir.

- Bu sonu¢ ortamda CO varliginda H>S diizeylerinin artmasi ile

desteklenmistir.

e Ortamda H2S inhibitérii AOAA varliginda ise CO’in neden oldugu HaS

diizeylerindeki artis azalmstir.

Elde edilen bu sonuglar CO’in penil dokudaki vazodilator etkisinin HaS ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Bu sonug, erektil disfonksiyonda ve endotelyel
disfonksiyonda CO ve H2S mekanizmalarmin iyi aydinlatilmasi icin ilerde yeni
arastirmalar yapilmasi gerektigini gdstermektedir. ileride bu 2 gazotransmitterle ilgili
gerceklestirilecek yeni arastirmalara 151k tutmak amaciyla verebilecegimiz oneriler su

sekildedir:

CO'nun, H2S iiretiminde rol oynayan CBS'i inhibe etmesi, endojen H2S'in azalmasiyla
gevsemenin ters orantili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durumda CO’in tek
basina vazoaktif 6zellik gdstermesi sonucunda gevsemeye neden oldugu ya da H2S’in
diger 2 enzim tarafindan asir1 ekspresyonu sonucunda CO’le birlikte gevsemeyi
arttirdigin1  diisindiirmektedir. Bu diisiincemiz AOAA disinda H2S {iretiminden
sorumlu diger enzimlere 6zgii farkli inhibitorlerle gerceklestirilecek calismalarin

yapilmasi gerektigini gostermektedir. Diger bir Onerimiz ise eksojen CORM-2,
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endojen HO-1/CO aktivatérii Hemin, H2S inhibitérii ve CrMP ile inkiibe edilerek
fenilefrin sonrast Ach gevseme yanitlarindaki etkilerine bakilmasit CO/Ha2S

gazotransmitterleri arasindaki iligkinin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir.
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