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1.  GIRiS

Anevrizmal subaraknoid kanama, serebral arterlerin 6zellikle
dallanma bdlgelerinde gelisen anevrizmalarin kanamasi ile ortaya ¢ikan
bir patolojidir. Anevrizmal subaraknoid kanama, en sik gorulen dorduncu
inme nedenidir. Serebral vazospazma neden olarak, hem serebral kan
akimini azaltarak, hem de kafa i¢i basinci arttirarak yliksek morbidite ve
mortaliteye neden olmaktadir. Kaba bir tahminle anevrizmal subaraknoid
kanama geciren hastalarin sadece %10-20’si eski norolojik ve biligsel
kapasitelerine ulasabilmektedir. Bu kot sonuca neden olan etkenlerin
basinda serebral vazospazm gelir. Serebral vazospazm, serebral arterlerin
kalici, siddetli ve geri dontusuimli daralmasi olarak tarif edilebilir. Ancak bu
daralma yaygin ve c¢ok siddetli oldugunda, serebral kan akimini kritik
duzeylerin altina indirmekte ve serebral iskemi yada infarkta neden
olmaktadir. Anevrizma nedenli subaraknoid kanamalarda nadir gortlmesi
ve bilinen vazodilatator ajanlara cevap vermemesi gibi 06zellikler
bakimindan halen bilinmezliklerle dolu bir patolojidir. Neredeyse yarim
yuzyildir, serebral vazospazm konusunda genis c¢apta arastirmalar
yapiimakla beraber, halen nedenleri ve tedavisi hakkinda istenen noktaya
gelinememigtir. Etyolojisinde en ¢ok suclanan ajanlar kan yikim UGrunleri
olmustur. Tedavide birgok vazodilatator ajan denenmis, bunlar iginde
kalsiyum kanal blokurleri on plana ¢ikmis ancak klinikte istenen basariya
ulasilamamistir. Ginimuzde semptomatik tedavi en gecgerli ydontem olup
hemodilisyon, hipertansiyon, hipervolemi uygulanmakta, etkin ajan

bulunmamaktadir.

Hidrojen sulfur, vicutta nitrik oksit ve karbon monoksitten
sonra saptanmig, olduk¢a yeni bir gaz ndrotransmitterdir. Gegmiste
tamamen toksik 6zellikleri nedeniyle bilinen hidrojen sulfartin 6zellikle
kardiyovaskuler sistemde vazodilatasyon yapici 6zelliginin kesfinden
sonra, diger sistemlerde de etkileri incelenmeye baglanmigtir. Santral sinir

sisteminde de hidrojen sulfirin rolt birgok fizyolojik ve patolojik
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mekanizma icinde gosteriimistir. Ozellikle serebrovaskiler sistemde
yapilan incelemeler serebral arterlerde fizyolojik ve patolojik olaylarda
hidrojen sualfirin varligini desteklemektedir. Norolojik, kardiyovaskiler,
gastrointestinal, genitouriner ve endokrin sistemlerde birgok etkisi
saptanan, birgcok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynadigi giderek artan
bicimde anlasilan H,S'’in serebrovaskuler sistemdeki roli tartismalidir.
iskemik inmede infarkt alanini daralttigi, vasodilatasyon yaptigini gdsteren
caligmalara karsin, birgok ¢alismada da serebral iskemide néronal hasara
yol actigi iddia edilmektedir. Periferik vazodilatator etkinligi bilinen H,S'’in
serebral vazospazmdaki roli bilinmemektedir. Hidrojen sulfardn,
anevrizmal subaraknoid kanamaya ikincil gelisen vazospazmdaki rolu ve

onemi konusunda yeterli galisma bulunmamaktadir.

Bu calismada deneysel olarak normal ve serebral
vazospazm yaratiimis ratlarda H,S donér ve inhibitorleri verilerek, beyin
sapl ve baziler arterde H,S duzeylerinin saptanmasi, serebral
vazospazmin nasil etkilendiginin belirlenmesi ve damar caplariyla H,S
duzeyleri arasindaki iliskinin saptanmasi amacglanmigtir. Elde edilecek
bilgilerin, hem serebral vazospazm gelisiminde daha dnce hig ¢alisiimamig
bir molekulin rolini ortaya koyacagina hem de oynadigi role goére
serebral vazospazm tedavisinde guinimuzde Uzerinde ¢alisilan ajanlardan
cok daha farkh molekullerin gindeme gelmesi ve kullaniimasini, daha

basarili sonuglar alinmasini saglayacagdi dusuncesindeyiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Anevrizmal Subaraknoid Kanama

Serebrovaskuler hastaliklar arasinda aterotromboz, emboli
ve primer intraserebral kanamay takiben 4. siklikta yer alan subaraknoid
kanama (SAK), inme olgularinin yaklasik %5’ini olusturur *. Anevrizmal
subaraknoid kanama 6-11/100000 insidansa sahiptir >. Tim subaraknoid

3. Serebral arter anevrizmalari ve

kanamalarin %75-80'i anevrizmaldir
bunlarin yirtilmasina bagh SAK olugsumu 18.yy’da Morgagni ve Biumi
tarafindan ilk kez tanimlanmistir *. 1891'de Quincke’nin lomber
ponksiyonu tanimlamasindan sonra SAK tanisi konulmaya baglamis ve

anevrizmalarin tani-tedavisinde baslangic olmustur *.

Anevrizmal subaraknoid kanamalarin %75-85'inde neden
anevrizmalardir. Egas Moniz'in 1927°'de serebral anjiografiyi uygulamaya
baglamasiyla anevrizma tanisi kesin olarak konur hale gelmigtir. Yayginhgi
ve onemi da artmistir *. Prevalans otopsi calismalarinda %0.2-7.9
arasinda degismekle beraber ¢cogu g¢alismada %1-3 olarak raporlanmistir.
Fin ve Japon toplumlarinda daha sik izlenmektedir. Kadinlarda 1.6 kat

daha fazla izlenmekte ve siklikla 40-60 yaslar arasinda ortaya gikar °.

SAK'In tipik klinigi ani, siddetli bas agrisidir ve %97 oraninda
izlenir. Biling kaybi gelismeyen hastalar, hayatinin en siddetli agrisi olarak
tarif ederler. %30 hastada biling bozuklugu gelismektedir ve 6-24 saat
arasinda %98 ense sertigi gelisir. Kanamalarin %70’i efor esnasinda ve
hipertansiyon zemininde gelisir. SAK’da klinik tabloya goére hastanin
durumunu siniflayan ve prognoz hakkinda da bilgi veren Hunt Hess,
Yasargil gibi evrelendirme sistemleri bulunmaktadir 3.



SAK'nin %30 morbiditesi, %40-50 oraninda morbiditesi
bulunmaktadir. Kabaca SAK geciren 10 hastadan bir veya ikisi kanama
oncesi durumunu geri kazanabilmektedir 3. Cerrahi veya endovaskiiler
tedavi ile anevrizmanin tedavi edilmesi %90 mortal olan ikinci kanamayi
Onlemekle beraber kanamanin yarattigi hasar duzeltmede maalesef pek
etkili degildir. Bunun nedenleri, kanamanin neden oldugu serebral dolagim
bozuklugu ve noéronal hasardir. SAK sonrasi ¢ekilen anjiografilerde %70-
80 oraninda anevrizma ile iligkili arterde veya yaygin vazospazm izlenir.

Kafa i¢i basing artisi da klinik tabloda 6nemli yere sahiptir.

Tanida glinimuzde 6ncelik, bilgisayarli tomografiyle SAK’in
tespitidir. Daha sonra konvansiyonel anjiografi, bilgisayarli tomografik
anjiografi veya manyetik rezonans anjiografi ile anevrizma saptanir.
Bilgisayarli tomografide SAK saptanmayan ama Kklinik tablosu SAK'la

uyumlu hastalarda lomber ponksiyon ile tani konabilir.

Tedavide temel yontem mikrocerrahi ile anevrizmanin
dolasim diginda birakilmasidir ancak son yillarda geligtirilen endovaskdiler
tekniklerle anjiografi esliginde anevrizmalarin igi 06zel sarmallarla
doldurularak veya stentle igine kan girisi dnlenerek etkili bicimde tedavi

edilmektedir.
2.2. Serebral Kan Akimi Fizyolojisi

Erigskin insan beyni toplam vicut agirliginin %Z2'sini
olusturmasina ragmen, kalp atiminin %15’ini alir. istirahat halinde beyin
kan akimi 50ml/100gr/dak’dir. 3 saat 10ml/100gr/dak kadar surmesi
halinde beyin 6lumu gergeklesir. Beyin kan akimi 10-12ml/100gr/dak
oldugunda EEG’de izoelektrik durum ortaya g¢ikar. Beyin tum vicudun
oksijen tuketiminin %25’inden sorumludur ve bu oksijenin %60’ elektriksel
aktivite icin gerekli ATP sentezinde gereklidir. Eger 3-8 dakika kadar kan
akimi durursa, ATP depolari bosalir ve geri donlisumsuz beyin hasari

baglar. Oksijen ve glukoz bagimh ¢aligsan sinir sisteminde, bu maddelerin

4



kesintisiz saglanmasi serebral kan akimi sayesindedir. Bu nedenle
serebral kan akimindaki sorunlar énemli sorunlar dogurur °. Serebral kan
akimini arttiran vazodilatasyon temelde (ic mekanizma ile gerceklesir. ilk
ikisi cGMP aktivasyonu ve cAMP aktivasyonu ile protein kinazlarin
aktivasyonu sayesinde hucre i¢i kalsiyumun azaltilarak damar duz kasinda
gevseme saglanmasidir. Ugiincli mekanizma ise potasyum kanallarinin
aktivasyonudur. Bdylece hicre disina potasyum akimi gerceklesir ve
damar duz kasinda hiperpolarizasyon olusur. Hiperpolarizasyon sonucu

kalsiyum kanallari kapanir ve damar diiz kasinda gevseme olusur ’.

Tdm c¢alhsmalar SAK’da global serebral kan akiminin
azaldigini gdstermektedir 2. Kan akiminin evre 1 ve 2 SAK’li hastalarda
54ml/100gr/dak.’dan 42ml/100gr/dak’ya, evre 3 ve 4 hastalarda 36
ml/100gr/dak’'ya kadar, hem de vasospazm olmaksizin dustugu
gosterilmistir 2. ileri evre komadaki hastalarda serebral kan akimindaki

azalmanin uzun sirdiigi saptanmistir 2.
2.3. Serebral Vazospazm

Serebral vazospazm, SAK sonrasi serebral arterlerin uzun
sureli, siddetli, geri donusUmli daralmasi olarak tanimlanabilir.
Subaraknoid araliktaki kan miktari ile vazospazm siddeti iliskilidir. Klinik
vazospazm ayni zamanda ‘gecikmis iskemik norolojik defisit’ olarak da
adlandirilir. Klasik olarak kanamanin 3 ile 7. gunleri arasinda geligir ve 14.
ginden sonra geriler. Ancak bu dénemdeki siddetine goére ¢ok agir
sonuglar dogurabilir. Anjiografik vazospazm yaklasik %70-80 oraninda
izlenirken, klinik vazospazm ise %30 kadar hastada gd6zlenir. SAK sonrasi
serebral infarkt %26 oraninda izlenir . Tanida nérolojik kétiilesme en tipik
bulgu olup, transkranial doopler, anjiografi gibi yontemlerle desteklenir.
Anevrizma ruptart ile olusan subaraknoid kanamadan sonra 4-12 gin
icinde fokal veya yaygin bicimde serebral arterlerde daralma ve buna bagl

norolojik defisitlerle karakterize vazospazm, dizelmemesi halinde 6limle



sonuclanabilmektedir. Gunumuzde SAK’ a bagli kotu sonug¢ gelisiminde
birinci neden vazospazmdir ve tedavisinde halen istenen etkinlikte bir ajan

bulunamamistir.

2.3.1 Serebral Vazospazmin Patogenezi

Vazospazm, damar duz kas kasilmasina bagli olarak ortaya
cilkan uzamis serebral arteriel konstriksiyondur. Vazospazm nedeniyle
Olen hastalarin otopsilerinde beyin kapiller ven, arter ve arteriollerinde
morfolojik degisiklikler saptanmigtir. Subaraknoid kanamadan iki saat
sonra endotel hlcreleri yuvarlaklasir ve ylzeyleri kabalasir. Subendotelyal
bolgede bazal membrana benzer madde artimi ile intima kalinlasir.
Zamanla interselliler mesafenin elektron yogunlugu azalir. intimal
harabiyete bagh intraselliler vakuoller ve yogun cisimler belirir. Endotel
hicreleri lamina elastikadan ayrilip dejenere halde lUmene ddkilmeye
baslarlar. intima 4. ayda subendotelyal elektron yogun amorf maddeler
birikimi diginda tamamen normale déner. intima kalinlasmasi 4 haftadan
fazla devam ederse sekel olarak kalir. Tunika mediadaki dejenerasyon
SAK’dan 2 saat sonra granuler membrana bagl kavitenin gorilmesi ile
baglar, yer yer lizozoma benzer elektron yogun cisimlere rastlanir.
Stromada yogun partikiller ve bazal membrana benzer maddelerin varligi
dikkati ¢ceker. Daha sonra hucre igi vakuol ve yogun maddelerinde artma
olur. Stromada kollajen ve elastik [lif proliferasyonu olusarak
myoflamanlarda artifakt ile buylk vakuoller olusur. Kas hucreleri gerilir.
Cekirdek piknotik hal alir. Zamanla kaslarda hicre sayisi azalir. Nekroz,
O0dem ve fibrozis gelisir. Subaraknoid kanamadan 24 ay sonra hucreler
arasinda yer yer gorulen lizozoma benzer maddeler disinda damar duz
kaslari normale doner. Subaraknoid kandan yayilan hemoglobin, kalsiyum
giris ve salinimini tetikler. Bu sayede kalsiyum/kalmodulin bagimh myozin
hafif zincir kinazi aktive olur. Bunun sonucunda myozin hafif zinciri

fosforile olur ve aktin-myozin ¢apraz bagi induklenir. Sonugta duz kas



kasilmasi gerceklesir. Bu kasilma ATP ve kalsiyum gerektirir. Hucre disi
kalsiyum, hucre ici kalsiyumdan daha énemli rol oynarken, voltaj bagiml
ve reseptor bagimh kalsiyum kanallari araciligiyla girer. Kronik vazospazm
ATP ve kalsiyum gerektirmez. Protein kinaz C, Rho kinaz ve protein tirozin
kinaz gibi kontraktil proteinler temel mekanizmayi olugturmaktadir. Kronik
vazospazmin, ortamda kalsiyum olmadan da gelisebilmesi ve klasik
vazodilatér  ajanlara  yanit vermemesi de bu mekanizmayi
desteklemektedir 8. Giiniimiizde popiiler olan kalsiyum kanal blokiirlerinin
beklendigi kadar etkili olmamasi da vazospazmin bilinen damar duz kas
kasilma mekanizmasi ile gelismediginin bir gostergesidir. Vazospazm
sadece damarda daralma degil, vaskuler duvarlarda ultrastriktirel hasar,
endotel hucrelerinde vakuolizasyon, internal elastik laminada kirilmalar ve

tunika mediada myonekrozla karakterize bir patolojidir.

Pihtida bulunan oksihemoglobinin oto-oksidayonu ile ortaya
¢ikan superoksid anyon radikalleri lipid peroksidasyonuna neden olur 8,
Lipid peroksidleri ve hidroksil radikalleri damar duvarina penetre olur,
endotel hiicresi ve diiz kas hiicrelerine zarar verir ®. Bu hasar sonucunda
NO sentezinde azalma ve/veya endotelinin asiri salinimi gibi olaylarin

SAK’ta vazospazm gelisiminde énemli rol oynadigi diistndliir .

Patogenezde inflamatuar sitokinlerin 6zellikle damar duvar
hasarinda rol oynadigini gosteren calismalar bulunmakla beraber tek

basina sorumlu oldugunu iddia etmek miimkiin géziikkmemektedir &.
2.4. Hidrojen Sulfar
2.4.1. Hidrojen Silfirin Fiziksel Ozellikleri

Hidrojen sulfir kimyasal reaktif olarak kullanilan zehirli bir
gazdir. 1796’da C. Louis Berthallet tarafindan bilesigi olusturan elementler
belirlenmistir. Kaynama noktasi -60.75°C, erime noktasi -83.70°C'dir. Su

ve alkolde ¢6zundr. Yanici bir gazdir.



Hidrojen sulfur, suyun salfur analogu olup, molekuler agirligi
34.08'dir. Ancak suyun aksine molekuller arasi gugler zayif oldugu igin,
oda isisI ve basincinda gaz formunda bulunur. Renksiz bir gaz olup, ¢uruk
yumurta gibi kokar. Memeli vicudunda, fizyolojik pH'da H,S’in Ucte biri
ayrismamis olarak, Ucte ikisi ise hidrosiilfid anyonu (HS") olarak bulunur °.

Yagda ¢ozunebilir olmasi nedeniyle hlicre membranlarini kolaylikla geger.

Hidrojen sulfir, eski dénemlerde tamamen toksik yonden
incelenirken, guinimuzde fizyolojik etkileri ve terapotik potansiyeli ortaya
konulmustur ve giderek artan bir ilgi merkezi haline gelmistir. Vicuttaki
birgcok sistemde genis spektrumlu toksik etkileri vardir. Hidrojen sulfire
maruziyetin erken semptomlari, bogaz agrisi, bas dénmesi, bulanti ve
hava yolu iritasyonuna bagl solunumsal bozukluklardir. Akut maruziyette
doz bagimli olarak santral sinir sistemi (SSS) ve solunum baskilanmasi
olusabilir °. Solunum paralizisi, H.S zehirlenmelerinde o&limin asil
sebebidir. Hidrojen sulfur zehirlenmesine bagl délimlerde, otopside en
belirgin bulgu pulmoner 6demdir *°. Bu toksik etkinin mekanizmasi bugln
icin tam olarak bilinmese de H,S’in mitokondride dusik mikromolekuler
konsantrasyonlarda sitokrom c oksidazi geri donusimll inhibe ettigine

inanihr 1,

Rat, insan ve inek dokularinda yuksek konsantrasyonda
bulundugunu (50-160umol/L) gbsteren galismalar olmakla beraber, daha
yeni ¢alismalarda nanomolar konsantrasyonlarda bulundugu gdsterilmistir
9121314 Kanda yaklasik 14nM konsantrasyonunda bulunmaktadir *°.
H.S’in  etkileri tipik olarak 10-300uM konsantrasyonlarinda ortaya
cikmaktadir. Bu duzey 2000 yilindan bu yana en az 20 ¢alismada bildirilen
dizey ile uyumludur. 2000 yilindan 6nce ise plazma duzeyi ¢ok dusuk
bulunmustur veya saptanamamistir. Bu farkliik 6lgim metodlarindaki

farkliliklar ve yetersizlikler nedeniyle olusmaktadir *°.



Nitrit oksid ve karbon monoksidden sonra viicutta gaz
halinde bulunan Gcuncl noérotransmitterdir. Bu U¢ gaz noérotransmitterin

ozellikleri tablo 1'de dzetlenmistir *°.



Tablo 1: Ug endojen gazin (nitrik oksit (NO) hidrojen siilfat (H,S) karbon monoksit (CO)

fizyokimsayal ve biyolojik karsilastirmasi *°.

Nitrik oksit

Karbonmonoksit

Hidrojen Sulfat

Cevre toksikoloji

Endojen kdken

Farmakolojik
baskilayici

Yarilanma

kinetigi

Tetikleyici
receptér ve hedef

Vaskller etkisi

icten yanmali
motorlardan kaynaklanir

Cesitli dokularda nitrik
oksite sentetaz
tarafindan L-argininden
uretilir

(nNNOS=NOS1,
iINOS=NOS2,
eNOS=cNOS=NOS3)
Guanidin ve L-arginin
derivasyonlari
aminoguandin ve
YNMMA

Saniyeler iginde.
Metabolitleri nitrit nitrat
nitrotiyoller

Kca kanallari, sitokrom-
0-oksidaz PARP

Vazodilatasyon

Karbon igeren
bilesimlerin yanmasi
sonucu olusur. Orn
volkanik patlamalar icten
yanmali motorlar

Cesitli dokularda hem
oksijenazl ve hem
oksijenaz2

katalizérligunde Uretilir.

Hem-oksijenaz
inhibitorleri (Zn-
protoporfirin Sn-
mesoporfirin

Dakikalar iginde.
Karboksihemoglobulin
seklinde tasinir
SGC/cGMP, sitokrom-c-
oksidaz

Vazodilatasyon

Bataklik, lagim
curime kokenli

Cesitli dokularda CBS
vel/veya CSE
tarafindan L-

sisteinden Uretilir

CBC veya CSE
inhibitorleri
(6rn:Bsiyanoalanin
propargilglisin)
Dakikalar iginde.
Metabolitleri:
tiyosulfat, sulfit, sulfat
KATP kanallari,
sitokrom-c-oksidaz,
ERKSs, fosfotidil
inositol kinaz3/Akt
yolagdi(PI13-K/Akt)
Vazodilatasyon veya
vazokonstruksiyon
(lokal 02
konsantrasyonuna
bagh)

CBS sistationin beta sentetaz; cGMP siklik guanozin mono fosfotaz; CSE sistationin gama liyaz;

ERK hicredisi sinyal diizenleyici enzim; H,S hidrojen silfat; KATP ATP bagimli potasyum

kanallar;; NMMA n-monometil L-arginin; NOS nitrik oksit sentetaz; PARP poli(ADP-riboz) polimeraz;

sGC ¢ozunir guanilil siklaz
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2.4.2. Hidrojen Sulfurun Uretimi

Memeli dokularinda iki pridoksal-5 fosfat (PLP) bagimli
enzim, sistatyonin — 3- sentaz (CBS) ve sistatyonin — y- liyaz, H,S’in blyuk
¢ogunlugunun L-sisteinden (Cys) sentezinden sorumlu iki enzimdir. Figlr
1'de goruldigi gibi Cys’in desiilfirasyonu ile salinir. Once Cys, CBS
tarafindan H,S ve serin olusturmak Uzere hidrolize edilir ve yan urdn
olarak ortaya c¢ikar veya CSE tarafinda hidrolize edilerek H,S, pruvat ve
amonyak olusur. ikinci olarak iki sistein molekiilii CSE ile tiyosistein,
pruvat ve amonyaka donustiuralir, daha sonra tiyosistein CSE araciligiyla
Cys ve H,S’e donusturulur. Bunlar disinda da H,S olusturan minér yolaklar
tanimlanmistir (Sekil 1) °. Ancak sonug olarak memelilerde H,S’i olusturan

CSE veya CBS'nin sistein Uzerindeki reaksiyonlaridir.

CBS ve CSE doku dagihimlan bakimindan farklilk
gostermektedir. Kardiyovaskiler sistemde CSE ekspresyonu fazlayken,
santral sinir sisteminde CBS ekspresyonu cok daha belirgindir * *’. Rat
beyninde (hipokampus, serebellum, serebral korteks, beyin sapi) CBS’nin
transkripsiyonel ekspresyonu Northern blot analizi ile gdsterilebilmistir ° 2.
Ayrica D,L- propargilglisin (PAG=PPG) ve B-siyano-L-alanin (CNA) gibi
yuksek afiniteli CSE inhibitorlerinin beyinde H,S olusumunu inhibe
etmedikleri gdsterilmistir 8. Daha yeni olarak PPG VE CNA'nin rat beyin
homojenatlarinda sadece ylksek konsantrasyonlarda H,S Uretimini inhibe

19

edebildikleri gosterilmistir Mikroglial hicre kultirlerinde de CSE

ekspresyonu diisiik bulunmustur %°.
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(@)

Homocysteine Cysteine

a-ketobutyrate
+ NH;

wo Cystathionine

R-S-Cy st R-S-S-Cy
+ pyruvate
+ NH;

Sekil 1:A) CBS ve CSE'nin sllfir metabolizmasindaki roli: CBS (Vit B6) homosistein ve
serin ile etkilesime girerek sistationin ve hidrojen silfir olusumunu saglar. CSE
sistationini hidrojen sulfur ile hidrolize ederek sistein a-ketobiturat ve amonyak olusumunu
saglar. B) H,S olusumunda CBS ve CSE’nin etki mekanizmasi: CBS sistein (Cy-SH) ve
tiyol varyasyonlarini (R-SH) katalize ederek H,S ve etere karsilik gelen tiyol tiri
olusumunu saglar. CSE dislilfid bagi ile iki sisteini (Cy-S-S-Cy), tiyol varyasyonlari (R-
SH) katalize ederek, piruvat amanyok disilfid varyanlar (R-S-S-Cy) ve H,S’in agiga

¢ikmasina neden olur **

Beyinde CBS Araciligiyla Hidrojen Sulfiir Uretimi

Santral sinir sisteminde H,S varligi, Warencyia ve ark.
tarafindan gosterilmistir. H,S sentezini saglayan CBS aktivitesi degiskendir
ve dokuya spesifiktir > #. Beyin homojenatlarinda Cys’ten H,S uretimi,
hidroksilamin (HA) ve aminooksiasetat (AOAA) gibi CBS inhibitorlerinin
varligi ile gliclii bir sekilde inhibe edilir ® 8. Bu ajanlar selektif inhibitorler
degildirler. CBS, astrositlerde ve mikroglia hicrelerinde bulunur. CSE ise

asil olarak kardiyovaskuler sistemde bulunmakla beraber mikrogliada da

12



eksprese olur ?°. Astrositler, mikrogliaya gore 7-9 kat fazla H,S sentezler
23,24

Dokularda sentezi ile ilgili iki ihtimal vardir. Birincisi
enzimlerce uretildikten hemen sonra salinimidir, ikincisi ise enzimlerce
Uretildikten sonra depolanmalari ve uyari ile salinmalaridir. iki tip stlfir
deposu tespit edilmistir. Asidik ortamda asit-labil formdaki salinir ve
mitokondride bulunur. Bagli suilfur ise sitoplazmada bulunur ve alkali

ortamda salinir. Bu tip sillfiiriin ana kaynag astrositlerdir %,

Kanda c¢ok dugsuk konsantrasyonlarda bulunmasi SSS'de

sentezlendigini gdsteren dnemli bir bulgudur 2.

S-adenozil-metyonin (SAM), H,S'’in allosterik regulatoriadar

ve CBS aktivitesini iki kat arttirarak, H,S sentezini hizlandirir 8,

Beyinde hipokampal kesitlerde ve serebellumda H,S yuksek
miktarda bulunmaktadir ‘8. Furne ve ark. SSS'de H,S'in nanomolar veya
disiuk mikromolar konsantrasyonlarda (14 £ 3.0nM) oldugunu
saptamiglardir *. CBS eksikligi, homosisteiniiri ile kendini gdsterir,
plazmada homosistein ve metyonin yuksek, sistein ise dusuk olarak
saptanir 2. Mental retardasyon, iskelet anormallikleri ve tromboembolik

ataklara egilim vardir.

Hidrojen Sulfiur Prekirsorleri

Metiyonin (Met), memelilerde esansiyel amino asittir ve tim
sulflr iceren amino asitlerin kaynagi olarak kabul edilir. Sistein (Cys) ise
esansiyel degildir ve Met'ten homosistein (Hcy) aracihigiyla sentez edilir.
Memeli karacigeri serbest sistein havuzunu ¢ok siki bicimde regule eder.
Bunu Cys rezervuari olan glutatyon sentezi ile saglar 2’. Metiyonin ve
homosistein gibi sistein de kan beyin bariyerini notral amino asit tagiyici

sistemi ile gecer 2.
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Homosistein ve sistein vaskuler hastaliklarda ve SSS

hastaliklarinda giderek daha c¢ok ilgi ceker hale gelmektedirler. Tum

9

nifusta plazma seviyeleri yasla degiskenlik gdstermektedir °. Plazma

toplam Hcy ve Cys duzeylerinin koroner aterosklerozla iligkili oldugu

saptanmistir % %,

Hidrojen Sulfurin Metabolik Sonu

Metiyonin’in sulfGri serine transfer edilir ve sistein olusur.
Sistein katabolizmasinin son Urdnleri sulfat (idrarla atilan sulfatin %77-
92'si), ester sulfat (%7-9) ve taurin (%2-6)'dir. Ana metabolik yolakta
oxidasyonla tiyosulfat, sulfit, sulfat ortaya c¢ikar. Eksojen H,S

uygulananlarda Uriner tiyosulfat konsantrasyonlarinda artis saptanmistir *.
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2.4.3. Hidrojen Sualfarun Santral Sinir Sisteminde Etkileri

Hidrojen  sdlfartn  santral  sinir  sistemindeki  etki

mekanizmalari Sekil 2'de ézetlenmektedir °

i —

~
Calcium wave

Ca** channel w /
8 k\ |
\ H.,S — inhibiting oxidabve damage
2

inhibiting peraxynitnte-
mecvated proten nitraton

r N | —
e

NEURON

H.S .__(,:E.S_—- cysteine
2

—— 1-GCS| \
gm:amylcysteme"

J/
GSH /

™ Scayenges ROS
(M mhibits

.1,;;:;11:::@ W g5 %

Ca" channal

vomsaxixa ssmany)|

GABA, raceptor —s maintenance of
excitationAntibvbon
Dalance

Sekil 2: H,S'in merkezi sinir sisteminde olasi etki mekanizmasi (CBS: sistationin -
sentaz, ER: endoplazmik retikilum, y-GCS: gama glutamilsistein sentetaz, LTP: uzun

donem potansiyel , PKA: cAMP bagimli protein kinaz, ROS: reaktif oksijen metabolitieri °
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2.4.3.1 Noronlar

Fizyolojik dizeylerde H,S'in 6ncelikle NMDA reseptorlerini
segici bicimde uyardigi gdsterilmistir. Bu uyarim, hipokampal long-term
potentiation (LTP)'nin indUksiyonunu sadece dusuk tetanik uyarim
varliginda kolaylastirmaktadir. Dolayisiyla H,S, sadece aktif snapslarda

kolaylastirici etkiye sahiptir *® ama bunun mekanizmas: bilinmemektedir.

Hucre icinde H,S, NMDA reseptor aracili yanitlari, cAMP
uretimi ile kolaylastirir. Eksojen H,S rat serebrum ve serebellum

néronlarinin primer kiiltiirlerinde cAMP’yi arttirmaktadir 3.

Han ve ark, H,S'’in pre ve post snaptik alanlarda GABA-B (y-
amino butirik asit) reseptérlerini upregiile ettigini géstermislerdir *. Bu gibi
etkiler H,S’in beyinde eksitasyon ve inhibisyon dengesinde rol oynuyor

olabilecegini disundirmektedir.

Noromodulator etkinlie ek olarak, H,S’in noronlari hicre igi
ve hiicre disinda oksidatif stresten korudugu gosterilmistir °. Rediikte
glutatyonun beyinde ©6nemli bir anti-oksidatif savunma oldugu
bilinmektedir. Ayrica H,S, in vitro ortamda bircok hicrede H,O2'yi de

etkisiz hale getirir **. H,S rediikte glutatyon Uretimini arttirmaktadir **.
2.4.3.2. Glia

Hidrojen sulfar, glia hicrelerinde onemli bir
noéromodulatérdir. Eksojen H,S, astrosit kilttrlerinde ve hipokampal
kesitlerde Ca'" akimlari olusturmaktadir %°. Bu Ca'* akimlarn H.S
tarafindan tetiklenir ve hiicre igi Ca™ konsantrasyonunda artis olmasiyla
da siddetlenir. Beyin kesitlerinde H,S tarafindan olusturulan bu Ca™ artisi

komsu astrositlere yayilir ve Ca™ dalgasi baslatir ® **.
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++

Hidrojen sulfirtin mikrogliada da hiicre i¢i Ca™ 'u doz bagimh

olarak, geri déniisimli arttirdi§i bulunmustur 2

. Endojen H,S sentez
inhibisyonunun hiicre ici Ca*™u anlamli bicimde azalttigi gdsterilmistir.
H,S, birgok hiicre i¢i ve hiicre disi olayda 6nemli rol oynayan Ca™

dengesinde etkili olarak da fizyolojik olaylara katkida bulunur.

Noroinflamasyon, sinir sisteminde dogrudan hasar sonrasi
olusan pro-inflamatuar sitokinlerle ortaya c¢ikan bir olaydir. Noéral ve
bagisiklik sistemi arasi etkilesimi, aktif immun hucreler, glia hucreleri ve
noronlari igerir. Aktif mikroglia hucreleri nitrik oksid, tumor nekrosis faktor-
a (TNF- a), interlékin 18 (IL-1 B) gibi pro-inflamatuar mediyatdrler Gretir ve
salgilar. Bu mediyatorler doku hasarini arttirir ve hicre 6limine neden
olur . Hu ve ark, H,S'in lipopolisakkaridle indiiklenen nitrik oksid ve TNF-
a salinimini  zayiflatarak, mikroglia ve astrositleri inflamasyondan

korudugunu gdstermislerdir 3’

2.4.3.3. Hidrojen Siilfirin Santral Sinir Sisteminde Hiicre igi

Sinyal Yolaklarina Etkisi

Hidrojen Sulfiurin Siklik Adenozin Monofosfat (cCAMP)/Protein
Kinaz A (PKA) Yolagina Etkisi

Bircok norotransmitterin  reseptérd  (Dopamin D1/D5, f
Adrenoseptor gibi), Gs protein araciigiyla adenil siklaz (AC) aktivitesiyle
eslesmistir. Adenil siklaz aktivitesi ile cAMP Uretimi PKA'y1 aktive eder ve
bu yolla bircok protein fosforile edilerek beyin fonksiyonu duzenlenir.
Serebral korteks ve serebellar korteks néron ve glia hicrelerinin primer
kultdrlerinde H,S dondri olan NaHS uygulandiginda doz bagimli olarak
cAmp Uretimini arttirdi§i gésterilmistir 3. H,S'in bu sayede hiicre ici CAMP
dizeyini regule ederek NMDA resept6ri ve LTP uzerinde etkili oldugunu
dusindirmektedir. H,S mikroglialarda Ca™ diizeyini arttirmaktadir ve bu
etki PKA inhibisyonu ile zayiflatiir. Mikroglialarda H,S’in cAMP/PKA

yolagini uyarici etkisi olabilir °.
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Hidrojen Siilfiriin Tirozin ve Mitojen Kinazlar Uzerine Etkisi

Reseptor tirozin kinazlar genis bir hlcre ylzey reseptor
ailesidir. intrinsik tirozin kinaz aktiviteleri vardir. Bu sayede hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve yasaminin siirdiiriilmesinde rol oynarlar 2.
Reseptor tirozin kinaz (RTK) inhibitorii genistein ve tyrphostin A23’Un
H,S’in rediktif aktivitesini bloke ettigi gosterilmistir *°. Bu nedenle RTK
aktivitesi araciligiyla H,S’in reduktif aktivitesinin guglendigi ve oksidatif
strese karsi noroprotektif 6zellik tagidigr dustunulmektedir.

NMDA aktivitesini Epidermal Growth Faktoérin arttirmasina

benzer bicimde, H.S'in EGFR’yi uyardi§i saptanmistir *°.

Mitojen Aktive Protein Kinazlar (MAPK), genis bir kinaz
ailesidir. Hu ve ark., 2007 yilinda H,S'’in LPS ile indiklenen NO Uretimini

p38-MAPK inhibisyonu ile gerceklestirdigini bildirmislerdir **

. Bu bulgu
H.S’in tedavi ve/veya ndéroproteksiyon bakimindan serebral iskemi ve

noroinflamasyonda potansiyel bir ajan oldugunu gostermektedir.

Ekstraselliler Sinyal iligki Kinazlar (ERK), tipik olarak blyiime
iligkili sinyallerle uyarili ve uzun sureli néronal plastisitede (LTP ve bellegin
kalicihgl) yer alirlar *?. Ancak H,S’in ERK'ler (izerine etkileri daha detayli

incelenmelidir.

Hidrojen Siilfiriin Glutatyon ve Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Glutatyon (y- glutamilsisteinil glisin, GSH), sistein, glutamat
ve glisin iceren bir tripeptiddir. Tek basina veya redikte haliyle GSH
biciminde bulunur. Beyinde homojen dagiimamistir, ndéronlarda az,
astrositlerde fazla bulunur #*. Bu nedenle beyinde GSH'in ana kaynaginin
astrositler oldugu dusunulir. Reduktan bir ajan olarak GSH, reaktif oksijen
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radikallerine karsi (ROS) koruma saglar ve birgok eksojen maddeye karsi

da detoksifikasyon fonksiyonu gorir 3.

immatur kortikal néronlar kullanilarak yapilan ¢alismaya

dayanarak H,S'in GSH seviyelerini arttirdigi diistinilmektedir .

H,S’in  GSH Uzerine etkisiyle ilgili bir bagka Onemli
mekanizma da glutamat aliminin giiclendiriimesidir **. H,S'in hidrojen
peroksidle indlklenen hulcresel hasarlari geri dondirdigl ve bu etkinin

glutamat alim inhibitrlerince zayiflatildigi gosterilmistir.

Hidrojen Siilfiriin lon Kanallari Uzerine Etkileri

l. Kalsiyum Kanallar

Hucre ici kalsiyum, ndron igi ve noéronlar arasi normal ve
patolojik sinyallesmede merkezi rol oynar. H,S'in ndron, astrosit ve
mikrogliada Ca™  artisi yaptigi bulunmustur. Ca™un dizenledigi
fonksiyonlar disunuldiginde H,S'’in tim bu olaylara dolayli olarak katkida

bulundugu iddia edilebilir 2.

H,S’in rat serebellar granuler ndronlarinda néronal 6lum ve
hiicre ici Ca™ artisina neden oldugu, L-Tipi Ca™ kanallarini bloke eden
nifedipin veya nimodipinle bu etkinin ortadan kalktigi goézlenmigtir. Bu
nedenle de H,S'in L-Tipi kanallardan etkili oldugu disiniimistir 2.

Astrositlerde H,S’in neden oldugu Ca*" dalgasi nifedipinle durdurulmustur
35

Patch-clamp calismalari farklilasmamis NG108-15
hiicrelerinde NaHS'in T-Tipi Ca'" kanallarindan akimini arttirdigini
gOstermektedir ki, bu bulgu da H,S'in Ca™™ kanallarini aktive ettigi tezini

desteklemektedir .

Ayrica intratekal ve intraplantar NaHS
enjeksiyonunun ratlarda T-Tipi kanallar araciligiyla hiperaljeziyi

indikledigini bildiriimistir ¢ 4. Daha sonraki calismalarda H,S'in Ca,3.2
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izoformundaki T-Tipi kanallarn aktive ettigi, bu kanallari bloke eden

mifebradil ve ZnCl, ile hiperaljezinin kayboldugu gosterilmistir *’.

H,S’in indukledigi Ca™ dalgasinin, non-spesifik Ca*™ kanal
inhibitorleri gadolinium ve flunarizin ile bloke edilebilmesi de H,S'in Ca™

tizerindeki etkisini desteklemektedir .

H,S’in voltaj duyarli Ca™" kanallarini inhibe ederek damar
diz kasinda gevseme olusturdugu hipotezini arastiran bir ¢alismada rat
serebral arterlerindeki bulgularin bu hipotezi destekledigi bulunmustur.
Ayrica rat serebral arterlerinde CSE ekspresyonu saptanmistir 2.

II. Potasyum Kanallari

Spesifik K" blokiirii gliklazid ve apamin kullanildi§inda,
H,S’in fizyolojik konsantrasyonlarda hipotalamus ve dorsal raphe
seratonerjik noronlarda Karp Ve Kcaz+ kanallarini aktive ettigi saptanmistir
4950 Dawe ve ark. posterior hipotalamusa NaHS enjekte edildiginde kan
basincinin dastigind ve bu etkinin Karp kanal inhibitorleri ile
kayboldugunu saptamislardi *°. Karp kanallarinin nébet kontroliinde rol
oynadidi, hipokside presnaptik noronlardan noérotransmitter salinimiyla
ndroproteksiyon yaptigi bildiriimigtir. Dolayisiyla H,S’in  noroprotektif

etkinligini saglayan bir diger mekanizma da K* kanallari olabilir >*.

H,S'in  damar diz kasinda K' kanallari araciiiyla
hiperpolarizasyon, dolayisiyla vazodilatasyon yapmasi nedeniyle NO’nun
EDRF bi¢iminde tanimlanmasina atif yapar sekilde ‘Endotel Derived

Hiperpolarizing Factor (EDHF) olarak da tanimlanmistir >,
lll. Klor Kanallari

H,S’in oksitosis sirasinda HT22 hucre serisinde CFTR CI
kanallarini aktive ederek néroproteksiyon sagladigi gdsterilmistir 3. H,S'in

diz kas hucrelerinde CI/HCOg; tastyicilarini aktive ettigi gosterilmistir. Bu
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bulgu SSS’de klor akimlariyla noéroprotektif olaylarda H,S'in etkili

olabilecegini diislindiirmektedir >*.

Hidrojen Sulfiriin Amino Asit Norotransmitterler Uzerine

Etkisi
I. GABA Aracili Norotransmisyon

GABA, SSS’nin major inhibitér ndrotransmitteridir ve memeli
beyninde yiksek konsantrasyonlarda bulunur. H,S’in febril nobetler
nedeniyle GABAgR1 ve GABAgR1 kaybiyla olugsan hipokampal hasari
azalttigi bildirilmistir * %%, Bu azalmada, H,S’in neden oldugu Ca** bagimli
transkripsiyonun mRNA ve bu GABA reseptorlerinin protein duzeylerini

yiikselterek etkili oldugu diisiiniilmektedir 2*.
Il. Glutamat Aracili Nérotransmisyon

Glutamat, o0grenme ve bellek, LTP indlksiyonu, agri,
eksitatuar noral hasar gibi olaylarda 6énemli rol oynar. Her ne kadar H,S’in
NMDA reseptorleri Gizerinde agonist aktivite gosterdigini ispatlayan net bir
kanit olmasa da, mevcut bulgular H,S’in NMDA reseptor regulasyonu ile
fizyolojik veya patolojik fonksiyonlari sagladigini desteklemektedir. Bu etki
temelde H,S'in cAMP/PKA vyolagini indiiklemesiyle olusur 3. NMDA
reseptor blokurlerinin néronlarda H,S’in indukledigi hidcre 6lumdnd inhibe
ettigi, ratlarda inme modelinde infarkt hacmini azalttigi bildiriimistir >°.
Ozetle, H,S'in indlkledigi NMDA sinyal sistemi eksitasyonu arttirabilir ve

ndronlarin yasam/dlum dengesinde rol oynayabilir.

Bu tip calismalardaki en dnemli elestiri H,S’in ¢cok yuksek
dozlarinin kullaniimasi, normalde ¢ok hizli ortamdan kaybolmasi nedeniyle
surekli uygulama yapiimasinin fizyolojik olmamasidir. NMDA reseptor
aktivasyonu saglayan dozlar toksik diizeylere ulagmaktadir . Sekil 3 ‘de

H,S’in glutamaterjik néronlardaki etki mekanizmasi goriilmektedir *°.
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NMDA Voltage-gated
Receptor O Channel

H.§

Figure 1. A model combining the pathways responsible for
Sekil 3:H,S'in lﬂ@%dntézrgm@w gmmmmﬂulmm@&am @eikilimegkanizmas birlikte
anlatan model. Wﬂtﬂﬁg tlaaﬁevdee 313 Féns%a??rmwatamat uyarisi ile
S Ory postsynap
membran depoiaﬁl@tgmcbbmmurcharhﬂer@ @ehaismmanﬁnhllﬁmktlve olan CBS

(iii) sisteinden "ﬂggasg “@é’él&fcﬁiﬂ“’!]ﬁﬂéﬂswsuﬁﬁuﬁﬁféﬂ@i% hiicre iginde

evels and facilijates the activation of ¢ stammnme B
kalabildigi gibi ?@fﬂ“ﬁi}e h§°§atﬁa1 {EPPM&HV H{ gﬁtéfﬂga enzimatik ve

kimyasal etkisi 6lmablaf piilfatac:devrileBiirmis) rktzSiin mql(mnlgmdm tolesturdugu en kayda
deger ozelligi, ﬁ%ﬂ"ﬁsgﬁﬂéy%’ﬁ lgFaFng gﬂ§8rﬂ%ﬁ°3%ﬁ3§%aﬁrﬂﬁ%syonudur (vii)

and induce paraciine responses (v], or simply be inactivated

CAMP'nin hiicre, jgip, KANSAYT R8YO KM MW&@%W#V%@H@%EI%Z A (PKA) (ix)
aktive olur ve NMDAzieséporuhih ainimitesifodfdfilieniicpaptir modulation,

may involve the activation of adenylyl cylase (vif). The conse-
quent rise in intracellular cAMP (viif) activates protein kinase
A (PKA; ix), which in turn phosphorylates specific subunits of
NMDA receptors (x).
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Hidrojen silfirin santral sinir sisteminde rol oynadidi sinyal

iletim yolaklari Tablo 2’ de 6zetlenmistir 2.

Tablo 2: Merkezi sinir sisteminde hidrojen silfat tarafindan indiiklenen énemli sinyal

iletimleri 24

Protein/reseptdr/ Etki Hucre Tipi Referans

ndrotransmitter

Mitojen ve Tirozin Aktivasyon baskilama  Noronlar astrositler ve. Umemura ve Kimura
kinaz reseptor uyarimi hicre dizileri (2007)
(Neuro2A-COS-7
NIH3T)

P38-MAPK inhibisyonu  Mikroglialar ve hiicre  Hu ve arkadaslari
dizisi (BV-2) (2007b)

Kalsiyum kanallari L tipi kanal Noronlar Garcia-Bereguiain ve
aktivasyonu ark (2008)
Nagai ve ark (2004)
Astrositler
Kawabata ve ark
Hucre dizisi(NG108-
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Potasyum kanallari

Klor kanallari

GABA

Glutamat

Katekolaminler

T tipi kanal
aktivasyonu

Hucre ici kalsiyum
tasinmasi

KATP kanal
aktivasyonu

KCa? kanal
aktivasyonu

CTFR knal
aktivasyonu

Agrili uyaran kaybina
bagh olarak GABA
inhibisyonu

NMDA
potensiyalizasyonu

Glutamat salinimi

Monoamin oksidaz
inhibisyonu

15)

Mikroglia

Astrositler

Noronlar (in vivo)

Noronlar

Hucre dizisi (HT22)

Noronlar

Noronlar (invivo)

Néronlar

Noronlar

(2007)

Lee ve ark (2006)
Nagai ve ark (2004)
Dawe ve ark (2008)

Kombian ve ark (1993)

Kimura ve ark (2004)

Han ve ark (2006)

Abe ve Kimura (1996)

Garcia-Bereguiain ve
ark (2008)

Warenycia ve
ark(1989b)

GABA, Gamma amino butirik asit; cAMP, siklik adenozin monofosfat; MAPK, mitojen aktiflenmis
protein kinaz; NMDA, n-metil-a-aspartik asit; CTFR, kistik fibrozis transmembran iletkenlik

dizenleyicisi

Vazodilatator Etkinlik

in vivo ve in vitro olarak muhtemelen damar diiz kasindaki

Katp kanallarini agarak, gucli vazo-dilatasyon yapmasi nedeniyle H,S

son yillarda giderek artan bicimde 6nem kazanmaktadir.

Bu alandaki ilk galismada in vitro olarak rat aortik dokusunda

5. %8 Daha sonraki

H,S saptanmigtir bir calismada H,S’in bolus
enjeksiyonu ile ratlarda gegici kan basinci dusukligu saptanmistir. Bu etki
pinasidile (Katp kanal agicisi) benzer ve glibenklamid (Katp kanal blokuri)
ile inhibe edilmektedir *°. Ayrica bu calisma, endotel gikartildi§inda vazo-

dilatator etkinin zayifladigini gostermektedir ki, bu bulgu H,S’in endotel
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kaynakl vazodilatasyon yapan faktorler Uzerinden etkili oldugunu
gostermektedir. H,S, NO veya CO gibi cGMP yolagindan bagimsiz
aktivasyon gostermektedir c¢inkii cGMP inhibitorleri H,S’in etkinligini

degistirmemektedir °°.

Hayvan calismalarinda H,S’'in kardiyovaskiler sistemdeki
etkileri incelenmistir. CSE inhibitérd (L-NAME) uygulanan ratlarda

60

hipertansiyon saptanmigtir ®". Ayni deneklere NaHS uygulandiginda

hipertansiyon gerilemigtir.

Sepsis ve endotoksik sokta arteriel H,S duzeyleri yiksek
bulunmustur ve endojen H,S’in sok mekanizmalari iginde yer aldigi

disinilmektedir 2.

2004 yilinda yapilmig bir c¢alismada ratlarda spontan
hipertansiyonda H,S’in rolu arastirilmis ve bu ratlarin torasik aortlarinda

CSE aktivitesi dusik bulunmustur 2,

Bu hayvanlara eksojen H,S
uygulanmasiyla hem hipertansiyon énlenmis hem de damarlarda yapisal

duzelmeler saptanmistir.

Li ve ark. ratlarin torasik aortunda yaptigi ¢alismada H,S'’in
doz bagimli olarak aortta dilatasyona yol ac¢tidi, bu etkinin dlsik dozda
endotel bagimh, ylksek dozlarda ise endotel bagimsiz oldugu,
vazodilatator etkinligin ndrotransmitterlerden, oksijen radikallerinden,
prostoglandinden, PKC’den ve cAMP yolagindan ilgisiz oldugunu
saptamiglardir. Diger calismalarin aksine bu etkilerin cGMP bagimli
oldugunu iddia etmislerdir. Ayrica bu ¢alismada NO ve H,S’in sinerjistik

63

etkiyle vazodilatasyon yaptigi gdsterilmistir °°. Bagka calismalarda ise

NaHS ile beraber NO donoru uygulandiginda, NO’nun vazodilatator

63, 64

etkinliginin kayboldugu iddia edilmektedir
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H,S'in damar duz kas hicrelerine Ca™ akimi yaratmasi
sonucunda NO salinmasi ile vazodilatasyona neden oldugu da, 6ne

suriilen bir bagka mekanizmadir %% %,

H,S, NO ve Ca™ iligkisini arastiran yeni bir galismada H,S’in
doz bagiml olarak endotel kaynakli NO’yu arttirdigi saptanmigtir. Bunu da
Ca'™ bagimli endotelyal nitrik oksid sentaz araciligiyla gerceklestirdigi

gosterilmistir ©°.

Martelli ve ark.’nin 2013 yilindaki ¢alismasinda NaHS'in
neden oldugu vazodilatasyon Kv7 kanal inhibitorleri ile geri
déndirtlmistir. Bu calismayla diger K*  kanallarinin da H,S'in etki

mekanizmasi icinde yer alabilecegi disiincesi dogmustur .

H,S’in vazodilatator etkinliginde transient receptor potential
ankyrin 1 (TRPA1) ve vanilloid 1 (TRPV1)’in rolu olup olmadigini arastiran
calismada H,S'in etkilerinde TRPA1 aktivasyonun roll oldugu, TRPV1’ in

ise etkisinin olmadigi gosterilmistir .

Tavsan periferal arterlerinde olusturulan stenoza yonelik
balon anjioplasti uygulamasi sonrasi NaHS uygulandiginda restenoz orani
anlamh derecede dustk bulunmustur. Bu calismada H,S’in neointimal
hiperplaziyi 6nledigi ve H,S inhibitéri PPG’nin diz kas proliferasyonu

yaptigi saptanmistir “°.

Sekil 4’de hidrojen sdlfurin  vazodilatasyon olusturma

mekanizmalari gosterilmektedir *°.
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Figure 2. A model outlining the mechanisms controlling H,S

Sekil 4: H,S itV gt RESI TR Hbrin B rSHFRI RGHYS)  TERERNEG e kas gevsetici
cells. The generation of H,8 may occur in at least some
ozelliginin modgli Bzt Uz kas YRS INdGFPH- (Rl fizR Hetmisistationin gama
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atilmasini  saglg#:niBunaalragmeepehiparpqlarizasyon chidimas délen: ]-olan diz kas
gevsemesidir. AYHER PdGatFRFHEIABrAIN BEHHEI o Vokta) Foathindh ) kAi&Fyum kanallarini

means by which H,5 opens these channels is not known
kapatarak - htcrg, ¢l alaiyum, Azl '[P:ﬂ?rl‘ﬁd?ﬁﬂi?}ﬁhﬂ!}f EP(?crHQfﬂ”*i;l(»hucre'e"de H2S
inaktivasyonunumkimyasalenzimatik sillfatloksidaydiie negkanizmashitexyapildigr tahmin
56 potential may also decrease calcium flux into the cell by closing
" voltage-gated calcium channels (v). As in neuronal cells, the
inactivation of H,S is presumed to occur rapidly by chemical/
enzymatic oxidation to sulfate (vi).

ediliyor ( vi)
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2.4.4. Santral Sinir Sistemi Hastaliklarinda Hidrojen Sulfirtn

Roll
iskemik inme

Sisteinin infant farelerde noéronal 6lime neden oldudu, rat
hipokampal kesitlerinde néronlar icin toksik oldugu gésterilmistir > > 73,
Karotis arter ligasyonu uygulanan hayvanlarda hicre digl sistein

diizeylerinde anlamh yiikselme gdzlenmistir ™.

Dolayisiyla beyin
iskemisinde hucre digi sistein yuksekliginin patofizyolojik olaylarda rolu
olabileceg@i dusunulmektedir. Sistein, NMDA reseptor agonisti olmamakla
beraber, neden oldugu ndronal &lim NMDA antagonistlerince

71

Onlenebilmektedir '~. Sisteinin OSA oklizyonu sonrasi infarkt hacmini

arttirryor olmasi ve bu etkinin CBS inhibitora AOAA ile kayboluyor olmasi

> Qu ve

iskemik olaylarda beyinde H,S’in rolini desteklemektedir
ark.’nin  calismasinda OSA oklizyonu uygulanan ratlarda NaHS
uygulandiginda infarkt hacminde artis gorulmustur. Bu deneklere NMDA
antagonisti verildiginde ise infarkt hacminde artis etkisi kaybolmaktadir.

OSA okliizyonun serebral kortekste H,S'i arttirdi§i tespit edilmistir .

Ren ve ark.’nin iki karotis arter ve iki vertebral arteri oklude
ettikleri global serebral iskemi modelinde hipokampus, korteks ve
plazmada H,S sentezleyen enzim aktivitelerine, CBS mRNA
ekspresyonuna ve CBS proteinine 12, 24, 48,72. saatler ve 1. haftada
bakmislardir. Ayrica bir grup rata da NaHS ile preconditioning yapilmistir.
Serebral iskemi sonrasi reperfuzyon uygulandiktan 12 saat sonra
hipokampusta H,S anlamli bigimde yukselmis, 24 saat sonra anlamli
bicimde azalmis ve ilerleyen zamanda ayni dizeyde kalmistir. Kortekste
de benzer sonuglar alinmistir. CBS sentezleyen enzim dizeyleri de bu
sonuclara paralellik gostermektedir. iskemi 6éncesi NaHS uygulanan
deneklerde doz bagimli olarak néral hasar gerilemistir . Shao ve ark.
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2006 yilindaki caligsmalarinda beyin iskemisinden sonra reperfluzyonun 6.

saatinden sonra H,S'in yiikseldigini gdstermislerdir *".

Beyin iskemisini takiben glutamat ve superoksidin ylkseldigi

iyi bilinmektedir . Ayrica bu artmis glutamat ve superoksid beyin
iskemisinin erken reperfiizyon déneminde vazodilatasyonu indiiklerler ™

8 Bu artmis kan akiminin bir yere kadar beyni korudugu diisindilir.

H,S’in damar duz kasinda gevseme yapmasi ve pulmoner
arterlerde dilatasyona yol agmasi serebral etkilerinin de merak edilmesine

81

neden olmustur °°. Tang ve ark. 2005 yilinda vazodilatasyonu Karp

kanallarini agarak yaptigini gdstermislerdir 2,

Gegici global serebral iskemi sonrasi reperflizyon sirasinda
asil hiicre 6lim bicimi apoptozdur . Bircok in vitro ve in vivo calismada
H,S’in apoptozu engelledigi gdsterilmistir 3% 8% 887,

Zhang ve ark. 2009 vyilinda gecici serebral iskemi
reperflizyonda H,S’in apoptozu 6énleyerek ndéronal korunma sagladigini

tespit etmislerdir %.

Wong ve ark (2006), intravendz veya intraperitoneal Cys
uygulamasinin, doz bagimli olarak, orta serebral arter (OSA) oklizyon
modelinde ratlarda infarkt alanini genislettigini gdstermislerdir. AOAA
uygulandiginda ise bu etkinin zayiflamasi, Cys’den H,S olusumunun
azaltimasiyla agiklanmaktadir. H,S donéru olan NaHS uygulandiginda
infarkt alaninda genigsleme olmasi ve bunun MK-801 ile tersine
donduriilebilmesi de yine H,S'in inmedeki etkisini desteklemektedir °. Bu
nedenle inme tedavisinde H,S dizeyinin kontrolinUin yeri olabilir. Ayrica
inme sirasinda Cys yuksekligi ile kotu prognoz arasi iligkiyi destekleyen
calismalar da bulunmaktadir ”.
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Homosistein yuksekligi ile inme arasi iligkiyi destekleyen
calismalar olmakla beraber nifusa dayali cohort ¢alismalarda homaosistein

yiiksekligi ile iskemik inme arasi iliski saptanmamustir 8% 99 9192,

Alzheimer Hastaligi

NO ve CO’nun hipokampal LTP’de retrograd mesajci gibi
fonksiyon gorerek dgrenme ve bellekte rol aldigi bilinmektedir *2. Fizyolojik
dizeylerde H,S’in 6ncelikle NMDA reseptorlerini segici bigcimde uyardigi
gosterilmistir. Bu uyarim, hipokampal long-term potentiation (LTP)nin
induksiyonunu sadece duguk tetanik uyarim varliginda kolaylastirmaktadir.
Bu bulgudan yola cikilarak Alzheimer hastaliginda H,S’in seviyesinin
distkligunin roli olabilecegi distnilmistir °. Alzheimer hastaliginda
H,S dlzeyinin dusuk oldugunu gosterir kanit bulunmasa da CBS
aktivitesini arttiran SAM dizeyi Alzheimer hastalarinin beyinlerinde duguk

93

bulunmustur “°. Mevcut bulgular iligkiyi gucli bicimde desteklemekten

uzaktir.
3. YONTEM VE GEREC

Bu calisma “Gazi Universitesi Deney hayvanlari Etik
Kurulu’ndan etik kurul onayi alindiktan sonra Gazi Universitesi Deney
Hayvanlari Laboratuvar’nda gercgeklestirildi. Calisma 6ncesinde Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar Etik Kurulu'ndan onam
alinmigtir. Bu arastirma Gazi Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Proje Birimi
tarafindan maddi olarak desteklenmistir (Proje Kodu: 01/2011-64).

3.1. Hayvanlarin Hazirhigi

Bu c¢alismada 48 adet Wistar cinsi, yetigkin, her iki
cinsiyetten, daha o©Once hicbir deneyde kullanilmamis, saglikli rat
kullaniimistir. Toplam sekiz gruptaki ratlar, 6'li gruplar halinde tabaninda

3-6 cm kalinhginda talas bulunan sert zemine sahip seffaf kafeslerde
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tutuldular. Deneyin bir gece oOncesinde ratlar a¢ birakiimigtir. Deney
suresince ratlar standart hayvan yemi ile beslenip yeterince su verildi.
Baziler arter ve beyin sapi érneklerini inceleme islemleri Gazi Universitesi

Tip Fakultesi Patoloji AD laboratuarinda gergeklestirildi.
3.2. Cerrahi Prosedur
3.2.1. Deneysel Subaraknoid Kanama Olusturulmasi

Sisterna magnaya otolog arteriel kan transfizyonu ile
deneysel serebral vazospazm modeli yontem ve etkinlik bakimindan genel
kabul gdérmiis, standart tekniklerden biridir **. Calismamizda da bu model
kullaniimistir. Genel anestezi altinda oksiput ve C1 palpe edildikten sonra
bdlgeye saha temizligi yapildi ve 2 cm’lik insizyonla cilt gegilerek, adale
diseksiyonu yapildi ve kraniovertebral bileske ortaya konuldu. Enjektor ile
sisterna mangaya ponksiyon yapildi. 0.1cc BOS bosaltildiktan sonra
kalbin sol ventrikilinden alinan 0.2cc arteriyel kan sisterna magnaya
yavasca enjekte edilerek deneysel SAK olusturuldu. Enjeksiyonu takiben
denekler 45 derecelik Trandelenburg pozisyonunda 15 dakika bekletildi.
Denekler 24. saatte sakrifiye edildi. Beyin sapi ve baziler arter numuneleri
%10 luk formaldehit icinde +4 derecede muhafaza edildi.
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Resim 2: Sisterna magnaya otolog arteriel kan enjeksiyonu
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3.2.2. Dekapitasyon ve Doku Orneklerinin Alinmasi

intraperitoneal fenobarbital ile feda edilen deneklere
dekapitasyon yapildi. Skalp agilarak kalvaryum ortaya konuldu. Beyin ve
beyin sapi bir bitliin olarak zedelenmeden c¢ikartildi. Daha sonra beyin
sapl ve baziler arter bir butin halinde g¢ikartilip, beyin sapi ve baziler arter

kesitleri alindi.

Resim 3: Dekapitasyon éncesi beyin sapi, serebellum ve serebrum
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Resim 4: Dekapitasyon

Resim 5: Kontrol grubuna ait bir beyin sapi ve baziler arter érnegi
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Resim 6: SAK yapilmis bir denegin beyin ve beyin sapi yapilari, anteriordan gériinim

Resim 7: SAK yapilmamis bir denegdin beyin ve beyin sapi, anteriordan goérinim
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3.3. Deney Gruplari

1. Gruptaki (Kontrol) denekler 100mgr/kg intraperitoneal

fenobarbital (Pentothal Sodyum, Abbott, istanbul, Tiirkiye) ile feda edilmis,

hemen sonra deneklerin baziler arter ve beyin sapi érnekleri alinmistir.

2. Grupta (SAK) deneklere genel anestezi altinda (60mg/kg
IM Ketamine HCI| (Ketalar, Pfizer, istanbul, Tiirkiye) ve 5 mglkg IM
Xylazine (Rompun, Bayer, Istanbul, Tiirkiye)), kendi arteriyel kanlari

sisterna magna icine insdlin enjektori ile 0.2 cc enjekte edilecek ve
deneysel subaraknoid kanama modeli olusturulmustur. 24 saat sonra, bu
denekler 100mgr/kg intraperitoneal fenobarbital ile feda edilip, baziler arter

ve beyin sapi érnekleri alinmigtir.

3. Gruptaki (NaHS) deneklere H,S donorii olan NaHS
(Sodium hydrosulfide monohydrate. Uriin No:13590, Cas-No: 140650-84-

6, Sigma-Aldrich) 0.18mmol/kg intraperitoneal yolla verilmis, 24 saat sonra

denekler 100mgr/kg intraperitoneal fenobarbital ile feda edilecek, baziler

arter ve beyin sapi drnekleri alinmistir.

4. Gruptaki (PPG) denekler H,S sentezleyen sistatyonin

sentaz (CBS) inhibitéri (propargylglycine) (DL-Propargylglycine 1gr,
P7888, SIGMA C-13408) 100mgr/kg intraperitoneal yol ile verilmig, 24
saat sonra denekler 100mgr/kg intraperitoneal fenobarbital ile feda edilip,

baziler arter ve beyin sapi 6rnekleri alinmigtir.

5. Gruptaki (AOAA) deneklere H,S sentezleyen sistatyonin y

liyaz (CSE) inhibitor (aminooxyasetik asit) (O-(Carboxymethyl)
hydroxylamine hemihydrochloride %98 1gr, C13408, Sigma-Aldrich)
0.05mmol/kg intraperitoneal yol ile verilmis, 24 saat sonra denekler
100mgr/kg intraperitoneal fenobarbital ile feda edilip, baziler arter ve beyin

sap1 ornekleri alinmistir.
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6. Gruptaki (NaHS+SAK) genel anestezi altinda (60mg/kg IM

Ketamine HCI ve 5 mg/kg IM Xylazine), sisterna magnaya kendi arteriyel

kanlari enjekte edildikten sonra 0.18mmol/kg NaHS intraperitoneal yol ile
uygulanip, 24 saat sonra 100mgr/kg intraperitoneal fenobarbital ile feda
edilip, baziler arter ve beyin sapi 6érnekleri alinmistir.

7. Gruptaki (PPG+SAK) denekler, genel anestezi altinda

(60mg/kg IM Ketamine HCI ve 5 mg/kg IM Xylazine), sisterna magnaya
kendi arteriyel kanlari enjekte edildikten sonra CBS inhibitori PPG
100mgr/kg intraperitoneal yolla uygulanip, 24 saat sonra 100mgr/kg
intraperitoneal fenobarbital ile feda edilmis, baziler arter ve beyin sapi

ornekleri alinmistir.

8. Gruptaki (AOAA+SAK) denekler genel anestezi altinda
(60mg/kg IM Ketamine HCI ve 5 mg/kg IM Xylazine) sisterna magnaya
kendi arteriyel kanlari enjekte edildikten sonra CSE inhibitéri AOAA

0.05mmol/kg intraperitoneal yolla uygulanip, 24 saat sonra 100mgr/kg
intraperitoneal fenobarbital ile feda edilmig, baziler arter ve beyin sapi

ornekleri alinmistir.

3.4. Histopatolojik Degerlendirme
3.4.1. Baziler Arter Liimen Capi ve Duvar Kalinhigi Olgctimleri

Her hayvana ait beyin sapi érnekleri %10’luk formaldehitte
24 saat fiksasyona maruz birakildiktan sonra, parafine gomulmek uzere
rutin doku takip isleminden gecirildi. Hazirlanan parafin bloklardan 4 ym
kalinhginda kesitler alindi ve hematoksilen-eosin (H&E) ile boyandi. Her
bir numune igin, baziler arter ¢api ve duvar kalinhdi bilgisayarli gorintu
analiz sistemi ile olguldu. H&E boyali kesitlerden, 1sik mikroskopuna
(Olympus BX51, Olympus Optical Co. Ltd) bagh 3 CCD renkli video
kamera (Olympus DP70, Olympus Optical Co. Ltf, Tokyo) ile X40' hk

baylutme ile elde edilen dijital gértintulerde, goruntli analiz yazilimi ile
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Olcumler yapildi. Her olgu igin, baziler arterin en genis ve en dar izlenen
segmentlerinin ¢ap olgumleri ile duvar kalhnligi 2 ayri X40 Ik buyuk
blylutme alaninda d&lguldi. Her bir 6lgim sistemde otomatik olarak

mikronmetre cinsinden kaydedildi.
3.4.2. immiinhistokimyasal inceleme

immiinhistokimyasal boyama streptavidin-biyotin 3'li indirect
immunperoksidaz yontemi kullanilarak yapildi. 4 mikron kalinhgindaki
kesitler 56C° liketiivde 12 saat tutularak deparafinize edildikten sonra
yarim saat ksilolde bekletildi. Her birinde beser dakika bekletilerek
sirasiyla %100, %95 ve %90’lik alkollerden gecirilme yoluyla hidrasyonlari
sadlandi ve gesme suyu ile yikandi. Endojen peroksidazi bloke etmek igin
%3’luk hidrojenperoksitte 10 dakika sire ile oda sicakliginda bekletildikten
sonra PBS tampon (pH:7.6) ile 5 dakika suresince yikandi. 0.01M
sodyumsitrat tamponu (pH:6.0) icinde toplam 5 dakika sure ile mikrodalga
finnda islemden gecirildi ve distile su ile 3 kez yikandi. Kesitler 20 dakika
sure ile non-immun protein bloklama serumunda bekletildi. Birincil (primer)
antikorlar (CTH monoclonal antibody (CTH monoclonal antibody (M03),
clone S51-M01 Catalog #: H00001491-M03 100ug), CBS monoclonal
antibody (CBS monoclonal antibody (MO1), clone 3E1, Catalog #:
HO0000875-M01 100ug) kesitleri kapatacak sekilde uygulandi ve oda
sicakliginda 2 saat siire ile bekletildi. iki kez 5’er dakika PBS ile yikandi ve
kurulandi. Antikorlarin her ikisi de kullaniimadan 6nce 1:100 oraninda PBS
ile dilGe edildi. Kullanilan biyotinlenmis baglayici (sekonder) antikor (Multi-
species Ultra streptavidin detection system-HRP; Signet, Massachusetts,
USA), streptavidin- biyotin kompleksi (Signet) ve DAB (diaminobenzidin
tetraklorid, Novocastra, Newcastle-upon-Tyn, UK), ticari olarak kullanima
hazir kitler seklindeydi. Zemin boyamasi igin ¢cabuk boyama yontemi ile
hematoksilen ile boyandi. Dehidrasyon igin kesitler sirasiyla %90, %95 ve
%100’luk alkollerde beser dakika tutuldu, ksilolde seffaflastirildi ve
entellan ile kapatildi.
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Pozitif doku kontrolleri olarak CBS antikoru igin insan
hepatoselliler karsinomu, (CSE) CTH antikoru icin insan pankreas
parankimi kullanildi. Her iki antikor i¢in sitoplazmik boyanma pozitif kabul
edildi. Boyanma siddeti kontrol grubu ile karsilastiriimak kaydi ile subjektif
olarak zayiftan sgsiddetliye dogru u¢ kategoride incelendi. Zayif
boyanma=(+), orta siddette boyanma =(++), yogun boyanma =(+++) olarak

degerlendirildi.
3.5. istatistiksel Analiz

Parametrik olmayan data igin, gruplar arasinda her
parametreyi karsilastirma amaciyla Kruskal Wallis testi kullanilmistir. ikili
karsilastirmalar icin Dunn proseduru, ¢oklu karsilastirmalar icin Benferroni

duzeltmesi eklenmisgtir.
istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Beyin sapi ve baziler arterde CBS ve CSE enzimlerinin
ekspresyonunun analizinde, grup sayisi, gruplardaki denek sayisi ve
ekspresyonun siddetinin 4 derecede tanimlanmasi nedeniyle istatistiksel
olarak anlamli ifade edilebilecek gugte rakamlar olugsmadigindan sadece

yuzdelerle gdsterilmistir.

Tum analizler SPSS istatistik paketi (IBM Corp. Released
2012.1BM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM
Corp) kullanilarak yapiimistir.
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4.

BULGULAR

Tum gruplardaki lumen c¢api ve duvar kalinhigi degerleri

Tablo 3'de gosterilmektedir.

Tablo 3: Tum gruplara ait baziler arter [imen ¢api ve duvar kalinhgi degerleri

Grup
1 2 3 4 5 6 7 8 Toplam
Ortalama |179,8295 84,2248 |222,6654 [161,5253 (112,1374 |194,3256 |138,9724 |137,2047 (154,4197
Std. 44,39934 [9,31367 (20,71559 |26,73331 |13,06369 [39,23435 [49,18511 (33,41780 |52,20975
Limen Sapma
Capi
Medyan 180,0973 86,8968 |223,6003 [161,3433 [110,4790 (193,8258 |136,6711 |149,3520 |154,5562
(um)
Minimum 132,09 | 70,49 | 199,89 | 129,07 99,02 139,92 54,65 96,25 54,65
Maksimum | 246,32 | 94,45 | 244,07 | 190,61 | 126,10 | 243,13 | 198,08 | 166,58 | 246,32
Ortalama 30,3698 52,9479 | 29,9979 | 31,2581 | 31,7598 | 35,4840 (34,2238 | 34,6549 |35,1384
Std. 6,10236 |6,41127 | 5,23917 |10,61451 | 5,00951 |8,99730 |6,96082 | 3,37012 |9,56321
Duvar Sapma
Kalinhig
Medyan 31,6714 |53,6927 | 29,9808 | 32,3096 |31,5766 |37,5080 |33,4924 |34,6789 |34,6789
(um)
Minimum 22,25 42,50 24,42 17,82 26,23 20,38 24,12 30,05 17,82
Maksimum | 37,19 59,65 39,04 42,99 37,90 45,56 43,53 40,04 59,65

4.1. Baziler Arter Limen Capi

Tam ratlarin baziler arterlerinde Iimenin en dar ve en genis

degerlerinin ortalamasi alinmak suretiyle dlgim yapilmistir. istatistiksel

analiz medyan degerler Uzerinden yapilmigtir. Baziler arter lumen ¢api ve

duvar kalinh@i 6lcimu Resim 8 ve 9'da gortulmektedir.

40




Kruskal Wallis analizine gére gruplar arasinda limen g¢api
(x2 (7) = 32.083, p<0.001) bakimindan istatistiksel olarak anlaml farklilik

bulunmaktadir.

Kontrol grubuna goére (1. Grup), SAK grubunda (2. Grup)
istatistiksel olarak anlamli bicimde IUumen c¢api dar bulunmustur
(p=0.0.027).

SAK grubuna (2. Grup), gére NaHS grubunda (3. Grup)
istatistiksel olarak anlamh bigimde lumen c¢api genis bulunmustur
(P=0.001).

SAK grubuna (2. Grup), gére SAK+NaHS grubunda (6. Grup)
istatistiksel olarak anlamh bigimde Ilumen c¢api genis bulunmustur
(P=0.003).

NaHS grubuna (3. Grup) gore, AOAA grubunda (5. Grup)

istatistiksel olarak anlamli bigcimde Iimen ¢api dar bulunmustur (P=0.013).

Resim 8: SAK grubundaki ratlardan birine ait vazospazmli baziler arter kesiti
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Resim 9: NaHS grubundaki ratlardan birine ait baziller arter kesiti

250,007

J t

Grafik 1: Baziler arter limen gapinin gruplar arasindaki dagilimini gésteren grafik
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4.2. Baziler Arter Duvar Kalinliklari
Tum ratlarin baziler arter duvar kalinliklari, damar duvarinin
en ince ve en kalin deg@erlerinin ortalamasi alinmak suretiyle olgim

yapilmistir. Analizler medyan deg@erler Uzerinden yapilmistir.

Kruskal Wallis analizine gore gruplar arasinda duvar kalinligi
(x2 (7) = 17.582, p=0.014) bakimindan istatistiksel olarak anlaml farklilik

bulunmaktadir.

Buna gore kontrol grubuna gére (1. Grup), SAK grubunda (2.
Grup) istatistiksel olarak anlamli bicimde duvar kalinhgi fazla bulunmustur
(p=0.023).

SAK grubu ile (2. Grup) ve NaHS grubu (3. Grup) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkhlik bulunmaktaydi (p=0.009).
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Grafik 2: Baziler arter duvar kalinhiginin gruplar arasinda dagilhimini gésteren grafik

4.3. Beyin Sap1 CBS Ekspresyonu
Tam ratlarin  beyin sapinda CBS ekspresyonu incelenip, analiz
yapildiginda, tim gruplara goére NaHS grubunda (3. Grup) CBS
ekspresyonunun yuksek oldugu bulunmustur. Resim 10’ da beyin sapi ve
baziller arter kesiti izlenmektedir. Resim 11-14'de beyin sapi CBS

ekspresyonunu gosteren kesitler izlenmektedir.
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Resim 10: Beyin sapi ve baziller arter kesiti (H&E x 40)
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Tablo 4: Tum gruplarda beyin sapi CBS ekspresyonu siddetini gosteren tablo

BEYIN SAPI CBS EKSPRESYONU

GRUP YOK HAFIF ORTA YUKSEK
Adet % Adet % Adet % Adet %
1 3 50 2 33.3 1 16.7 0 0
2 3 50 3 50 0 0 0 0
3 0 0 1 16.7 3 50 2 333
4 3 50 3 50 0 0 0 0
5 4 66.7 2 33.3 0 0 0 0
6 1 16.7 1 16.7 2 33.3 2 33.3
7 3 50 2 33.3 1 16.7 0 0
8 4 66.7 2 33.3 0 0 0 0
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Grafik 3: Tum gruplarda beyin sapi CBS ekspresyonu siddetini gosteren grafik
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Resim 11: CBS ekspresyonu olmayan beyin sapi preperati. (CBS antikoru, streptavidin-
biotin peroksidaz x 400

Resim 12: Hafif siddette (+) CBS ekspresyonu olan beyin sapi preperati. (CBS antikoru,
streptavidin-biotin peroksidaz x 400
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Resim 13: Orta siddette (++) CBS ekspresyonu olan beyin sapi preperati. (CBS antikoru,
streptavidin-biotin peroksidaz x 400

Resim 14: Yiksek siddette (+++) CBS ekspresyonu olan beyin sapi preperati. (CBS
antikoru, streptavidin-biotin peroksidaz x 400
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4.4. Baziler Arter CBS Ekspresyonu

TUum ratlarin baziler arterlerinde CBS ekspresyonu incelenip,

analiz yapildiginda tum gruplara gére NaHS grubunda (3. Grup) CBS

ekspresyonunun yuksek oldugu bulunmustur.

Tablo 5: Tum gruplarda baziler arter CBS ekspresyon siddetini gésteren tablo

BAZILER ARTER CBS EKSPRESYONU

GRUP YOK HAFIF ORTA YUKSEK
Adet % Adet % Adet % Adet %
1 4 66.7 2 33.3 0 0 0 0
2 4 66.7 2 33.3 0 0 0 0
3 1 16.7 2 333 2 33.3 1 16.7
4 4 66.7 2 33.3 0 0 0 0
5 3 50 3 50 0 0 0 0
6 2 33.3 3 50 1 16.7 0 0
7 2 333 4 66.6 0 0 0 0
8 4 66.7 2 33.3 0 0 0 0
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Grafik 4: Tim gruplarda baziler arter CBS ekspresyonu siddetini gosteren grafik
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4.5. Beyin Sap1 CSE Ekspresyonu

Tdm ratlarin beyin sapinda CSE ekspresyonu incelenip,

analiz yapildigindatim gruplara gore NaHS grubunda (3. Grup) CSE

ekspresyonunun iliml bigcimde yuksek oldugu bulunmustur. Resim 15-18’

de beyin sapi CSE ekspresyonunu gosteren kesitler izlenmektedir.

Tablo 6: Tim gruplarda beyin sapi CSE (CTH) ekspresyon siddetini gosteren tablo

BEYIN SAPI CSE EKSPRESYONU

GRUP YOK HAFIF ORTA YUKSEK
Adet % Adet % Adet % Adet %
1 3 50 2 33.3 1 16.7 0 0,0
2 2 33.3 3 50 1 16.7 0 0,0
3 2 33.3 1 16.7 2 33.3 1 16,7
4 4 66.7 2 33.3 0 0 0 0,0
5 2 33.3 3 50 1 16.7 0 0,0
6 3 50 2 33.3 1 16.7 0 0,0
7 4 50 2 33.3 1 16.7 0 0,0
8 2 33.3 3 50 1 16.7 0 0,0
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Grafik 5: Tim gruplarda beyin sapi CSE ekspresyonu siddetini gosteren grafik
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Resim 15: CSE ekspresyonu olmayan beyin sapi preperati. (CSE antikoru, streptavidin-
biotin peroksidaz x 400

Resim 16: Hafif siddette (+) CSE ekspresyonu olan beyin sapi preperati. (CSE antikoru,
streptavidin-biotin peroksidaz x 400
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Resim 17: Orta siddette (++) CSE ekspresyonu olan beyin sapi preperati. (CSE antikoru,
streptavidin-biotin peroksidaz x 400
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Resim 18: Yiiksek siddette (+++) CSE ekspresyonu olan beyin sapi preperati. (CSE
antikoru, streptavidin-biotin peroksidaz x 400
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4.6. Baziler Arter CSE Ekspresyonu

Tum ratlarin baziler arterlerinde CSE ekspresyonu incelenip,

analiz yapildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik olmadigi bulunmustur.

Tablo 7: Tum gruplarda baziler arter CSE ekspresyon siddetini gésteren tablo

BAZILER ARTER CSE EKSPRESYONU

GRUP YOK HAFIF ORTA YUKSEK
Adet % Adet % Adet % Adet %
1 3 50 2 33.3 1 16.7 0 0
2 3 50 2 33.3 1 16.7 0 0
3 1 16.7 2 33.3 2 33.3 1 16.7
4 4 66.7 2 33.3 0 0 0 0
5 3 50 3 50 0 0 0 0
6 2 33.3 2 33.3 1 16.7 1 16.7
7 4 66.7 2 33.3 0 0 0 0
8 2 33.3 3 50 1 16.7 0 0
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Grafik 6: Tum gruplarda baziler arter CSE ekspresyonu siddetini gésteren grafik
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5. TARTISMA

Son yillarda giderek artan bigimde yapilan ¢aligmalar, H,S’in
endojen bir gaz norotransmitter oldugunu, surekli Gretildigini, hizli
iletildigini, yaygin etkide bulundugunu ve hizla inaktive edildigini

gostermektedir *°.

Ozellikle kardiyovaskiiler sistemde kanitlanmis vazodilatatér
etkinligi ve vazodilatasyon olusturma mekanizmalar serebral arterlerde de
etkisinin olup olmadigi sorusunu akla getirmigtir °% % 62 63,65, 67, 68, 95
Ozellikle serebral iskemide vazodilatasyon olusturma ve noéral koruma

potansiyeli Uzerinde durulmustur.

Rat orta serebral arterinde H,S'in etkinligini arastiran
calismada, H,S’in serebral vaskuler fonksiyonda rol oynadigi
(vazodilatasyon), bu etkinin olusmasinda L Tipi kalsiyum kanallari, Karp,

Kv, K(Ca) ve K kanallarinin rolii oldugu gdsterilmistir %°.

Liu ve ark.'nin 2012 yilinda yayinladigi ¢alismada H,S'’in
ratlarin serebral arterlerindeki myojenik yanita etkileri aragtinimigtir. Bu
calismada bir grup rata 3 hafta boyunca NaHS uygulanmis ve kontrol
grubu ile karsilastinimigtir. Doz bagdimli olarak NaHS’in arterial basing
yuksekligine bagh miyojenik yaniti (vazokonstriksiyon) baskiladigi, bu
etkinin K kanal blokirl glibenklamidle zayifladi§i, endoteli ¢ikarilan

arterlerde kayboldugu gosterilmistir .

Han ve ark.min 2013 vyilinda vyayinlanan makalesinde
serebral iskemi-reperfuzyon uygulanmig ratlarin serebral arterlerinde
H,S’in vazodilatasyon ve hiperpolarizasyon yaptigi gosterilmis ve H,S’in
rat serebral arterlerinde EDHF'nin (Endotel Derived Hyperpolarisation

Factor) esi oldugu iddia edilmistir *".
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H,S’in  beyindeki etkileri g¢alismalara gore degdiskenlik
gostermektedir. Tay ve ark.” in yaptigi vitro c¢alismada fizyolojik
konsantrasyonda H,S’in  ndronlari hipoksik hasardan korudugunu
gostermislerdir ®. Disiik dozlarda néroprotektif oldugunu gdsteren baska

88, 99, 100, 101

caligmalar oldugu gibi yuksek dozda sitotoksik oldugunu

kanitlayan arastirmalar " 2 da bulunmaktadir.

Li ve ark.’nin calismasinda fokal serebral iskemi modelinde
NaHS yuksek (11.2mg/kg) ve dusuk (2.8mg/kg) dozda uygulandiginda
ortaya cikan etkiler incelenmistir. DUsUk doz grubunda infarkt hacminin ve
yapisal hasarin daha az oldugu saptanmigtir. Ayrica bu grupta kaspaz-3
gibi apoptoz markerlari ve zararli radikal duizeyleri de daha dusuk
bulunurken, anti-apoptotik bcl-2 proteinleri ve anti-oksidan diizeyleri daha
yuksek olarak tespit edilmistir. Bu ¢alisma, H,S’in doz bagimli olarak farkh
etkinliklerde bulunabilecegini gostermekte ve ¢alismalar arasindaki geliskili

sonuglara bir aciklama getirmektedir 1.

Minamishima ve ark, yakin tarihli bir calismada H,S donéri
NaHS’in kardiyak arrest/resusitasyonla olusturulan global iskemi
modelinde, e-NOS araciliiyla norolojik fonksiyonlari iyilestirdigi, néronal

olim ve apoptozu azalttigini gdstermislerdir *°.

Bagka bir calismada ise kalict OSA tikanikligi sonrasi
NaHS’in infarkt hacmini 24 saat icinde arttirdigi saptanmistir. Ancak bu
calismada kullanilan NaHS dozu néral korunmayi destekleyen

calismalardaki dozun 10 katidir 1°.

NMDA reseptdrlerinde ve voltaj bagimli Ca*™ kanallarinda, e-
NOS Uzerinde modulator etkinligi olmasi nedeniyle CSD’e (kortikal yayilan
depresyon) de etkisi olabilecegi ve bu sayede noéral korunmada etkili

31, 34, 35

olabilecegi de dusunulmektedir Hidrojen sulfartn, potasyum

kanallarinda akimi arttirarak, hucrelerde hiperpolarizasyona yol agmasi 49,
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°2 yve hemoglobine baglanarak NO hasarini azaltmasiyla da SAK'da néral

korumanin olasi mekanizmalari olabilir 1%,

Yukarida oOzetlemeye calistigimiz, iskemik hasarda H,S’in
rolind inceleyen galismalarda birbirine zit sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir.
Bu degigkenliklerde doz, model, metod farkhliklari gdoze carpmaktadir.
H.S’in ¢ok kisa yari dmre sahip olmasi da bu tip ¢alismalar igin bir

dezavantaj olusturmaktadir.

Anevrizmal SAK sonrasi gelisen serebral vazospazm
(gecikmis iskemik norolojik defisit), ginimuzde halen patofizyolojisi net
olarak aydinlatimamis ve etkin tedavisi olmayan, dnemli morbidite ve
mortalite oranlarina sahip bir patolojidir. Anevrizmal SAK sonrasi
vazospazmi Onlemeye yonelik olarak baslangigta ¢cok umut veren ama
daha sonra anlamh klinik sonuglara ulasilamayan kalsiyum kanal
blokurlerinden sonra endotelin reseptdr antagonisti olan clazosentanin da
beklenen klinik iyilesmeyi saglayamamasi nedeniyle yeni ajanlar ve

mekanizmalarin arayigi stirmektedir > 1%,

Hidrojen sulfirin anevrizmal subaraknoid kanama sonrasi
gelisen gecikmis iskemik ndrolojik defisitle iligkisini arastiran ilk galismada
Grobelny ve ark.’nin anevrizmal subaraknoid kanama sonrasi CBS’nin
fonksiyon kazandirma polimorfizmleri ve gecikmis serebral iskemi
arastinlmistir.  Arastirmacilar CBS geninde fonksiyon kazandirma
polimorfizmi olan hastalarda, SAK sonrasi gecikmis iskemik ndrolojik
defisit gelisme olasiiginin daha dusuk olacagi hipotezi ile 87 SAK'li
hastada yanak mukozasindaki 6rneklerde PCR ile CBS genine ait 3
fonksiyonel polimorfizmi ve serum homosistein seviyeleri incelenmigtir.
Elde edilen sonuglarin klinik olarak gecikmis serebral iskemi saptanan
hastalarla iligkisi ortaya konulmustur. Buna gore saptanan polimorfizmlerin
hicbirisinin anjiografik vazospazmla anlamli iligkisi bulunamamistir. Serum

homosistein duzeyleriyle de klinik ve radyolojik vazospazm arasi anlamli
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iliski saptanamamigtir. Basvuru sirasinda hipertansiyonu kontrol altina
alinan hastalarda 844WT/ins genotipinde fonksiyon kazandiran
polimorfizmli hastalarda gecikmis serebral iskemi daha az bulunmustur.
Bu calisma, anevrizmal SAK sonrasi gelisen vazospazmda hidrojen
silfiiriin roli olabilecegi gériisiini desteklemektedir . Bu klinik galisma,
genetik zeminde H,S’in serebral vazospazmdaki rollinu incelemigtir. Bizim
calismamiz deneysel olmakla beraber, SAK'ta H,S sentezleyen enzimlerin
ekspresyonunu ve damardaki degisiklikleri, H,S inhibitor ve aktivatorleri
kullanarak dogrudan ve genis c¢apl incelemeye yonelik olarak

planlanmigtir.

Gruplar arasinda baziler arter IUmen c¢api degisiklikleri
bakimindan degisiklik olup olmadigi arastiriimistir. Bunun igin en genis ve
en dar lumen cap! degerlerinin medyani alinarak istatistiksel analiz
yapildiginda kontrol grubuna (1. Grup) oranla SAK grubunda (2. Grup)
istatistiksel anlamli bigcimde vazospazm, NaHS grubunda (3. Grup) ise
yine istatistiksel olarak anlamh gekilde vazodilatasyon oldugu
saptanmigtir. SAK grubuna gore (2. Grup), NaHS verilip SAK yapilan
grupta (6. Grup) anlamli bicimde damar ¢api daha genis bulunmustur.
CSE enzim inhibitéri AOAA uygulanan grupta (5. Grup) da damar c¢ap!,
H.S dondru olan NaHS grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bigimde
daha dar bulunmustur. Bu sonuglar bize sisterna mangaya otolog arteriyel
kan enjeksiyonunun baziler arterde vazokonstriksiyon olusturdugunu,
intraperitoneal 0.018mmol/kg NaHS uygulamasinin normal damarlara gore
vazodilatasyon olusturdugunu gostermektedir. CSE inhibitori AOAA’nIN
normal damarlarda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
olmasa da, H,S dondrune gore anlamh vazokonstriksiyon yaptigi
saptanmigtir. NaHS uygulamasi sonrasi SAK yapildiginda ortaya ¢ikan
vazospazm, sadece SAK yapilan gruplarda ortaya ¢ikan vazospazma gore
daha hafiftir. Bu sonuglar fizyolojik sartlardaki serebral arterlerde H,S'’in

vazokonstriksiyon ve vazospazm gibi olaylarda rol oynadigini
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desteklemektedir. Bu calismanin temel hedefi olan SAK’'a badgli
vazospazmda H,S’in etkileri bakimindan degerlendirildiginde ise H,S'’in

vazospazm siddetini azalttigi ortaya konmustur.

Damar duvar kalinliklar incelendiginde kontrol grubuna (1.
Grup) oranla, SAK grubunda (2. Grup) istatistiksel olarak anlaml bi¢gimde
damar duvarinda kalinlasma, NaHS grubunda (3. Grup) istatistiksel olarak
anlamli bigimde incelme saptanmigtir. SAK 6ncesi uygulanan H,S donér
ve inhibitérlerinin damar duvar kalinhgina istatistiksel olarak anlamli etki
yapmadigl gorulmustir. H,S donoru verilerek SAK olusturulan grupta
duvar kalinhgi diger gruplara oranla daha az olsa da anlamli degerlere
ulagsmamaktadir. Damar duvarinda kalinlagsma genellikle vazospazma
eslik eden bir bulgudur ancak mutlaka ortaya gikmasi gerekmez. Damar
duvar kalinhgi, serebral kan akimi yonunden de limen c¢api kadar etkili
olmasa da patofizyolojik mekanizmalar yoninden o6nem tasimaktadir.
Calismamizda SAK gruplarindaki ajanlarin damar duvar kalinliklarina etki
etmemesi, denek sayisinin istatistiksel olarak anlam ifade edebilecek
minimum sayida tutulmasina bagh olabilir. Daha fazla sayida hayvanla
yapilacak bir ¢calismada farkli sonuglar elde edilebilir. Ayrica ¢alismamizin
diger deneysel SAK calismalarinda oldugu gibi, Klinikteki seyirden en
onemli farki, hayvanlarin SAK sonrasi 24. saatte feda edilerek doku
orneklerinin alinmasidir. Klinikte ise SAK sonrasi vazospazm 3 ve 7.
gunler arasinda ortaya c¢ikmakta veya siddetlenmektedir. Bu zaman
uyumsuzlugu bu tip calismalarda farkl sonuglar ve klinikle uyumsuz
bulgular elde edilmesindeki en ©6nemli nedenlerdendir. Deney
modellerinde, hayvanlarin 3. gunden sonra feda edilmesi durumunda ise
mortalite ¢ok yukselmektedir. Calismalarin ¢gogunda SAK sonrasi 24.
saatte vazospazm olusuyor olmasi da calismacilari erken dénemde

incelemeye yoneltmektedir %.

H>S sentezleyen enzimlerin (CBS ve CSE)

immunhistokimyasal yontemlerle ekspresyonuna bakilarak, hem
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damardaki lumen ve duvar kalinhgindaki degisikliklerle paralellik gosterip,
gOstermedigini kontrol etmek hem de beyin sapinda ve baziler arterde

hangi enzimin daha etkili oldugu saptamak istenmistir.

Bilindigi Uzere CBS, astrositlerde ve mikroglia hucrelerinde
bulunur. CSE ise asil olarak kardiyovaskuler sistemde bulunmakla beraber

mikrogliada da eksprese olur %

. Dolayisiyla beklentimiz beyin sapi
kesitlerinde CBS hakimiyeti, baziler arterde ise CSE enzim
ekspresyonunun fazlaligiydi ve beyin sapi kesitlerinde CBS ekspresyonu
biraz daha yiksek bulundu (tim gruplar incelendiginde CBS ekspresyonu:
4 vyuksek, 7 orta siddette, CSE ekspresyonu: 1 vyuksek, 8 orta).
Ekspresyon siddeti NaHS gruplarinda fazla, PPG ve AOAA gruplarinda

daha dusukta.

Baziler arterde enzim ekspresyonlari incelendiginde ise CSE
ve CBS arasinda énemli farklilik saptandi. Tim gruplarda baziler arterde
CSE ekspresyonu (6 orta 2 yuksek siddette), CBS ekspresyonuna (3 orta,
1 yuksek siddette) gore yuksek bulundu. Ayrica NaHS uygulanan
gruplarda (3 ve 6. Gruplar) ekspresyon orani daha fazlaydi.

Damar Iimen c¢api degisikleri ile CSE ekspresyonu
arasindaki iliski incelendiginde NaHS grubunda ortaya c¢ikan belirgin
vazodilatasyonu agiklar bicimde baziler arterde NaHS'’in anlamli bigimde
CSE ekspresyonunu arttirdigi saptanmistir. CSE inhibitéri AOAA verilen
grupta (5. Grup) CSE ekspresyonu dusik (orta ve ylksek siddette
boyanma yok) bulunmakla beraber, SAK yapilan gruplarda sadece H,S
donéri NaHS’in biraz daha fazla CSE ekspresyonuna yol actigi, H,S

sentezleyen enzim inhbitorlerinin belirgin etki yaratmadigi tespit edilmigtir.

imminhistokimyasal bulgular igin denek sayisi-grup sayisi-
ekspresyon siddetinin derecelendiriimesi parametrelerinin istatistiksel
analizi yapildiginda, analizi mimkin ve degerli kilacak derecede sayisal

gugte olmadigr gorulmustir. Bu nedenle immunhistokimyasal sonuclar
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sadece sayisal ve yuzdesel olarak belirtilmigtir. Sonugta gruplardaki damar
limen capindaki degisikliklere paralel bicimde CSE enzim ekspresyonu
siddet farkliliklari gézlemlenmistir. Buna gére H,S don6ri NaHS'’in normal
baziler arterde ve SAK sonrasi vazospazm gelismis baziler arterde
vazodilatasyona yol agtigi ve vazospazmi hafiflettigi sdylenebilir. Bunu da,
CSE enzim ekspresyonunu arttirmak suretiyle gergeklestirdigi ortaya

cikmaktadir.

Calismamiz serebral arterlerde beyin sapinda, fizyolojik
sartlarda Oonemli rol oynadigini desteklemekle beraber, 6zellikle SAK
sonrasi gelisen vazospazmda H,S’in terapotik etki potansiyeli olabilecegini
gOsteren oncu cgalisma niteligi tagsimaktadir. Bu calismadan elde edilen
bulgularin daha genis ¢aligsmalarla, farkli zaman araliklari kullanarak farkli
dozda uygulamalarla, H,S’in diger yontemlerle tespit edildigi deneylerle

desteklenmesi kanaatindeyiz.

Anevrizmal SAK sonrasi vazospazm, kabaca makrovaskuler
yapilarin konstriksiyonundan ziyade mikrovaskuler yapilarin da dahil
oldugu karmasik patofizyolojiye sahip bir olaydir. H,S’in kanitlanmis etki
mekanizmalarindan yola c¢ikarak vazospazmi azaltabilecegi veya yok
edebilecegdi hipotezi, su an icin mevcut ¢aligmalarla kismen desteklense
bile anevrizmal SAK sonrasi noral hasari azaltici etkisinin varligi igin ¢ok

daha genig kapsamli galigmalar gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

Hidrojen sulfurtn rat baziler arter ve beyin sapinda, fizyolojik
sartlarda ve subaraknoid kanama sonrasi gelisen vazospazmda etkilerini
ortaya koymaya yonelik olarak yaptigimiz bu ¢alismada asadida maddeler

halinde siralanan sonuglar elde edilmistir.

1. Ratlarda sisterna magnaya otolog arteriyel kan enjeksiyonu baziler
arterde vazospazm geligtirmektedir.

2. H,S dondri NaHS'in intraperitoneal uygulanmasi normal ratlarda
baziler arterde dilatasyona yol agmaktadir.

3. H,S dondru NaHS’in SAK oOncesi intraperitoneal uygulanmasi, SAK
sonrasi gelisen vazospazm siddetini azaltmaktadir.

4. H,S enzim inhibitérleri AOAA ve PPG’nin intraperitoneal
uygulamalari lumen ¢apinda azalmaya neden olmaktadir.

5. Beyin sapinda CBS ekspresyonu CSE ekspresyonuna gore daha
fazla bulunmustur.

6. CBS ekspresyonu PPG enjeksiyonu ile azalmakta, NaHS
enjeksiyonu ile artmaktadir

7. Baziler arterde CSE ekspresyonu CBS ekspresyonuna gore daha
fazla bulunmustur.

8. CSE ekspresyonu AOAA enjeksiyonu ile azalmakta, NaHS
enjeksiyonu ile artmaktadir.

9. Rat baziler arterinde, fizyolojik sartlarda ve SAK'ta, vazodilatasyon
ve vazokonstriksiyon olusumunda hidrojen sulfir de rol oynamaktadir

10. Subaraknoid kanamada beyin sapi ve baziler arterde CSE ve CBS

enzim aktiviteleri degisiklik gostermemektedir.
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7. OZET

Anevrizmal subaraknoid kanama 6-11/100000 insidansa
sahiptir. Serebral vasospazm serebral arterlerin daralmasidir.
Semptomatik serebral vasospazm, intrakraniyal arteriyel anevrizma
rupturt sonrasi hastalarin %30’da ortaya ¢ikan, subaraknoid kanamaya
(SAK) bagh morbidite ve mortalitenin birinci nedenidir. Neredeyse yarim
yuzyildir, serebral vazospazm konusunda genis c¢apta arastirmalar
yapilmakla beraber, halen nedenleri ve tedavisi hakkinda istenen noktaya
gelinememigtir. Etyolojisinde en ¢ok sucglanan ajanlar kan yikim Grunleri
olmustur. Tedavide birgok vazodilatator ajan denenmis ancak klinikte
istenen basariya ulasilamamistir. GUnumuzde semptomatik tedavi en
gecerli yontem olup hemodilisyon, hipertansiyon, hipervolemi

uygulanmakta, etkin ajan bulunmamaktadir.

Hidrojen Sulfar (H2S), nitrik oksit ve karbon monoksitten
sonra vucutta bulunan Uglncu gaz yapidaki noérotransmitterdir. SSS dahil
bircok dokuda dretilir. Sistein ve metioninden uretilen H,S’in sentezinde
sistatyonin B sentaz (CBS) ve sistatyonin y liyaz (CSE) gorev alir. CBS,
santral sinir sisteminde H,S sentezinden sorumlu ana enzimken, CSE
daha c¢ok kardiyovaskiler sistemde H,S sentezinde rol oynar.
Noéromodulatér ve hicre igi mesajci gorevleri bulunmaktadir. Noérolojik,
kardiyovaskuler, gastrointestinal, genitolriner ve endokrin sistemlerde
bircok etkisi saptanan, birgok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynadigi
giderek artan bicimde anlasilan H,S’in serebrovaskiler sistemdeki roli
tartismalidir. iskemik inmede infarkt alanini daraltti§i, vasodilatasyon
yaptigini gosteren calismalara karsin, birgok c¢alismada da serebral
iskemide noronal hasara yol agtigi iddia edilmektedir. H,S, K* kanallarini
acarak duz kas hucrelerini gevsetir. Periferik vazodilatator etkinligi bilinen

H.S’in serebral vazospazmdaki rolt bilinmemektedir.
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Bu calismada deneysel olarak normal ve serebral
vazospazm vyaratiimig ratlarda baziler arterde H,S duzeylerinin
saptanmasi, H,S dondr ve inhibitorleri verilen deneklerde serebral
vazospazmin nasil etkilendiginin belirlenmesi suretiyle H,S’in deneysel

serebral vazospazmdaki rolunun aragtiriimasi hedeflenmistir.

Kontrol, SAK, NaHS, AOAA, PPG, SAK+NaHS, SAK+AOAA
ve SAK+PPG gruplarinda 6’sar ratin baziler arter [limen c¢api ve duvar
kalinliklari ile baziler arterde CBS ve CSE enzim aktiviteleri

immunhistokimyasal olarak degerlendirildi.

Calismada SAK yapilan ve yapilmayan hayvanlarda NaHS’in
belirgin vazodilatator etkinligi saptanmistir. Bu etkinlik baziler arterde CSE
aktivitesi ile paralellik gostermektedir. AOAA ve PPG baziler arter ve

beyin sapinda CSE ve CBS enzim aktivitesini azaltmaktadir.

Sonug¢ olarak SAK sonrasi gelisen vazospazmda H,S’in
rolind inceleyen ¢alismamizda, H,S'’in sahip oldugu vazodilatator etkinligi
ile terapotik potansiyeli oldugu gorulmektedir. Bu potansiyelin daha net
bicimde ortaya konabilmesi i¢cin daha genis galismalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler

Serebral vazospazm, hidrojen sulftir, néroproteksiyon
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8. SUMMARY

Aneurysmal subarachnoid hemorrhage has an incidence of
6-11/100.000. Cerebral vasospasm describes narrowing of cerebral
arteries. Symptomatic cerebral vasospasm occurres in approximately 30%
of patients after subarachnoid hemorrhage (SAH) due to intracranial
aneurysm rupture. It is the primary cause of morbidity and mortality.
Almost half a century, researches performed a wide range of cerebral
vasospasm study but it is still not at the desired point for the causes and
treatment. Blood breakdown products, have been mostly accused in the
etiology. In the treatment, many vasodilatators had been tested, but they
did not reached to the desired success. Today the best method for
symptomatic treatment is hemodilution, hypertension, hypervolemia. There

Is no effective agent.

Hydrogen Sulfide (H.S), the third gaseous neurotransmitter
after nitric oxide and carbon monoxide in the body. It is produced in many
tissues, including the CNS. H,S is produced from cysteine and methionine,
by cystathionine B synthase (CBS) and cystathionine y lyase (CSE). CBS
is the major enzyme which is responsible for the synthesis of H,S, in the
central nervous system, while CSE is more effective in the cardiovascular
system. H,S serves as neuromodulator and intracellular messenger. In
neurological, cardiovascular, gastrointestinal, genitourinary, and endocrine
systems many effects of H,S have been identified. It plays many roles in
many physiological and pathological conditions, but its effects on
cerebrovascular system are controversial. Although some studies reported
that H,S decreases the infarct volume and causes vasodilatation, many
researches showed that it causes neuronal damage in ischemia. H,S
relaxes smooth muscle cells by opening K* channels. H,S has well- known
peripheral vasodilator activity, but the role in cerebral vasospasm is not
clear.
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In this study, in normal rats and rats with cerebral
vasospasm, investigating the role of H,S, by detecting the H,S levels in
basilar artery and analysing how the H,S donors and inhibitors effect the

cerebral vasospasm were aimed.

In control, SAH, NaHS, AOAA, PPG, SAH+NaHS,
SAH+AOAA and SAH+PPG groups, the basilar artery lumen diameter and
wall thickness, CBS and CSE enzyme activity in basilar artery and brain
stem were assessed by immunohistochemistry. In the study, animals with
and without SAH, significant vasodilator activity was determined with
NaHS. This activity is in line with the activity of CSE in the basilar artery.
CSE and CBS enzyme activity in the brain stem and basilar artery, are
decreased by AOAA and PPG.

As a result, the study which examines the role of H,S in
cerebral vasospasm after SAH, the therapeutic potential H,S with its
vasodilator activity is observed. Larger studies are required, in order to

clearly expose this potential.
Key Words

Cerebral vasospasm, hydrogene sufide, neuroprotection
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