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OZET

Hidrojen siilfiir (H2S), bir gazotransmitter olarak pek ¢ok fizyolojik siiregte rol oynamaktadir. Bir
sinyal molekiilii olan hidrojen siilfiiriin gastrointestinal sistem motilitesindeki etkisi onemli bir
aragtirma konusudur. Bu ¢alismada, izole sigan kolon diiz kas kasilma yanitlar1 {izerine hidrojen
stlfuriin etkisi ile bu etkinin olugmasinda nitrik oksit (NO) ve potasyum kanallarinin roliiniin
arastirilmasi amaglanmistir. Calismada, izole organ banyosunda elektriksel alan uyarisi (EAU)
aracili norojenik kasilma yanitlari iizerine sodyum hidrojen siilfiiriin (NAHS), L-sistein, DL-
proparjilglisin (PAG) ve aminooksiasetik asit (AOAA) etkisi arastirtlmistir. Ek olarak potasyum
kloriir ve kalsiyum kloriir ile kasilan dokularda postsinaptik yamitlar tizerine H,S, L-sistein, PAG ve
AOAA’nin etkisi arastirilmigtir. Ayrica, EAU aracili kasilma yanitlari {izerine NO ve potasyum
kanallarinin katkis1t NO sentez blokeri N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) ve potasyum kanal
blokerleri glibenklamid, 4-aminopiridin ve iberiotoksin varliginda ayr1 gruplarda bu etkiler tekrar
calistlmistir. H,S sentez enzimleri sistatyonin beta sentaz (CBS) ve sistatyonin gama liyaz (CSE)
enzim proteinlerinin distal kolon dokusundaki varliginin gosterilmesi i¢in Western Blot analizi
kullanilmigtir. NaHS’nin EAU aracili kasilma yanitlarin1 %36,8 (p<0,05), L-sistein’in ise %12,13
azalttig1 (p<0,05) ve bu etkilerinin NO-bagimsiz oldugu saptanmistir (p>0,05). EAU aracili kasilma
yanitlar1 tizerine PAG’m %15,72 (p<0,05) ve AOAA’nin %26,97 (p<0,05) gevsetici etkisi oldugu
tespit edilmistir. H>S nin EAU aragli nérojenik kasilma yanitlari iizerine gevsetici etkisine potasyum
kanallarmin katkist olmadigr saptanmistir (p>0,05). Postsinaptik yanitlar iizerine NaHS %54,53
(p<0,05), L-sistein %38,26 (p<0,05), PAG %24,95 (p<0,05) ve AOAA %33,68 (p<0,05) gevsetici
etkilili oldugu gostermistir. Western Blot analizde, sican kolon diiz kas dokusunda CSE ve CBS
enzimlerinin varlig1 gosterilmistir. H2S nin presinaptik ve postsinaptik kasilma yanitlarini azaltici
etkisi gosterilmis olup, NO ve potasyum kanallariin H2S’nin bu etkisine katkist olmadigi
saptanmuistir.
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ABSTRACT

Hydrogen sulfide (H.S) plays a significant role in many physiological processes as a gasotransmitter.
Its effect as a signal molecule in gastrointestinal system motility is an important research topic. The
aim of this study is to investigate the effect of hydrogen sulfide on isolated rat colon smooth muscle
contraction responses and the role of nitric oxide (NO) and potassium channels in the development
of this effect. In the study, the effects of sodium hydrogen sulfide (NaHS), L-cysteine, DL-
propargylglycine (PAG), and aminooxyacetic acid (AOAA) on neurogenic contraction responses
mediated by electrical field stimulation (EFS) inisolated organ baths were investigated. Additionally,
the effects of H,S, L-cysteine, PAG, and AOAA on postsynaptic responses in tissues contracted with
potassium chloride and calcium chloride were examined. The contribution of NO and potassium
channels to EFS-induced contraction responses was also studied in separate groups in the presence
of the NO synthesis inhibitor N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) and potassium channel
blockers glibenclamide, 4-aminopyridine, and iberiotoxin. Western blot analysis was used to show
the presence of HaS synthesis enzymes cystathionine -synthase (CBS) and cystathionine y-lyase
(CSE) enzyme proteins in distal colon tissue. NaHS reduced EFS-induced contraction responses
36.8% (p<0.05), and L-cysteine reduced 12.13% (p<0.05), and these effects were independent of NO
(p>0.05). PAG reduced EFS-induced contraction responses 15.72% (p<0.05), and AOAA reduced
26.97% (p<0.05). There is no contribution of potassium channels to the relaxing effect of H,S on
EFS-mediated neurogenic contraction responses (p>0.05). NaHS showed a relaxing effect of 54.53%
(p<0.05), L-cysteine 38.26% (p<0.05), PAG 24.95% (p<0.05), and AOAA 33.68% (p<0.05) on
postsynaptic responses. Western blot analysis confirmed the presence of CSE and CBS enzymes in
rat colon smooth muscle tissue. The results demonstrated that H,S reduced both presynaptic and
postsynaptic contraction responses, NO and potassium channels did not contribute to this effect of
H.S.
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1. GIRiS

Hidrojen siilfiir (H2S), memeli hiicrelerinde endojen mekanizmalarla sentez edilen, farkli
doku ve organ sistemlerinde, birgok fizyolojik ve patolojik islevde rol oynadig: bildirilen bir
sinyal molekiiliidiir (Cirino, Szabo ve Papapetropoulos, 2023; Gil, Gallego ve Jimenez,
2011). Nitrik oksit (NO) ve karbonmonoksitten (CO) sonra kesfedilmis olan gaz seklinde
norotransmitter bir molekiil olarak tanimlanan H2S, son yillarda biyolojik sistemlerdeki rolii

nedeniyle 6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir (Wang, 2002).

Hidrojen siilfiir renksiz, kotii kokulu, dogadaki bakteriler tarafindan tiretilen, ayni zamanda
toksik bir gazdir. H>S’nin toksik etkilerinin kesfinden sonra, karaciger ve bdobrekte
transsiilfiirasyon reaksiyonu sonucu endojen olarak sentezlendigi tespit edilmistir (Stipanuk
ve Beck, 1982). Warenycia ve arkadaslar1 beyin dokusunda H2S’nin endojen sentezlendigini
saptamiglardir (Warenycia ve digerleri, 1989). Abe ve Kimura’nin H2S’nin beyinde endojen
bir mediatdr olabilecegini destekleyen ¢alismasi, H2S nin fizyolojik ve patolojik diizenleyici
roliinii bildiren ilk 6nemli ¢alismalardan biri olmustur (Abe ve Kimura, 1996). Hidrojen
stilfiir metabolizmada enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla sentezlenmektedir.
H2S'nin enzimatik sentezinden sorumlu baslica enzimler, sistatyonin beta sentaz (CBS),
sistatyonin gama liyaz (CSE) ve 3-merkaptopiirivat siilfiirtransferaz (3-MST) olup, bu
enzimler organlar, dokular ve hiicresel yapilar arasinda farkli yogunluklarla dagilmaktadir.
CBS, santral sinir sistemi (SSS) ve karacigerde, CSE kardiyovaskiiler sistemde (KVS)
ozellikle vaskiiler dokularda ve karacigerde, 3-MST ise beyin ve vaskiiler dokularda daha
yogun sekilde bulunmaktadir (Abe ve Kimura, 1996; Kolluru ve digerleri, 2013; Szabo,
2007).

Hidrojen siilfiir, pek ¢ok doku ve organ sisteminde ozellikli etkilere sahiptir. Hiicresel
etkileri, ikincil mesajct ya da reseptor etkilesimi olmadan direkt sinyal yolaklari izerinden
gergeklesebilmektedir. SSS’de nérotransmisyon ve néromodiilasyon lizerine 6nemli etkilere
sahiptir (Wang, 2012). KVS’de, damar diiz kas tonusu, inotropi/kronotropi, hiicre
proliferasyonu ve anjiyogenezle iliskili etkilere sahiptir (Nagpure ve Bian, 2016; Wang,
2012; Wu, Hu ve Zhu, 2018). Genitoiiriner sistemde, farkli memeli tiirlerinde mesane diiz
kas tabakasinda H2S sentez enzimlerinin varligi immiin histokimyasal olarak tespit edilmis
ve gevsetici etkisi oldugu saptanmistir (Fernandes ve digerleri, 2013; Gai ve digerleri, 2013;

Matsunami ve digerleri, 2012). Korpus kavernozuma olan etkisi ile erektil disfonksiyonda



rol oynadig1 bildirilmistir (Srilatha, Adaikan ve Moore, 2006). Sigan gebe veya gebe
olmayan uterus dokusunda CBS ve CSE’nin varlig1 gosterilmis, H2S nin diizenleyici rol
oynadigi tespit edilmistir (Cirino, Szabo ve Papapetropoulos, 2023). H,S’nin, glutatyon
iiretimini arttirarak ve glutatyonun mitokondriyal translokasyonunu kolaylastirarak hiicreleri
oksidatif hasardan korudugu bilinmektedir (Kimura ve Kimura, 2004, Kimura, Goto ve
Kimura, 2010).

H>S, gastrointestinal sistemde (GIS) mukozal biitiinliigiin korunmasi, pro/anti-inflamatuvar
modiilasyon, sekretuar fonksiyon, barsak motilitesi, oksidatif stres, noromodiilasyon,
vaskiiler tonus, inflamatuar barsak hastaliklar1 ve malignite gibi pek cok fizyopatolojik
sliregte dnemli bir rol oynamaktadir (Wang, 2012). Fizyolojik konsantrasyonlarda H2S’nin
sicanlarda mide ve jejenum diiz kas dokusunda spontan kasilmalari, kasilma frekansini ve
amplitiidiinii azaltarak inhibe ettigi gosterilmistir (Shafigullin ve digerleri, 2014). NaHS nin
domuz ileum sirkiiler diiz kas dokusunda, asetilkolin aracili kasilma yanitlarin1 azalttig

bildirilmistir (Hosoki, Matsuki ve Kimura, 1997).

Nitrik oksit, hiicre i¢i ve hiicreler arasi birgok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynayan
onemli bir sinyal molekiildiir (Idrizaj ve digerleri, 2021; Lei ve digerleri, 2013). Nitrik oksit
ve HS, organizmada enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla sentezlenebilen,
birbirleriyle etkilesime giren ve bir¢ok fizyolojik siirecte rol oynayan gaz yapisindaki sinyal
molekiilleridir. Artan bilimsel kanitlar, bu iki gaz molekiiliiniin birbirlerinin sentezleri ve
fizyolojik etkileri arasindaki etkilesimlerin pek ¢ok farkli sekilde gergeklestigini ortaya
koymaktadir (Wu, Hu ve Zhu, 2018). Bazi ¢aligmalar bu iki gaz molekiiliiniin birbirlerinin
sentezini ve fonksiyonunu ayni yonde etkilerken; diger bazi caligsmalarda ise ters etki

gosterdikleri saptanmistir (Kondo ve digerleri, 2013; Kubo ve digerleri, 2007).

Hidrojen siilfiir, NO'ya benzer sekilde; damar homeostazinin diizenlenmesi, norolojik
fonksiyonlar, hiicre koruyucu, anti-inflamatuar, yeniden damarlanma, anjiyogenezis gibi
stireclerde ve hiicre sagkalim yanitlarinin modiilasyonunda 6nemli etkilere sahiptir (Kolluru,
Shen ve Kevil, 2013). Damar diiz kasindaki vazodilatasyonu, anjiyogenezis ve damarsal
yeniden sekillenmenin modiilasyonunda, NO ve H>S arasindaki etkilesim yapilan
calismalarla desteklenmektedir (Gu ve digerleri, 2013; Wang ve digerleri, 2008). NO, GiS’te
enterik inhibitér motor ndronlar1 olan non-adrenerjik, nonkolinerjik (NANK) néronlardan

saliverilen, gevsemeden sorumlu olan ana inhibitér norotransmiterdir (Sanders ve Ward,



2019). H2S, GIS’te gevsetici etkisi olan bir diger molekiildiir ve NO ile birbirlerinin gevsetici
etkilerini arttirdiklarini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Teague, Asiedu ve Moore, 2002;
Yoon ve digerleri, 2011).

Potasyum (K*) kanallar1, hiicre zarinda yer alan, potasyum iyonlarinin hiicre i¢i ve disi
arasinda gegisine izin veren protein yapili molekiillerdir. K* kanallar1, en fazla alt tipe ve en
biiylik ¢esitlilige sahip iyon kanali ailesidir. Norotransmitter ve hormonlarin saliverilmesi,
diiz kas hiicrelerinin kasilmasi, su ve elektrolit dengesinin saglanmasi, en énemlisi hiicrede
aksiyon potansiyelin olusmasi ve hiicre membran potansiyelinin stabilizasyonunda rol
oynamaktadir (Alexander ve digerleri, 2013; Curro, 2016; Jenkinson, 2006). Potasyum
kanallari, hiicre membran potansiyelinin hiperpolarizasyonunu saglayarak diiz Kkas
tonusunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Thorneloe ve Nelson, 2005). Pek ¢ok
endojen agonist molekiil K* kanallarin1 aktive ederek hiperpolarizasyon ve diiz kas
gevsemesini sagladigi gibi diger pek ¢ok antagonist inhibisyon etkileri ile depolarizasyon ve

kasilma yanit1 saglamaktadirlar (Teramoto, 2006).

H2S, fizyolojik etkilerini membranda bulunan iyon kanallarin modiilasyonu araciligiyla
membran potansiyelini ve membranin uyarilabilirligini etkileyerek gerceklestirmektedir
(Cirino, Szabo ve Papapetropoulos, 2023). HS, diiz kas dokusundaki gevsetici etkisinde rol
oynayan mekanizmalardan biri K™ kanallarinin modiilasyonudur. H>S'nin domuz mide
fundus diiz kas motilitesinde, diisiik konsantrasyonunda IKy kanallarinin inhibisyonu ve
membran depolarizasyonu sonucu kasilma yanit1 olustururken; yiiksek konsantrasyonunda
Katp kanal aktivasyonu ve membran hiperpolarizasyonu sonucu inhibisyon yaniti olustugu

saptanmistir (Zhao ve digerleri, 2009).

Bu ¢alismada, hidrojen siilfiiriin sican distal kolonundaki kasilma yanitlari tizerine etkisinin
arastirtlmasi ve olasi etkisine nitrik oksit ve potasyum kanallarinin katkisinin arastirilmasi
amaglanmustir. Bir sinyal molekiilii olarak H-S'nin kolon motilitesine olan katkisi, terapotik
miidahaleler i¢in yeni bir yaklasim sunma potansiyeline sahiptir. Bu baglamda, nitrik oksit
ve potasyum kanallarinin etkilesimi, kolon motilitesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol

oynayabilir ve gelecekteki tedavi stratejileri icin 6nemli bir temel olusturabilir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Kolon

2.1.1. Kolon anatomisi ve histolojisi

Kolon, iliogekal kapaktan aniise kadar uzanan yaklagik 150 cm uzunlugunda sindirim
sisteminin en uzun kismini olusturmaktadir. Birbiri ile devamlilik gosteren ¢ekum, apendiks,
¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve anal kanaldan olusmaktadir
(Sancar ve Cumhur, 1999). Cekum, kolonun baslangi¢ kism1 olup, kolon igeriginin ileuma
gecisini engelleyen iliogekal kapakla terminal ileumdan ayrilmaktadir. Cekumdan sonra,
yaklagik 15 cm uzunlugundaki ¢ikan kolon retroperitoneal yerlesim gostermektedir.
Karaciger sag loba kadar yiikselerek sola donerek fleksura coli dextray1 olusturmakta ve
transvers kolon olarak devam etmektedir. Transvers kolondan sonraki 24-45cm
uzunlugundaki bagirsak kismi inen kolondur. Retroperitoneal yerlesim gostermektedir ve
sol iliak ¢ukurda ‘S’ seklinde bir kivrim yaparak sigmoid kolonu olusturmaktadir. Sigmoid
kolon sigmoid mezokolon ile pelvise tutunmakta ve rektum ile devam etmektedir. Kolon,
rektumdan sonraki 4-5 cm’lik kisim olan anal kanal ile sonlanmaktadir (Erdogan ve Lee,
2020; Sancar ve Cumhur, 1999).

Kolon duvari igten disa sirastyla; tunika mukoza, tunika submukoza, tunika muskularis ve

tunika serozadan olusmaktadir.

» Tunika muskularis; sirkiiler ve longitudinal seyirli iki kas tabakasindan olusmaktadir.

Longitudinal kas lifleri, kolonun en disinda ve kolon boyunca uzanarak tenya omentalis,
tenya libera, tenya mesokolika adi verilen yapilari olusturmaktadir. Sirkiiler kas lifleri ise
haustra adi verilen keselenmeleri meydana getirmektedir. Haustralar, pilika
semilunarisler araciligi ile birbirinden ayrilmaktadir. Auerbach pleksusu muskuler

tabakada yer almaktadir (Kierszenbaum, 2006).

2.1.2. Kolon fizyolojisi

Kolonun gorevleri arasinda su ve elektrolitlerin emilimi ve salgilanmast ile siv1 ve elektrolit

dengesinin saglanmasi, kolon bakterileri tarafindan iiretilen vitaminlerin emilimi, sindirim



artiklarinin depolanmasi ve disar1 atilmasi yer almaktadir (Erdogan ve Lee, 2020).
Kolondaki hareketler olduk¢a yavas ve sirkadiyen niteliktedir. Motilitenin ndrohumoral
kontrolii santral SSS ve enterik sinir sistemi (ESS) araciligi ile gergeklesmektedir. Kolondaki
kasilmalar karistirict (haustral) ve ilerletici (kitle) hareketler olarak iki sekilde
incelenmektedir. Karistirict hareketler; genis sirkiiler kasilmalar ve longitudinal kaslar tenya
koli adi verilen uzunlamasina seritlerde toplanarak gergeklesen kasilma seklidir.
Longitudinal ve sirkiiler kaslarin eszamanli kasilmasi, haustralar olusturarak kolona pargali

bir goriiniim vermektedir (Guyton, 1998).

2.1.3. Kolon innervasyonu

Kolon, ekstrinsik olarak otonom sinir sistemi (OSS) ve intrinsik olarak ESS tarafindan
innerve edilmektedir. Kolonun ekstrinsik innervasyonu, TS5 ila L2 diizeylerinden
kaynaklanan sempatik sinirler, dorsal vagustan gelen parasempatik sinirler ve S2-S4 pelvik
sinirler araciligiyla saglanmaktadir. Sempatik inervasyon proksimal kolonda ¢6lyak pleksus
ve superior mezenterik pleksus (T11-T12), sol kolonda inferior mezenterik peksus (L1-2) ve
rektumda lumbar splenik sinirler ile superior ve inferior hipogastrik pleksus ile
saglanmaktadir. Sempatik sinir sistemi, kolonda kan akimini, sekresyonlar: ve kolon motor
aktivitesini baskilayict etki gostermektedir. Parasempatik innervasyon S2-S4 vertebral
sinirler ile saglanmaktadir. Cekum, ¢ikan kolon, transvers kolonda vagus siniri; inen kolon,
sigmoid, rektumda ise pelvik S1-S3 pleksusundan koken alan splanknik sinirler ile
gerceklesmektedir. Parasempatik sinirler sekresyonlari ve peristaltizmi arttirmaktadir

(Erdogan ve Lee, 2020).

Enterik sinir sistemi, GIS’te bulunmakta ve beyin ile omurilikten bagimsiz aktivite
gostermektedir. ESS, longitudinal ve sirkiiler kas tabakalar1 arasindaki myenterik/Auerbach
pleksusu ve submukozadaki submukozal/Meissner pleksusu ile bu pleksuslarla iletisimde
bulunan ¢ok sayida noérondan olusmaktadir (Spencer ve Hu, 2020; Wiskur ve Greenwood-
Van Meerveld, 2010). Myenterik pleksus kas hareketlerinin diizenlenmesinden sorumlu
iken, submukozal pleksus salgi ve lokal kan akiminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Asetikolin ve tasikininler (P maddesi, nérokinin A/B), muskarinik M2 ve M3 reseptor
agonistleri, gastrin gibi uyarici norotransmitterler iken; nitrik oksit (NO), vazoaktif intestinal
polipeptit (VIP), néropeptit Y ve adenozin trifosfatin (ATP) gibi inhibitér nérotransmitterler

gevsemeyi diizenlemektedir (Wiskur ve Greenwood-Van Meerveld, 2010).



2.2. Ratlarda Kolon Anatomisi

Ratlarin GIS anatomisi ile insan anatomisi benzerlik gostermektedir. Ileumdan sonra biiyiik
bir ¢ekum bulunmaktadir. Ratlarda iliogekal valv yoktur. Cekum 6-9 santimetre uzunlukta,
kolonun en genis kismini olusturmaktadir. Cekumu kolon ve rektum takip etmektedir.
Kolonun ortalama 21-24 c¢cm uzunlugundadir. Makroskopik olarak ayirt edilebilen tenya
yapist yoktur. Rektum pelvik taban igerisinde yerlesmistir. Kolon, mukozal oblik pililerin
bagirsak uzun eksenine paralel hale gelmesiyle diger segmentlerden ayirt edilir. Insandan
farkli olarak, kolonun neredeyse tamami hareketli olup, visseral peritonla kaplidir (Sharp ve

LaRegina, 1998).
2.3. Hidrojen Siilfiir (H2S)

Cevresel bir toksin olarak kesfedilen HzS ile ilgili yapilan aragtirmalar, 6ncelikle toksikoloji
alaninda insan viicuduna etkilerinin ve etki mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik
olmustur. Toksikoloji aragtirmalarin1 bakteriler, bitkiler ve memeli olmayan canlilarda
endojen iiretiminin gosterilmesi izlemistir. Son 20 yilda yapilan pek ¢ok aragtirma, H2S’nin
memeli hiicre ve dokularinda endojen sentezlenen, fizyolojik ve patolojik pek ¢ok
biyokimyasal yolakta rol oynayan gaz formunda bir sinyal molekiilii oldugunu ortaya

koymaktadir (Cirino, Szabo ve Papapetropoulos, 2023).
2.3.1. Hidrojen Siilfiir’iin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Hidrojen siilfiir renksiz, keskin kokulu, zayif asidik yapida (pKa=6,98) kaynama noktasi
-60°C olan bir gazdir (Reiffenstein, Hulbert ve Roth, 1992). Fizyolojik pH’de iigte biri
¢Oziinmemis, lgte ikisi ise iyonize hidrosiilfid anyonu (HS") halinde bulunmaktadir
(Reiffenstein, Hulbert ve Roth, 1992). Yiiksek alkali pH ortamda, HS’in siilfid anyonuna
(S?) daha fazla ayrisarak H,S meydana gelmektedir. Bu nedenle S2, fizyolojik kosullarda
ihmal edilebilir diizeydedir. H2S lipofilik ¢ozeltilerde yiiksek ¢oziiniirliik gostermekte, bu
ozellik H2S’nin membranlari kolay geg¢mesini saglayarak otokrin ve parakrin etki

gostermesine aracilik etmektedir (Reiffenstein, Hulbert ve Roth, 1992; Wang, 2002).



2.3.2. Hidrojen Siilfiir’iin endojen sentezi ve metabolizmasi

Hidrojen siilfiir metabolizmada enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla
sentezlenmektedir. Sentezini sistatyonin beta sentaz (CBS), sistatyonin gama liyaz (CSE),
3-merkaptopiruvat silfiir transferaz (3-MST) ve sistein amino transferaz enzimi (CAT)
enzimleri tarafindan katalize edilen reaksiyonlar sonucu olusmaktadir (Abe ve Kimura,
1996; Kolluru ve digerleri, 2013).

> Sistatyonin beta sentaz (CBS): insan 21. kromozomunda yer alan gen tarafindan

kodlanan, tetramerik yapida, 63kDa agirliginda, her alt birimi 551 aminoasit iceren
polipeptit yapida bir enzimdir (Avramopoulos ve digerleri, 1993; Fiorucci ve digerleri,
2006; Munke ve digerleri, 1988). Piridoksal 5-fosfat (P5P) bagimli olan CBS enziminin
substratlar1 L-sistein ve homosisteindir (Braunstein, Goryachenkova ve Lac 1969; Kabil
ve Banerjee, 2014). Allosterik aktivatorii olan S-adenozin metiyonin (SAM) aktivitesini
3 kat arttirmaktadir (Finkelstein ve digerleri, 1975). Esas olarak SSS, karaciger, bobrek
ve pankreasta eksprese edilmektedir (Abe ve Kimura, 1996; Bao ve digerleri, 1998; Kabil
ve digerleri, 2011; Tamizhselvi, Moore ve Bhatia, 2007). Aminooksiasetik asit (AOAA)
tarafindan inhibe edilmektedir (Dunn ve digerleri, 2016).

> Sistatyonin gama liyaz (CSE): Insan 1. kromozomunda yer alan gen tarafindan kodlanan
iki izoformu olan tetramerik yapida, P5P bagimli bir enzimdir (Dunn ve digerleri, 2016).
Enzim aktivitesi, kalmodulin ile etkilesim yoluyla diisiik hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri ile
diizenlenmekte iken yiliksek konsantrasyonda kalsiyum ile enzim aktivitesi
baskilanmaktadir (Mikami ve digerleri, 2013). Ilk olarak CSE, L-sistein’i H»S, piriivat ve
amonyum iyonlarina hidrolize etmektedir. Diger bir reaksiyonla da L-sistein’in
tiyosistein, piriivat ve amonyum doniisiimiinii katalize etmektedir (Qu ve digerleri, 2008).
Tiyosisteinden daha sonra tekrar H>S ve L-sistein olusmaktadir. (Qu ve digerleri, 2008).
CSE, DL-proparjilglisin (PAG) ile inhibe olmaktadir (Marcotte ve Walsh, 1975).

> 3-Merkaptopiruvat siilfiirtransferaz (3-MST) ve sistein amino transferaz (CAT): CAT ve
3-MST enzimleri hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadir. 3-MST, CAT ile

birlikte calisarak 3-merkaptopiriivattan (3-MP), HoS olusumunu katalize etmektedir
(Dunn ve digerleri, 2016). CAT, oncelikle a-ketoglutarat ve L-sistein’i 3-MP’ye
doniistiirmekte; ardindan 3-MP’den 3-MST ile HoS olusmaktadir (Dunn ve digerleri,



2016). 3-MST’nin kofaktori ¢inkodur, CAT’in kofaktérii ise P5P’dir (Jimenez ve
digerleri, 2017). 3-MST memeli dokularda yaygin olarak bulunmaktadir (Cirino, Szabo
ve Papapetropoulos, 2023). Adrenal kortekste yiiksek aktivite gosterirken eritrositlerde
de bulundugu bildirilmistir (Taniguchi ve Kimura, 1974; Vitvitsky ve digerleri, 2015).

Hidrojen siilfiir’iin katabolizmasinda rol oynayan mekanizmalar; ekspirasyon, oksidasyon,
metilasyondur. H.S esas olarak mitokondride gergeklesen oksidasyon reaksiyonlariyla
eliminasyona ugramaktadir (Beauchamp ve digerleri, 1984; Zaorska ve digerleri, 2020). Bir
diger katabolizma reaksiyonu metilasyondur. Oksidasyondan farkli olarak metilasyon
sitoplazmada gerceklesmekte, son iiriin olarak metanetol (CH3SH) olusmaktadir (Wang,
2012). H>S’nin bir kismi ekspirasyonla viicuttan atilirken, bir kismi siilfhemoglobini
olusturmak tizere methemoglobinle reaksiyona girerek kandan uzaklastiriimaktadir (Kolluru

ve digerleri, 2013; Wang, 2012).
2.3.3. Hidrojen Siilfiir’iin organ sistemleri iizerindeki etkisi

Hidrojen siilfiir, SSS’de anlamli miktarda sentez edilmektedir ve ndorotransmisyon ile
néromodiilasyonda énemli etkileri olan bir sinyal molekiiliidiir (Wang, 2012). H.S sentez
enzimi CBS’nin, memeli beyin dokusunda hipokampiis ve serebellumda, 6zellikle astrosit
ve mikroglialarda eksprese edildigi bildirilmistir (Enokido ve digerleri, 2005; Hu ve
digerleri, 2007; Kimura, 2002; Kimura, 2010). H2S’nin, beyinde 6nemli bir nérotransmitter
olan glutamatin santral etkilerine aracilik eden N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri
tizerindeki direkt etkisi bilinmemekle birlikte, NMDA reseptor aracili yanitlar segici
arttirarak sigan hipokampiis dokusunda sinaptik plastisitenin en sik formu olan uzun dénem
gliclendirilmis potansiyelin indiiksiyonunu (long term potentiation-LTP) kolaylastirdig:
bildirilmistir (Abe ve Kimura, 1996; Kimura, 2000; Kimura, 2002; Kimura, 2010; Lynch,
2004). Ote yandan H,S, yiiksek konsantrasyonlarda hipokampal sinaptik gegisi inhibe
ederek hafiza ve 6grenme fonksiyonlarinda azalmaya yol agabilmektedir (Abe ve Kimura,
1996; Wang, 2012). HzS, protein kinaz A (PKA) aktivitesini artirarak adenilat siklazi (AC)
aktive ederek siklik adenozin mono fosfat (cAMP) firetimini artirmaktadir. Bu durum,
NMDA reseptorlerinin fosforilasyonu sonucu NMDA reseptor aktivasyonuna ve buna bagl
olarak postsinaptik uyaricit yanitlar olusmasini saglamaktadir (Abe ve Kimura, 1996;
Kimura, 2000). Mevcut veriler H2S nin, NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonunda rol

oynayarak norodejeneretif hastaliklarin patogenezinde etkili olabilecegini desteklemektedir
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(Kimura, 2000). Ayrica noronlarda, mikrogliallar ile astrositlerde hiicre i¢i Ca*® ve pH
homeostazinin diizenlenmesine katki saglamaktadir (Lee ve digerleri, 2006; Lu ve digerleri,
2010). Literatiirdeki ¢alismalar H2S nin, Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi
(PD), travmatik beyin hasar1 ve iskemik inme gibi SSS hastaliklarinda antioksidan,
anti-inflamatuar ve antiapoptotik etkileri ile potansiyel terapétik rol oynayabilecegini
desteklemektedir (Zhang ve Bian, 2014).

Endojen H2S’nin KVS’de, damar diiz kas tonusu, inotropik/kronotropik etkiler, hiicre
proliferasyonu ve anjiyogeneze olan etkileri bilinmektedir (Nagpure ve Bian, 2016; Wang,
2012; Wu, Hu ve Zhu, 2018). Kalp yetmezliginde, H2S’nin farkli sinyal yolaklarina olan
etkisi ile reaktif oksijen radikallerinin (ROS) olusumunu, iskemi reperfiizyon (IR) hasarini
ve renin saliverilmesini azaltarak kalp dokusunda koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir
(Kondo ve digerleri, 2013; Liu ve digerleri, 2014; Nicholson ve digerleri, 2013; Wu ve
digerleri, 2015). Calismalar, H2S nin farkli damar diiz kaslarinda gevsetici etkisi oldugunu
gostermektedir (Wang, 2012). Spontan hipertansif sican aortasinda CSE mRNA ve H»S
seviyelerinin diisik oldugu saptanmis ve H>S/CSE’nin kan basincinin diizenlenmesinde
endojen bir faktor olabilecegi bildirilmistir (Yan, Du ve Tang, 2004). CSE geni silinmis
olan farelerde, yasa bagli hipertansiyon gelisimi, H2S’nin damar gevsemesine ve kan basinci
regililasyonuna katki sagladigin1 desteklemektedir (Yang ve digerleri, 2008). Sigan torasik
aortasinda, H2S’nin in vitro gevsetici etki gosterdigi ve bu etkinin Katp kanallari araciligr ile
gergeklestigi bildirilmistir. Ayni ¢alismada, intravendz H2S uygulamasmin ortalama kan
basincini gegici olarak azalttigi saptanmistir (Zhao ve digerleri, 2001). Sigan torasik aorta
diiz kasinda, L-sistein’in konsantrasyona bagimli olarak gevsetici etki gosterdigi, NaHS nin
cGMP seviyelerini arttirdigi, PAG ile CSE inhibisyonunun ise NO donorii ile olusan cGMP
seviyelerindeki artis1 azalttigi saptanmustir (Bucci ve digerleri, 2010). H2S'nin mitokondri
fonksiyonlarini koruyarak kalbi IR hasarindan da korudugu bildirilmistir (Elrod ve digerleri,
2007). ApoE geni silinmis, yiiksek kan lipit degerlerine sahip ateroskleroz gelisen farelerde,
H2S seviyesinin azaldigi, CSE ekspresyonunun ise arttig1 tespit edilmistir. NaHS uygulanan
farelerin aort kokiinde olusan ateroskleroz plak kalinliginin azaldigi, H2S sentez inhibitorleri

ile arttig1 gozlemlenmistir (Wang ve digerleri, 2009).

Hidrojen siilfiiriin, glutatyon iretimini arttirarak ve glutatyonun mitokondriyal
translokasyonunu kolaylastirarak hiicreleri oksidatif hasardan korudugu tespit edilmistir
(Kimura ve Kimura, 2004; Kimura, Goto ve Kimura, 2010). Endojen H2S seviyesi, H2S’ nin
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inflamatuar ya da anti-inflamatuar etkisini belirleyen temel faktordiir. Arka penge ddemi
olusturulan si¢anlarda, H2S dondrleri ile damar endoteline 16kosit infiltrasyonu ve yapigmasi
ve 0dem olusumunun baskilandigi, bu etkinin K kanal aracili gergeklestigi saptanmistir
(Zanardo ve digerleri, 2006). Septik ve endotoksik sokta CBS, CSE ve H»S seviyelerinin
arttig1l, PAG varliginda ise bu molekiillerin diizeylerinin azaldig1 ve sagkalimin arttigi tespit
edilmistir (Hui ve digerleri, 2003; Li ve digerleri, 2005; Zhang ve digerleri, 2006). Sepsis
modeli olusturulan farelerde PAG varliginda proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin
azalirken, eksojen H2S uygulamasi ile arttigi ve ERK kinaz yolagi ile H2S nin iliskili oldugu
saptanmistir (Zhang, Moochhala ve Bhatia, 2008).

Genitouriner sistemde, farkli memeli tirlerinde mesane diiz kas tabakasinda H»S sentez
enzimlerinin varligi immiin histokimyasal olarak tespit edilmistir (Fernandes ve digerleri,
2013; Gai ve digerleri, 2013; Matsunami ve digerleri, 2012). H>S’nin insan ve sigan mesane
diiz kasinda gevsetici etki gosterdigi ve bu etkinin Katp kanal inhibitorii glibenklamid ile
inhibe oldugu saptanmigtir (Gai ve digerleri, 2013). H2S’nin erektil fonksiyona potansiyel
etkisi, primatlarda intrakavern6z uygulanan NaHS enjeksiyonunun kavernéz basinci
arttirmasi ile saptanmistir. Ayni ¢alismada, Siganlara intravenoz olarak uygulanan PAG’in
elektriksel alan uyarisi (EAU) ile olusan kavernoz basing artisini azalttigi saptanmis ve
endojen H2S'nin néronal penil ereksiyonu kolaylastirmada bir rolii olabilecegi bildirilmistir
(Srilatha, Adaikan ve Moore, 2006). NaHS, izole insan korpus kavernozum dokusunda
fenilefrin kasilma yanitlarin1 konsantrasyona bagimli olarak inhibe ettigi saptanmistir. Ayni
calismada PAG veya AOAA varliginda, EAU aracili kasilma yanitlari iizerine L-sistein’in
gevsetici etkisinin azaldigi bildirilmistir. Bu bulgular H2S’nin insan korpus kavernozum diiz
kas gevsemesinde H2S’nin rol oynadigini desteklemektedir (d'Emmanuele di Villa Bianca
ve digerleri, 2009).

Sican gebe veya gebe olmayan uterus dokusunda CBS ve CSE’nin varligi gosterilmis,
H2S’nin diizenleyici rol oynadigi saptanmistir (Cirino, Szabo ve Papapetropoulos, 2023).
H2S’nin uterus diiz kasinda hipoksiye bagli olusan kasilma yanitlar1 iizerinde iyilestirici
etkisi oldugu saptanmustir (Zetler, 1951). L-sistein’in, dogum yapmayan ve dogum yapan
insan miyometriyum dokusunda spontan kasilmalarin genliginde konsantrasyona bagiml
olarak azalmaya neden oldugu ve bu azalmanin Katp kanallarinin modiilasyonu ile

gergeklestigi bildirilmistir (Raoof, Ojani ve Beitollahi, 2007).
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2.3.4. Hidrojen Siilfiir’iin gastrointestinal sistem etkileri

Hidrojen siilfiir, GIS’te pro/anti-inflamatuar, sekretuar, barsak motilitesi, oksidatif stres,
noromodiilasyon, vaskiiler tonus, inflamatuar barsak hastaliklari, malignite gibi pek ¢ok
fizyopatolojik siirecte rol oynamaktadir (Wang, 2012). Memelilerde GiS’te farkl1 tip
hiicrelerde CSE, CBS ve 3-MST’ye ait mRNA’lar saptanmistir (Cirino, Szabo ve
Papapetropoulos, 2023). Sigan, fare ve saglikli insan kolonunda CSE ve CBS bulundugu
tespit edilmistir (Martin ve digerleri, 2010). Kobay ve insan kolon ESS hiicrelerinde CSE ve
CBS’nin ekspresyonu ve H2S’nin kolonda sekretuar rol oynadigi bildirilmistir (Schicho ve
digerleri, 2006).

Endojen HS donodrlerinin, deneysel olarak olusturulan IR modellerinde, mide
mukozasindaki akut hasarin azaldigi ve inflamatuar belirteglerinin diizeylerinin diistiig,

ayrica barsak mukozasinda mitokondri disfonksiyonunun sinirlandigi bildirilmistir (Liu ve

digerleri, 2012; Mard ve digerleri, 2012).

Sican gastrik mukozasinda CSE ve CBS’nin eksprese oldugu ve CSE’nin daha baskin olan
enzim oldugu saptanmistir. Ayni ¢alismada, H2S’nin mukoza kan akisini diizenleyerek,
aspirin kullanimina bagli olarak azalan mukoza kan akimini iyilestirdigi ve gastrik mukozal
biitlinliigii sagladigi, ayrica 16kositlerin adezyonunu azalttig: bildirilmistir. Bu etkilerin Katp

kanal aktivasyonu araciligiyla gerceklestigi tespit edilmistir (Fiorucci ve digerleri, 2005).

Endojen H2S’nin bir diger &nemli fonksiyonu GIS motilitesinin diizenlenmesidir.
Literatiirdeki pek ¢ok ¢alisma, H2S nin GIS motilitesini azaltic1 etkisine dikkat cekmektedir.
Ornegin, domuz mide diiz kasinda NaHS’ nin diisiik konsantrasyonda ¢ift yonlii bir etki
gosterdigi, tonik kasilmalart indiiklerken spontan kasilmalarin amplitiidiinii 6nemli 6l¢iide
azalttig1 saptanmistir (Zhao ve digerleri, 2009). Tavsan alt 6zofagus sfinkter diiz kasinda,
H2S’nin EAU aracili nérojenik kasilma yanitlarin1 azaltarak motiliteyi azalttigi, bu etkinin
sinir terminallerindeki ndrotransmisyon araciligiyla olabilecegi bildirilmistir (Kara ve
digerleri, 2016).

Insan ve sican mide fundus myenterik pleksus noronlarinda ve mide diiz kas hiicrelerinde
CSE ve CBS’nin eksprese edildigi, H>S nin mide diiz kas dokusunda spontan kasilmalari

inhibe ettigi ve EAU aracili nérojenik gevseme yanitlarini arttirdigr bildirilmistir. Ayrica,
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AOAA ile mide diiz kas dokusundaki EAU aracili nérojenik gevseme yanitinin azaldigi
saptanmigtir (Xiao ve digerleri, 2015). Fizyolojik konsantrasyonlarda H2S’nin si¢anlarda
mide ve jejenum diiz kas dokusunda spontan kasilmalari, kasilma frekansini ve amplitiidiinii
azaltarak inhibe ettigi gosterilmistir (Shafigullin ve digerleri, 2014). NaHS’ nin domuz ileum
sirkiiler diiz kas dokusunda, asetilkolin aracili kasilma yanitlarin1 azalttigi bildirilmistir
(Hosoki, Matsuki ve Kimura, 1997).

Hidrojen Siilfiir’tin kolon motilitesine etkisi

Kolon motilitesi, temel olarak ESS tarafindan diizenlenmektedir. GIS noromiiskiiler
tabakasinda bulunan noronlar ve efektor diiz kas hiicreleri, motilitenin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir (Linden, 2014). Kolon bakterileri tarafindan tiretilen az miktarda
H>S liimenden subepitelyal alana gegebilmektedir (Wallace, Ferraz ve Muscara, 2012).
Hiicresel diizeyde metabolizmada etki gosteren H>S, biiyliik oranda endojen sentez
edilmektedir. H2S’nin kolonda bulunan epitel hiicrelerde, enterik néronlarda ve diiz kas
hiicrelerinde endojen sentezlendigini bildiren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Gil, Gallego ve
Jimenez, 2011; Hennig ve Diener, 2009; Linden ve digerleri, 2008; Liu ve digerleri, 2013;
Martin ve digerleri, 2010; Schicho ve digerleri, 2006). Literatiirde sunulan caligmalar,
H>S’nin kolonda motilite, sekresyon ve inflamasyon gibi siireglerde rol oynadigini ortaya
koymaktadir (Schicho ve digerleri, 2006; Wang, 2012).

Sigan kolonunda yapilan bir ¢alismada H2S’nin, diisiik frekansh kasilma yanitlarini azalttigi,
yiiksek frekansli kasilma yanitlar tizerine etkisi olmadigi saptanmistir (Gil, 2013). Sican
kolon diiz kasinda yapilan bir bagka ¢alismada, CSE ve CBS inhibitérlerinin H2S sentezini
azaltarak diiz kas hiicrelerinde depolarizasyona ve kasilma sikliginda artisa yol agtigi
bildirilmistir (Gil, Gallego ve Jimenez, 2011).

Insan kolonunda yapilan bir ¢alismada, NaHS nin konsantrasyona bagl olarak, nitrerjik ve
piirinerjik olmayan ortamda EAU aracili kasilma yanitlarint anlamli sekilde azalttig
saptanmistir. Ayni ¢alismada, PAG ve AOAA’nin diiz kas dokusunda membran
depolarizasyonunu ve spontan kasilmalarin tonusunu gegici olarak arttirdigr bildirilmistir
(Martinez-Cutillas ve digerleri, 2015). Ug farkli memeli tiiriinde (fare, sican, insan) yapilan
bir calismada, NaHS nin GIS motilitesi {izerindeki etkileri arastirilmis ve NaHS nin jejenum

ve kolon diiz kas dokusunda spontan kasilmalar1 inhibe ettigi saptanmistir (Gallego ve
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digerleri, 2008). Kronik stres modeli olusturulmus siganlarda, kolon motilitesinin arttigi ve
defekasyon sikligindaki artis ile birlikte, CSE ve CBS ekspresyonunun down regiile oldugu,
HoS diizeyinin azaldigi saptanmistir. Ayni ¢alismada, NaHS’nin konsantrasyona baglh
olarak, longitudinal ve sirkiiler kas dokularinda spontan kasilmalar1 azalttig1 saptanmistir
(Liu ve digerleri, 2013). Bir diger ¢alismada, si¢can kolon diiz kas dokusunda, NaHS nin
konsantrasyona bagli olarak spontan kasilmalari inhibe ettigi, NaHS’ nin inhibe edici
etkisinin dogrudan diiz kas tizerindeki etkilerle ger¢eklestigi bildirilmistir (Quan ve digerleri,
2015). Ayrica, irritabl barsak sendromunu taklit eden bir model olan kolorektal distansiyon
olusturulan siganlarda, abdominal geri ¢ekme refleksi ile degerlendirildiginde NaHS nin
kolonda nosisepsiyonu azaltarak anti-nosiseptif etki gosterdigi tespit edilmistir (Distrutti ve
digerleri, 2006).

2.5. Nitrik Oksit (NO)

NO, 18.yiizyilda Joseph Priestly tarafindan renksiz bir gaz olarak kesfedildikten uzun yillar
sonra, 1980’lerde endotel kaynakli 6nemli gevsetici bir faktor olarak saptanmistir (Furchgott
ve Zawadzki, 1980; Idrizaj ve digerleri, 2021). Hiicre i¢i ve hiicreler arasi bir¢ok fizyolojik
ve patolojik olayda sinyal molekiilii olarak 6nemli rol oynamaktadir (ldrizaj ve digerleri,
2021; Lei ve digerleri, 2013).

Nitrik oksit, nitrik oksit sentazlarin (NOS) katalizledigi bir reaksiyonla, NADPH ve O>
varliginda L-arginin amino asidinden sentezlenir ve bu reaksiyon yan iiriinii olarak L-sitriilin
olusur (Nowaczyk ve digerleri, 2021). nNOS baslica kardiyak miyositlerin sarkoplazmik
retikulumunda, otonom néronlarda, gangliyonlarda ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde; eNOS
endotel hiicreleri, kardiyak miyositlerde ve trombositlerde; iNOS ise 16kositler, endotel
hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri, kardiyak miyositler, sinir hiicreleri ve fibroblastlar gibi
bir¢ok hiicre tipinde bulunmaktadir (Balligand ve digerleri, 1994; Balligand ve digerleri,
1995; Schwarz, Kleinert ve Forstermann, 1999; Wallerath, Gath ve digerleri, 1997; Wilcox,
ve digerleri, 1997, Xu ve digerleri, 1999). Artan hiicre ici Ca*? seviyeleri eNOS ve nNOS
aracili NO olusumunu arttirirken, iNOS aracili NO olusumu Ca*? bagimsiz olarak
gerceklesmektedir (Mungrue ve digerleri, 2003). NO’nun yar1 émrii oldukg¢a kisadir ve
membranlar1 reseptorden bagimsiz olarak kolaylikla gegebilme oOzelligine sahiptir.
Eslesmemis elektronu olan NO, ayni zamanda radikal bir molekiil olarak metaller igin

onemli bir ligand gorevi gormektedir. Hemoglobin ve siiperoksit anyonlariyla reaksiyona
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girerek hizla metabolize olur ve metabolizmasi1 sonucunda nitrit ve nitratlar olusmaktadir
(Lowenstein, Dinerman ve Snyder, 1994; Lundberg, Weitzberg ve Gladwin, 2008). Yiiksek
konsantrasyonlardaki sitotoksik etkisi nedeniyle septik sok, kardiyak disfonksiyon, agri,
diyabet ve kanser gibi bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde rol oynamaktadir (Nowaczyk ve
digerleri, 2021). NO, ¢6ziiniir guanilat siklaz (SGC) yapisinda bulunan heme molekiilii ile
etkilesime girerek enzimi aktiflestirir ve bunu sonucunda siklik guanozin monofosfat
(cGMP) olusur. NO'ya yanit olarak cGMP'deki artis, cGMP'ye bagimli protein kinazlar ve
iyon kanallar1 dahil olmak tizere gesitli reseptorleri etkilemektedir (Francis, Busch ve
Corbin, 2010; Lei ve digerleri, 2013).

Nitrik oksit, GIS gevsemesinde rol oynayan, enterik inhibitér ndronlardan saliverilen,
adrenerjik ve kolinerjik olmayan (non-adrenerjik ve non kolinerjik/NANK) sistemdeki
onemli bir ndrotransmiterdir (Sanders ve Ward, 2019). Ikinci sinyal molekiilii protein
kinaz G (PKG) NO’nun GIS motilitesi iizerindeki etkilerine aracilik eden &nemli bir
mekanizmadir ve proteinlerin fosforilasyonunu saglar (Pfeifer ve digerleri, 1998). sGC geni
silinmis farelerde yapilan bir ¢alismada, ince barsakta nitrerjik sinyal yolaklarinin etkileri
aragtirilmis ve NO/CGMP/PKG yolaginin GIS diiz kas tonusunun belirlenmesinde temel
sinyal yolagi oldugu tespit edilmistir (Dhaese ve digerleri, 2009). Fare duodenumunda
yapilan EAU aracili nérojenik kasilma yanitlar1 lizerine NO’nun gevsetici etkisinin
arastirlldig1 bir baska ¢alismada, birbirinden bagimsiz olarak sGC ve kalsiyum bagimli K*
kanallar1 araciligiyla gerceklestigi bildirilmistir (Serio, Zizzo ve Mule, 2003).

Nitrik oksit, GiS’te fizyolojik islevlerin siirdiiriilmesi igin kritik 6neme sahiptir. Saglikli
gonillillerde, intravenéz uygulanan L-NAME’in duodenum ve jejenumda yapilan
manometrik oSlglimlerde, ince barsagin maksimum yavas dalga frekansindaki patlama
seklindeki erken faz 3 aktivitesine yol agarak barsak hareketliligini arttirdigi ve NO’nun
motilitedeki roliinii destekledigi saptanmistir (Russo ve digerleri, 1999). Siganlarda
intraperitoneal olarak uygulanan L-NAME’in proksimal kolon diiz kas kasilmalarini anlamli
sekilde arttirdigi bildirilmistir (Li ve digerleri, 2002). Malignite nedeni ile kolon rezeksiyonu
yapilan hastalarin saglikli kolon diiz kas dokusunda glukagon iliskili peptid1’in NO’nun
ndronal salinimini baskilayarak kolon motilitesinde inhibitor etki gosterdigi saptanmigtir
(Amato ve digerleri, 2014). Ayrica ndoronal NO’nun, sican kolon diiz kasinda
hiperpolarizasyon olusturarak spontan motiliteyi inhibe ettigi bildirilmistir (Gil ve digerleri,

2010).
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2.6. Hidrojen Siilfiir ve Nitrik Oksit Etkilesimi

NO ve H>S, endojen olarak sentezlenen, organizmada pek ¢ok fizyolojik siirecte rol oynayan,
gaz yapisindaki sinyal molekiilleridir. Spesifik membran reseptorlerine ihtiya¢ duymadan
hiicre membranlarindan serbest difiizyonla gegebilmektedir (Nagpure ve Bian, 2016). Her
iki molekiil, birbirlerinin sentezini de igeren birgok sinyal yolaginda etkilesime girmektedir
(Wu, Hu ve Zhu, 2018). Sigan damar diiz kas hiicrelerinin NO dondrii ile inkiibasyonu
sonucu, CSE transkripsiyonunda ve endojen HaS iiretiminde artig saptanmistir (Zhao ve
digerleri, 2001). Ote yandan, lipopolisakkarit uygulanan siganlarda karaciger ve bdbrek
dokusunda CSE mRNA seviyelerinde artis1 oldugu, NO dondrii ile konsantrasyona bagli

olarak bu artigin inhibe oldugu tespit edilmistir (Anuar ve digerleri, 2006).

H>S, okside NO formlarini indirgemekte ve bu reaksiyon sonucu ara iiriin olarak tiyonitroz
asit (HSNO) olusmaktadir. HSNO, redoks sensorii olma ve metabolik aktivitelerin
diizenlenmesi gibi 6zelliklere sahiptir. Ayrica, HSNO ve H>S’nin reaksiyon sonucu olusan
nitroksil (HNO), kardiyovaskiiler etkiler gostererek miyositlerin kasilmasini ve damar diiz
kas tonusunun diizenlenmesini saglamaktadir (Tocchetti ve digerleri, 2011; Wang, 2012;
Wu, Hu ve Zhu 2018; Yong ve digerleri, 2010).

Nitrik oksit ve H2S’nin, KVS’deki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, eNOS’un
inhibisyonunun H>S’nin damar diiz kas gevsetici etkisini ve hiicre proliferasyonunu yani
anjiyogenezi uyarict etkisini azalttigi saptanmistir. Ayni ¢aligmada, CSE geni silinmis
siganlarda, NO ile uyarilan cGMP diizeylerinin, anjiyogenezin ve asetilkolin ile indiiklenen

damar diiz kas gevsemesinin azaldig: tespit edilmistir (Coletta ve digerleri, 2012).

Cesitli galismalar L-NAME’in, H2S’nin kalp dokusundaki koruyucu etkisini anlamli
diizeyde azalttigini, NaHS’nin NO seviyelerini (miyokard ve serumda) arttirarak
izoproterenol ile olusturulan kardiyotoksisiteyi azalttigini ve H2S’nin eNOS yolagini
aktiflestirerek iskemik hasarda koruyucu etki gosterdigi ortaya koymaktadir (Pan ve
digerleri, 2006; Sojitra ve digerleri, 2012; Yong ve digerleri, 2008). Domuz torasik
aortasinda, sodyum nitroprussid (SNP) varliginda NaHS’nin giiglii bir gevseme yaniti
olusturdugu gosterilmistir. Ayni galismada, H2S nin, diisiik konsantrasyonlarda sigan torasik
aorta diiz kasinda NO’nun diiz kas gevsetici etkisini arttirdigi, her iki molekiiliin sinerjik etki

gosterdigi saptanmistir (Hosoki, Matsuki ve Kimura, 1997). Tavsan aort diiz kasinda ise L-
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sistein ve L-homosistein’in, NO aracili damar diiz kas gevsemesini ve CGMP seviyesindeki
artig1 inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu bulgular1 H2S nin, NO'nun damar diiz kasindaki etkisi
tizerinde inhibitor etkisi oldugunu desteklemektedir (Li, Liu ve Furchgott, 1997).

Sican korpus kavernozumunda yapilan bir ¢alismada, H2S'nin fizyolojik olarak eNOS
ekspresyonunu indiikleyerek NO sentezini arttirdiginin saptanmasi, H2S'nin NO'nun etkisini
arttirarak ereksiyon fizyolojisinde dnemli rol oynadigini gostermektedir (Meng, Ganesan
Adaikan ve Srilatha, 2013).

Kolorektal distansiyon ile olusturulan agri1 modelinin kullanildigi bir ¢alismada, H»S
donorlerinin Katp kanallar1 ve NO aracili anti-nosiseptif etkileri oldugu ve H2S’nin gevsetici
etkisinin NOS inhibisyonu ile geri dondiigii saptanmustir (Distrutti ve digerleri, 2006). Sigan
kolon diiz kasinda PAG’1n diiz kas depolarizasyonu ile spontan mekanik yanitlari arttirdigi
ve L-NAME varliginda artan yanitlarin devam ettigi saptanmstir (Gil, Gallego ve Jimenez,
2011). Domuz ileum diiz kasinda ise EAU aracili kasilma yanitlari tizerine NaHS ve sodyum
nitroprussitin (SNP) sinerjik inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir (Teague, Asiedu ve
Moore, 2002).

2.7. Potasyum Kanallari

Iyon kanallari, hiicre zari veya hiicre igi organellerin zarlarinda bulunan, segici
transmembran gecis gibi 6zel bir iglevlere sahip makromolekiiler protein yapilardir (Hille,
1986). K" kanallari, en fazla alt tipe ve en biiyiik ¢esitlilige sahip iyon kanali ailesidir.
Norotransmitter ve hormonlarin saliverilmesi, diiz kas hiicrelerinin kasilmasi, su ve elektrolit
dengesinin saglanmasi, en Onemlisi hiicrede aksiyon potansiyelin olusmasi ve hiicre
membran potansiyelinin stabilizasyonunda rol oynamaktadir (Alexander ve digerleri, 2013;
Curro, 2016; Jenkinson, 2006).

Potasyum kanallar1 segici olduklari iyon tiirleri, gegis mekanizmalar1 (aktivasyon veya
modiilasyon) ve molekiiler yapilaria gore; voltaj/ligand kapili (Kv), Ca*?-bagimli (Kca), ice
dogrultulu (Kir) ve iki gdzenekli (Kzp) olarak siiflandirilmaktadir. Ky kanallari membran
depolarizasyonu ile aktive olurken, Kca kanallar1 hiicre i¢i Ca*? artisina bagh olarak aktive
olmaktadir. Katp kanallar1 (Ki6), Kir kanal grubunun 6nemli bir {iyesidir ve hiicre ici ATP

konsantrasyonundaki azalmaya yanit olarak a¢ilmaktadir. Kalp, endokrin bezler, SSS’de
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bulunan Kj: kanallar1 G protein araciligiyla aktive olmaktadir. Kop kanallar1 sicaklik, pH,
mekanik stres gibi uyaranlardaki degisikliklere yanit vermektedir. Kanallarin etkinligi
ketokanazol (BKca), kromakalim (Katp) staurosporin (Kv) gibi K™ kanal agicilari veya
glibenklamid (Katp), 4-AP (Kv), iberiotoksin (BKca) gibi farmakolojik ajanlar ile
degismektedir (Alexander ve digerleri, 2013; Curro, 2016).

Kv kanallarindan, Ikv-hizl1 (A-tipi akimlar) ve Ikv-yavas (gecikmeli dogrultucu kanallar)
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. GIS’te bulunan A-tipi akimlar 4-AP’ye olduk¢a duyarl:
iken, TEA’ya kars1 direng gostermektedir (Curro, 2016). Ky kanallari, dinlenim membran
potansiyelinin, aksiyon potansiyelinin ve repolarizasyon fazina aracilik ederek hiicrelerin
uyarilabilirliginin diizenlenmesinde &nemli rol oynamaktadir (Curro, 2016). insanda
ozofagus, domuzda kolon, farede mide antrum ve kolon ve siganda ileum diiz kasinda Kv
kanallar1 bulundugu saptanmigtir (Amberg ve digerleri, 2002a; Amberg ve digerleri, 2002b;
Smirnov, Zholos ve Shuba, 1992; VVogalis ve Lang, 1994; Wade, Laurier ve digerleri, 1999).

Katp kanallar ilk olarak kardiyak miyositlerde tespit edilmis olup, farkli tiirlerdeki GiS
dokularinda (safra kesesi, mide, 6zofagus, kolon), mesane, iiretra gibi ¢esitli diiz kas
dokularinda da bulundugu bildirilmistir (Foster ve digerleri, 1989; Hatakeyama ve digerleri,
1995; Ito ve digerleri, 1992; Koh ve digerleri, 1998; Noma, 1983; Sim ve digerleri, 2002;
Yunoki, Teramoto ve Ito, 2003; Zhang ve digerleri, 1994). Koh ve arkadaslari, murin kolon
diiz kas dokusunda Katp kanallarinin varligini tespit etmisler ve bu kanallarin membran
dinlenim potansiyeli olusumu ile hiicrelerin uyarilabilirligine katkisi oldugunu, ayrica
membran potansiyelinin  ve uyarilabilirliginin  diizenlenmesinde rol oynadigini
bildirmislerdir (Koh ve digerleri, 1998).

Kca kanallari, norotransmitter saliverilmesi ve diiz kas kasilmasi gibi fonksiyonlarda
hiicrelerin uyarilabilirliginde 6nemli rol oynamaktadir (Curro, 2016). Yiiksek iletkenli
(BKca) kanallar, orta iletkenli (IKca) kanallar, kiigiik iletkenli (SKca) kanallar olarak
siniflandirilmaktadir. Insan kolon dokusunda, SK ve IK’larinin esas olarak enterik
noronlarda eksprese edildigi bildirilmistir (Chen ve digerleri, 2004). Kanin kolon diiz kas
dokusunda, BKca kanallariin kolon motilitesinde 6nemli bir rol oynadig: tespit edilmistir
(Carl ve digerleri, 1995). BKca kanal inhibitorlerinin, domuz mide antrum sirkiiler diiz kas1

ve domuz ileum longitudinal diiz kasinda depolarizasyonu indiikledigi, sinir uyarisi iliskili
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membran hiperpolarizasyonunu inhibe ettigi ve spontan aktiviteyi arttirdigi bildirilmistir

(Hong, Roan ve Chang, 1997; Suzuki ve digerleri, 1993).

2.8. Potasyum Kanallarimin Hidrojen Siilfiir’iin Etki Mekanizmalarindaki Rolii

Hidrojen siilfiir, fizyolojik etkilerini membranda bulunan iyon kanallarin modiilasyonu
araciliglyla membran potansiyelini ve membranin uyarilabilirligini  etkileyerek
gerceklestirmektedir (Cirino, Szabo ve Papapetropoulos, 2023). KVS’de, NaHS nin damar
diiz kas gevsemesini Katp kanal modiilasyonu araciligiyla gergeklestirdigini destekleyici
calismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda, Kate kanal inhibitorii glibenklamid ile gevseme
yanitlarinda inhibisyon saptanmistir (Cheng ve digerleri, 2004). Kalp diiz kasindaki Katp
kanallariin agilmasi, I/R hasarinda geri doniisiimsiiz olan miyokard hasarina kars1 koruyucu

olan iskemik 6n kosullanmanin 6nemli bir mekanizmasini olusturmaktadir (Gross ve Fryer,

1999).

Hidrojen siilfiir’iin domuz mide fundus diiz kas motilitesi lizerine ¢ift yonlii etkisi oldugu
saptanmigtir. NaHS nin diisiik konsantrasyonunda IKv kanallarinin inhibisyonu ve membran
depolarizasyonu  sonucu  kasilma  yamiti  gézlemlenirken, NaHS’nin  yiiksek
konsantrasyonunda ise Katp kanal aktivasyonu ve membran hiperpolarizasyonu sonucu
inhibisyon yanit1 olustugu saptanmustir (Zhao ve digerleri, 2009). Sigan jejenum sirkiiler diiz
kas preparatlarinda, NaHS’nin kasilma yanitlarin1 inhibe ettigi tespit edilmistir.
Glibenklamid varliginda NaHS’nin inhibisyon yaniti ortadan kalkarken, bazal spontan
kasilma yanitlarinin degismedigi saptanmistir (Nagao ve digerleri, 2012). Fare ve insan
kolon diiz kas dokusunda, NaHS ile spontan motor komplekslerde olusan inhibisyonun
biiylik 6l¢lide apamine duyarli kalsiyumla aktive olan K™ kanallar1 ve glibenklamide duyarl
Katp kanallar1 araciligi ile gergeklestigi bildirilmistir (Gallego ve digerleri, 2008). Farelerde
yapilan bir ¢alismada ise, H2S'nin Katp ve gegici reseptor potansiyeli V1 (TRPV1) kanallari
araciligiyla gastrik bosalmay1 arttirdig: tespit edilmistir (Medeiros ve digerleri, 2012).

Kolonda H2S’in gevsetici etkisinin K™ kanallar1 araciligiyla gergeklestigini bildiren gok
sayida ¢alisma mevcuttur (Distrutti ve digerleri, 2006; Gallego ve digerleri, 2008; Liu ve
digerleri, 2013; Nagao ve digerleri, 2012; Zhao ve digerleri, 2009). Insan ve sican kolonunda
diiz kas gevsemesinde Katp Ve SKca, rol oynayabilecegi bildirilmistir (Gallego ve digerleri,

2008). Sican kolonunda, NaHS’nin distansiyona bagli gelisen agriy1 inhibe ettigi, bu etkinin
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glibenklamid ile geri dondiirildiigli saptanmis; ayrica glibenklamidin NaHS ile olusan
spontan kasilma lizerindeki azaltic1 etkisini inhibe ettigi saptanmustir (Distrutti ve digerler,
2006). Farelerde prostaglandin F2 alfa (PGF2a) ile kasilan kolon diiz kasinda, NaHS nin
konsantrasyona bagli olarak gevseme yaniti olusturdugu ve bu gevseme yanitina Katp

kanallarmin katkis1 olmadig bildirilmistir (Dhaese, 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan desteklenen TDK-2022-8225
proje kodlu doktora tez calismasi Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan G.U.ET-22.082 onay alinarak gerceklestirilmistir. Calisma Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nde ve Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.
3.1. Deney Hayvanlan ve izole Distal Kolon Preparatlarimin Hazirlanmasi

Calismada 250-300 g agirligindaki 36 adet erkek sigan kullanilmistir. Sicanlar standart
laboratuvar kosullarinda [20+2°C, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik] tutularak ve su igmeleri
serbest, standart laboratuvar hayvan yemi ile beslenmistir. Sicanlar ketamin/ksilazin
(45 mg/kg-5 mg/kg, i.m.) ile anesteziye edildikten sonra karin orta hat bolgesinden agilarak
distal kolon kesilerek ¢ikarilmistir. Calismanin yapildigr distal kolon segmenti, anorektal
bolgeden 2cm Slglim yapilarak hep ayni bolge olacak sekilde ¢ikarilmistir. Disar1 alinan
dokular 37 °C’ye 1sitilmis %5 CO2, %95 O2 karisimi ile havalandirilan Krebs soliisyonu
bulunan petrilere konulup, petrilerde epidermal doku bag dokusu dokudan uzaklastirilmistir.
Uzerindeki mukoza tabakasi uzaklastirilan 2x10 mm boyutunda sirkiiler seritler halinde
kesilerek hazirlanmistir. Her bir kolon dokusundan 4 doku elde edildi ve her bir seritte ayri
maddelerin etkisi degerlendirilmistir. Krebs soliisyonu i¢eren 20 ml’lik organ banyosuna bir
ucu organ askisina bir ucu da transdiisere baglanarak yerlestirilmis ve izometrik kasilmalari
kaydedilmistir. Elektriksel Alan Uyaris1 (EAU) icin dokular iki platin elektrod arasina
vertikal olarak asilip, (16 Hz, 60 volt ve 1 ms) stimulatér ile degisen frekanslarda uyari
uygulanmigtir. Dokulara 1 g 6n gerim uygulandi ve 15 dakika ara ile banyolar yikanip 1 saat

dengelenmeye birakilmstir.
3.2. izole Organ Banyosu Sistemi

Dokular bir ucu organ askisina, bir ucu izometrik kasilmalar1 kaydetmek icin izometrik
kuvvet transdiiserine (MAY, FDT 10-A, COMMAT Ltd., Ankara, Tiirkiye) bagli olacak

sekilde Krebs soliisyonu igeren 20 ml’lik organ banyosuna yerlestirilmistir. Izometrik diiz
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kas kasilma ve gevsemeleri transdiiserler araciligir ile (BIOPAC, MP35 System Inc,
COMMAT Ltd., Ankara, Tiirkiye) kaydedilmistir.

3.3. Deney Protokolii

Dokulara deneylerin baslangicinda 1 g 6n gerim uygulanmis ve dokular yikanarak bir saat
dengelenmeye birakilmistir. Dinlenme ve dengelenme periyodundan sonra 80 mM
potasyum kloriir (KCI) ile seritlerin canliligi degerlendirilmis ve kasilma giicleri test

edilmistir.

Dinlenme periyodunun ardindan yapilan 6n deneylerde EAU i¢in uygun parametreler
belirlenmistir. EAU i¢in dokular iki platin elektrod arasina vertikal olarak ve elektrodlara
degmeyecek sekilde asilmistir. EAU ig¢in STPT 03 Stimiilatér (STPT 03, May Research
Stimulator; COMMAT Communication Co., Ankara, Tiirkiye) kullanilmistir. Bu ¢alismada
si¢an kolon seritlerinin EAU aracili nérojenik kasilma yanitlar1 120 saniye (S) aralikla 10 s.

stire ile 60 Volt (V), 1 milisaniye (ms) ve 16 Hertz (Hz) frekansta alinmistir.

Elektriksel alan wuyaris1 aracili kasilma yanitlari, sempatik sinir sisteminin ve
prostaglandinlerin etkisini ortadan kaldirmak i¢in, sempatik sinir sonlanmalarindan
noradrenalin saliverilmesini inhibe eden guanetidin (10 M) ve siklooksijenaz inhibitorii
indometazin (10° M) varliginda alinmustir. Guanetidin ve indometazin organ banyosuna

EAU aracili kasilma yanitlar1 elde edilmeden 20 dk. 6nce eklenmistir.

Ayr bir seri deneyde EAU aracili NO-bagimsiz kasilma yanitlar1 20 dk. Once organ
banyosuna guanetidin ve indometazin ile endojen nitrerjik sistemin etkisini ortadan
kaldirmak i¢in NOS inhibitérii L-NAME (10 M) de eklenerek ¢alisiimistir.

Her dokudaki kontrol kasilma cevaplar lizerinde sadece bir ilacin etkisi incelenmistir. Her
protokoliin sonunda EAU sistemi devre dis1 birakilarak dokular stabilizasyon amaciyla

1 saat boyunca yikanmuistir.
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3.3.1. EAU aracili norojenik kasilma yamitlarimin tammlanmasi

Distal kolon seritlerinde EAU kasilma yanitlar stabilize edildikten sonra, farkli dokulara
farkli agonist ve antagonistler: Sempatik sinir sonlanmalarindan noradrenalin saliverilmesini
inhibe eden guanetidin 10 M; siklooksijenaz inhibitérii indometazin 10° M; muskarinik
reseptdr antagonisti atropin 10° M; nitrik oksit sentez inhibitorii L-NAME 10* M
uygulanarak yanitlar tanimlandi. Her bir dokuda sadece bir maddenin kontrol yanitlari

iizerine olan etkisine bakilmistir.

3.3.2. Presinaptik EAU aracih NO-bagimh ve NO-bagimsiz kasilma yanitlari iizerine

NaHS ve L-sistein’in etkisinin arastirilmasi

EAU aracili NO-bagimli kasilma yanitlari {izerine artan konsantrasyonlarda NaHS (10°-
3x10° M), L-sistein (10°-3x10° M) ortama eklenmis ve etkisi incelenmistir. EAU ile
indiiklenen yanitlar, uygulamay1 takiben kaydedildi. Ardindan, ilaglarin yikama islemi

gerceklestirilmistir.

Ay bir seri deneyde, L-NAME (10* M) varliginda, EAU aracili NO-bagimsiz kasilma
yamitlari {izerine NaHS (10°-3x102 M), L Sistein (10°-3x10 M) ortama eklenmis ve etkisi
incelenmigtir. NaHS ve L-sistein’in etkileri NO-bagimli ve NO-bagimsiz gruplarda ayri

olarak degerlendirilmistir.

Ayrica, NO-bagimli ve NO-bagimsiz gruplarda, enzim inhibitérleri PAG (DL-
proparjilglisin-CSE enzim inhibitorii) (3x10° M) ve AOAA (Aminooksiasetik asit-CBS
enzim inhibitorii) (3x107 M) varhiginda, EAU aracili kasilma yanitlari {izerine L-sistein’in

(10°-3x10" M) etkisi degerlendirilmistir.

3.3.3. Presinaptik EAU aracilhi NO-bagimh ve NO-bagimsiz kasilma yanitlari iizerine
PAG ve AOAA’nIn etkisinin arastirilmasi

EAU aracili NO-bagimli kasilma yanitlar1 iizerine artan konsantrasyonlarda PAG (DL-
proparjilglisin-CSE enzim inhibitérii) (10°-3x10° M) ve AOAA (Aminooksiasetik asit-
CBS enzim inhibitorii) (10°-3x10° M) ortama eklenmis ve etkisi incelenmistir. EAU ile
indiiklenen yanitlar, uygulamay1 takiben kaydedildi. Ardindan, ilaglarin yikama islemi

gerceklestirilmistir.
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Ayr1 bir seri deneyde, L-NAME (10* M) varliginda, EAU aracili NO-bagimsiz kasilma
yanitlar1 {izerine artan konsantrasyonlarda PAG (10°-3x10" M) ve AOAA (10°-3x103 M)
ortama eklenmis ve etkisi incelenmistir. PAG ve AOAA’nim etkileri NO-bagimli ve NO-

bagimsiz gruplarda ayri olarak degerlendirilmistir.
3.3.4. Postsinaptik yamitlarin iizerine hidrojen siilfiiriin etkisinin arastirilmasi

Distal kolon seritleri, 80 mM potasyum kloriir (KCI) ve kalsiyum kloriir 5 mM (CaCly) ile
kasilmistir. Kasilma yanitlart stabillestikten sonra HzS donérii NaHS (10°-3x103 M),
endojen HaS prekiirsorii L-sistein (10°-3x10° M), endojen HzS sentez inhibitérleri PAG
(10°-3x10° M) veya AOAA (10°-3x10°M) ecklenereck kasilma {izerine etkileri

arastirilmstir.

3.3.5. NO-bagimh ve NO-bagimsiz kasilma yanitlar1 iizerine NaHS ve L-sistein’in

etkisine potasyum kanallarinin katkisimin arastirilmasi

ATP bagimhi (Kate) kanal blokérii glibenklamid (10° M), kalsiyumla aktive edilen
potasyum (Kca) kanal blokorii iberiotoksin (10® M) ve voltaj bagimli potasyum (Ky) kanal
blokorii 4-AP (104 M) varliginda EAU aracili kasilma yanitlari {izerine NaHS ve L sistein’in

etkisi incelenmistir.

Ayri bir seri deneyde, L-NAME (10* M) varliginda, NaHS ve L-sistein’in EAU aracili NO-
bagimsiz kasilma yanitlar1 tizerindeki etkisine potasyum kanallarinin katkis1 arastirilmastir.

Her bir potasyum kanal blokoriiniin etkisi farkli dokularda degerlendirilmistir.

3.3.6. NO-bagimh ve NO-bagimsiz kasilma yamtlar iizerine PAG ve AOAA’nin

etkisine potasyum kanallarinin katkisinin arastiriimasi

ATP bagimli (Katp) kanal blokérii glibenklamid (10° M), kalsiyumla aktive edilen
potasyum (Kca) kanal blokérii iberiotoksin (108 M) ve voltaj bagimli potasyum (Kv) kanal
blokérii 4-AP (104 M) varliginda PAG (10°-3x10° M) ve AOAA (10°-3x10% M)’nin

etkisi incelenmistir.
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Ayr bir seri deneyde, L-NAME (10* M) varliginda, H2S sentez inhibitorlerinin EAU aracili
NO-bagimsiz kasilma yanitlar1 {izerindeki etkisine potasyum kanallarmin katkisi
arastirtlmistir.  Her bir potasyum kanal blokoriiniin  etkisi  farkli  dokularda

degerlendirilmistir.

3.4. Western Blot Yontemi

Sentez enzimleri CBS ve CSE enzim proteinlerinin distal kolon dokusundaki varliginin

gosterilmesinde western blot yontemi kullanilmstir.

3.4.1. Sigan distal kolon doku érneklerinden total protein izolasyonu

Sican distal kolon drnekleri serum fizyolojik ile yikandiktan sonra protein izolasyonunun
yapilacag giine kadar -80°C derin dondurucuda saklanmigtir. 100 mg doku 6rnegi alinarak,
buz iizerinde steril bistiiri yardimiyla kiigiik parcalara ayrildiktan sonra proteaz ve fosfataz
inhibitorleri ile desteklenmis RIPA tamponu kullanilarak mekanik parcalayici (IKA T10
basic ultra turrax, Germany) yardimiyla pargalanan hiicrelerden protein izolasyonu
yapilmigtir. Elde edilen total protein miktari BCA Protein Assay kiti kullanilarak
belirlenmistir. Kit protokoliine uygun olarak 25 pg ile 2000 pg konsantrasyon arasinda
degisen 7 adet Bovine Serum Albumin (BSA) standardinin diliisyonlar1 olusturulmustur. Kit
igerisinde bulunan A ve B ¢ozeltileri 50:1 oraninda karistirilarak elde edilen karisim standart
protein dilisyonlarina eklenmis ve 30 dk 37 °C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda
proteinlerin konsantrasyonlart SpectraMax M3 (Molecular Devices, ABD) cihazinda 562
nm dalga boyunda Olgiilerek standart egri hazirlanmis ve bu egri yardimiyla protein

miktarlar1 belirlenmistir.

3.4.2. Western blot analizi

CBS ve CSE protein ifade diizeyleri Western Blot yontemi ile belirlenmistir. Bu amagla,
total protein konsantrasyonlar1 belirlenmis olan protein lizatlarindan, esit miktarda (20 pg)
olacak sekilde protein karisimi alinarak, 4X Laemmli yilikleme tamponu (%10 SDS, 20%
Gliserol, %0.01 Bromofenol mavisi, 0.3125M Tris HC1 pH:6.8) 3:1 oraninda karistirilmistir.
Ardindan kuru 1sitict blokta proteinleri denatiire etmek amaciyla karisim 5 dakika stire ile

95°C’de bekletilmis ve ardindan +4 derecede 5 dk sogumasi beklenmistir. Sodyum dodesil
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stilfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE) elektroforez sistemiyle (Biorad), %4’liik yiikleme jeli
ve %10 luk SDS-PAGE ayirma jeli kullamlarak dikey elektroforez uygulanmustir. Ik
kuyucuga boyali peroksidaz isaretli protein molekiiler agirlik belirteci ve diger kuyucuklara
sirastya denatiire edilmis protein 6rnekleri yiiklenerek elektroforez islemi 100 V’da 1.5-2
saat +4 °C’de yiiriitme islemi gergeklestirilmistir. Bu sekilde proteinlerin yiiriitme tamponu

aracilifryla molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi saglanmistir.

Elektroforez isleminin tamamlanmasinin ardindan, metanol ile aktive edilmis 0.2 um
poliviniliden florur (PVDF) membrana proteinlerin transferinin gerceklestirilmesi amaciyla
PAGE jel ile membran yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak sekilde karsi karsiya
getirilerek transfer diizenegi olusturulmustur. 30 dakika siireyle 45°C’de Bio-Rad Mini
Trans-Blot sistemi kullanilarak transfer islemi tamamlanmistir. Transfer sonunda
membranlar, %3 BSA igeren 1X TBST igerisinde oda sicakliginda diisiik hizda ¢alkalanarak
1 saat siire boyunca bloklanmistir. Bloklamanin ardindan membranlar %3 BSA iceren 1X
TBST igerisinde seyreltilmis anti-CBS (1:1000) ile anti-CSE (1:1000) antikorlari ve
housekeeping protein olarak anti-B-actin (1:1000) antikoru ile +4 °C’de bir gece inkiibe
edilmistir. Ertesi glin membranlar, 15°er dakikalik araliklarla 1X TBST ¢ozeltisi ile ii¢ kez
yikanmistir. Yikama islemi sonunda membranlar, %3 BSA iceren 1X TBST icerisinde
seyreltilmis anti-tavsan IgG, HRP konjuge sekonder antikoru (1:2000) ile oda sicakliginda
2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Sekonder antikor ile inkiibasyonun ardindan membranlar,
5 dakika boyunca 3’er defa 1X TBST c¢ozeltisinde yikandiktan sonra kemiliiminesan 1s1ma
veren kromojen substrat (Luminata Forte Western HRP Substrate, Millipore, Almanya) ile
muamele edilmistir. Elde edilen kemiluminesans 1s1ma Kodak Gel Logic 2200 Carestream
(ABD) goriintiileme sisteminde fotografi ¢ekilerek bant gortintiileri kaydedilmistir. Western

blot analizi her bir antikor i¢in en az 3 tekrarl olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.5. Deneylerde Kullanilan Soliisyon ve Maddeler

Deneylerde fizyolojik soliisyon olarak kullanilan Krebs-Henseleit ¢ozeltisi bilesimi (mM),
NaCl 118; KCI 4.7; NaHCO3 25; NaH2P0O4-2H20 0.9; CaCl2-2H20 1.26; MgCI-6H20 0.5

ve glukoz monohidrat 11 olarak distile suda ¢oziinmesiyle hazirlanmistir.

Deneylerde kasilma yanitlarini almak tizere kullanilan 80 mM KCI’lik Krebs-Henseleit
cozeltisi ise NaCl (42.7 mM), KCI (80.0 mM), NaHCOz (25 mM), NaH2POs-2H20
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(0.9 mM), CaCl>-2H0 (1.26 mM), MgCI-6H.0 (0.5 mM) ve Glukoz monohidratin

(11 mM) distile suda ¢6ziinmesiyle hazirlanmistir.

NaHS, L-NAME hidroklorid, L-sistein hidroklorid monohidrat, PAG, AOAA, iberiotoksin,
4-AP, glibenklamid, neostigmin, indometasin, Merck/Sigma-Aldrich Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, ABD)’den temin edilmistir. Atropin siilfat, neostigmin, guanetidin
monosiilfat, L-NAME hidroklorid, NaHS, L-sistein, PAG, AOAA, iberiotoksin, 4-AP distile

suda, indometasin ve glibenklamid DMSO’da ¢oziinmiistiir.
3.6. Bulgularin Sunulusu ve istatistiksel Analiz

NaHS, L-sistein, PAG ve AOAA’nin kontrol yanitlari iizerindeki etkisi ifade edilirken, EAU
aracili kasilma yanitlar1 kontrol yanitlarinin yiizdesi olarak hesaplanmigtir. Kontrol olarak,
ilk NaHS uygulamasindan 6nceki son kasilma degeri kullanilmigtir. Deneysel sonuglar,
ortalama deger + ortalamanin standart hatasi (SEM) ile ifade edilmistir. Verilerin istatistiksel

analizi, SPSS 25.0 programi (SPSS Inc., Chicago, Illinois, ABD) ile yapilmistir.

Deney gruplarindan elde edilen veriler normal dagilima uymadigi icin, non parametrik
testler kullanilmistir. Bagimsiz degiskenlerdeki farkliliklar Mann Whitney U, bagimli
degiskenlerdeki farkliliklar Wilcoxon testi ile degerlendirilmistir. p<0.05 ise ortalamalar

arasi fark anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. EAU Aracili Norojenik Kasilma Yamtlarimin Tanimlanmasi:

Guanetidin (10® M), indometazin (10> M) ve L-NAME (10* M), EAU aracili ndrojenik
kasilma yanitlar1 {izerine istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmamistir.
Atropin (10° M), EAU aracili kasilma yanitlarini istatistiksel olarak anlamli oranda

azaltmustir (%55 + 2,35; p<0,05). (Sekil 4.1)

EAU Aracili Norojenik Yanitlarin Tanimlanmasi
120 A
N
100 A
= 80 A
=
o
<1
g 60 -
S *
S 40 - =
=
20 - e
=
=
0 L
Kontrol Guanetidin Indometazin Atropin L-NAME

Sekil 4.1. EAU aracili ndrojenik kasilma yanitlarinin tanimlanmasi. EAU aracili nérojenik
kasilma yamtlar1 {izerine Guanetidin (10 M), Indometasin (10° M), Atropin
(108 M), ve L-NAME (10“%M)’in etkisi. Kasilma yamtlar1 kontrol kasilma
yanitlarinin yiizdesi olarak ifade edilmektedir. * Kontrol grubuna gére anlamliligi
gostermektedir (p<0.05). (Tim gruplar n=4).

4.2. Presinaptik NO-Bagimh ve NO-Bagimsiz EAU Aracili Kasilma Yamitlar1 Uzerine
NaHS ve L-sistein’in Etkisi

NO-bagimli grupta, NaHS tiim konsantrasyonlarda (10°-3x10® M) EAU aracili kasilma
yanitlarin istatiksel olarak anlamli azaltmistir (3x10°3 M, %36,77 + 3,83; p<0,05).



30

NO-bagimsiz grupta, NaHS (10°-3x10° M) konsantrasyona bagli olarak EAU aracili
kasilma yanitlarmm azaltmistir. Bu azalma 102 ve 3x10°3 M konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (3x10° M, %34,96 =+ 4,18; p<0,05).

NO-bagimsiz gruplar ile NO-bagimli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p>0,05). (Sekil 4.2)

NO-Bagimh ve NO-Bagimsiz EAU Aracili
Kasilma Yanitlar1 Uzerine NaHS'nin Etkisi
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Sekil 4.2. NO-bagimli ve NO-bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlari tizerine NaHS'nin
etkisi. * NO-bagimli grupta kontrol grubuna gore anlamliligi gostermektedir
(p<0.05) # NO-bagimsiz grupta kontrol grubuna gore anlamlilig1 géstermektedir
(p<0.05) (NO-bagimli grup n=8, NO-bagimsiz grup n=6).

NO-bagimli grupta, L-sistein (10°-3x10° M) konsantrasyona baglh olarak EAU aracili
kasilma yamitlarin1 azaltmistir. Bu azalma 3x10° M’de konsantrasyonunda istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (3x10° M %12,13 + 4,71, p<0,05).

NO-bagimsiz grupta, L-sistein konsantrasyona bagli olarak EAU aracili kasilma yanitlarini

azaltmistir. Bu azalma 3x10°® M konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(3x10° M %14,81 + 3,51, p<0,05).
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NO-bagimsiz gruplar ile NO-bagimli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p>0,05). (Sekil 4.3)

NO-Bagimh ve NO-Bagimsiz EAU Aracili
Kasilma Yanitlar1 Uzerine L-sistein'in Etkisi
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Sekil 4.3. NO-bagimli ve NO-bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlari tizerine L-sistein’in
etkisi. * NO-bagimli grupta kontrol grubuna goére anlamliligi gostermektedir
(p<0.05). # NO-bagimsiz grupta kontrol grubuna goére anlamlilig1 gostermektedir
(p<0.05) (Tim gruplar i¢in n=6).

NO-bagimli grupta EAU aracili kasilma yamitlari iizerine L-sistein’in 3x10° M
konsantrasyonunda olusturdugu istatistiksel olarak anlamli azalma enzim ihbitérleri

varliginda ortadan kalkmaistir.

NO-bagimsiz grupta EAU aracili kasilma yamitlari iizerine L-sistein’in 3x10° M
konsantrasyonunda olusturdugu istatistiksel olarak anlamli azalma enzim inhibitorleri

varliginda ortadan kalkmaistir.
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Enzim Inhibitorleri Varliginda NO-Bagimli EAU Aracili
Kasilma Yanitlar1 Uzerine L-sistein’in Etkisi
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Sekil 4.4. Enzim inhibitorlerinin varliginda NO-bagimli EAU aracili kasilma yanitlar

tizerine L-sistein’in etkisi. * NO-bagiml1 grupta kontrol grubuna gdre anlamlilig
gostermektedir (NO-bagimli grup n=6, NO-bagimli AOAA n=5, NO-bagiml
PAG n=5, NO-bagimli PAG+AOAA n=6).
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Enzim Inhibitérleri Varliginda NO-Bagimsiz EAU Aracili

Kasilma Yanitlar1 Uzerine L-sistein’in Etkisi
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Sekil 4.5. Enzim inhibitorleri varliginda NO-bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlari {izerine
L-sistein’in etkisi. * NO-bagimsiz grupta kontrol grubuna goére anlamlilig
gostermektedir # Enzim inhibitorii uygulanmayan gruba gore anlamliligi
gostermektedir (p<0.05). (NO-bagimsiz grup n=6, NO-bagimsiz AOAA n=5, NO-
bagimsiz PAG n=5, NO-bagimsiz PAG+AOAA n=6)

4.3. Presinaptik NO-Bagimh ve NO-Bagimsiz EAU Aracili Kasilma Yamitlar1 Uzerine
PAG ve AOAA’nin Etkisi

NO-bagimli grupta, PAG (10°-3x10"% M) konsantrasyona bagl olarak EAU aracili kasilma
yanitlarini azaltmistir. Bu azalma 107, 10 ve 3x10° M konsantrasyonlarinda istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (3x103 M %15,72 + 3,51; p<0,05; n=6).

NO-bagimsiz grupta, PAG (10°-3x107 M) konsantrasyona bagl olarak EAU aracili kasilma
yamtlarini azaltmistir. Bu azalma 3x10 M konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (3x10° M %9,67 + 2,38 p<0.05; n=8).

NO-bagimsiz gruplar ile NO-bagimli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p>0,05). (Sekil 4.6)
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NO-Bagimh ve NO-Bagimsiz EAU Aracili
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Sekil 4.6. NO-bagimli ve NO-bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlari tizerine PAG’1n etkisi.
* NO-bagimli grupta kontrol grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir (p<0.05). #
NO-bagimsiz grupta kontrol grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir (p<0.05).
(NO-bagiml1 grup i¢in n=6; NO-bagimsiz grup i¢in n=8)

NO-bagimli grupta, AOAA tiim konsantrasyonlarda (10°-3x10° M) EAU aracili kasilma
yanitlarini istatistiksel olarak anlamli azaltmistir (3x10° M %26,97 + 2,8; p<0,05; n=6).

NO-bagimsiz grupta, AOAA (10°-3x10° M) konsantrasyona bagli olarak EAU aracili
kasilma yanitlarin1 azaltmistir. Bu azalma 10, 102 ve 3x10°M konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (3x103 M %22,81 + 3,37; p<0.05; n=7).

NO-bagimsiz gruplar ile NO-bagimli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p>0,05). (Sekil 4.7)
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NO-Bagimh ve NO-Bagimsiz EAU Aracili
Kasilma Yanitlar1 Uzerine AOAA'mn Etkisi
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Sekil 4.7. NO-bagimli ve NO-bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlar1 izerine AOAA’ nin
etkisi. * NO-bagimli grupta kontrol grubuna goére anlamliligi géstermektedir
(p<0.05). # NO-bagimsiz grupta kontrol grubuna gére anlamlilig1 gostermektedir
(p<0.05). (NO-bagimli grup i¢in n=6; NO-bagimsiz grup i¢in n=7)

4.4. Postsinaptik Kasilma Yamitlar1 Uzerine Hidrojen Siilfiiriin EtKisi:

NaHS, L-sistein ve PAG tiim konsantrasyonlarda (10°-3x10° M), 80 mM KCI ve 5 mM
CaCl; ile kasilmig distal kolon seritlerinde istatistiksel olarak anlamli gevsemeye neden
olmustur (NaHS: 3x107 M; %54,53 + 3,67; p<0,05; L-sistein: 3x10° M; %38,26 + 4,15;
p<0,05; PAG: 3x10° M; %24,95 £ 6,6; p<0,05). AOAA, 80 mM potasyum kloriir (KCI) ve
5mM CaCl, ile kasilmis distal kolon seritlerinde 10% 10° wve 3x10°M
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli gevsemeye neden olmustur (3x107 M;
%33,68 £ 4,93; p<0,05). (Sekil 4.8)
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Sekil 4.8. Postsinaptik kasilma yanitlar1 tizerine NaHS, L-sistein, PAG ve AOAA’nin etkisi.

A. NaHS’nin (10°-3x10° M) gevsetici etkisi. B. L-sistein’in (107-3x107 M)
gevsetici etkisi. C. PAG’m (107°-3x107* M) gevsetici etkisi. D. AOAA’nin (107-
3x10° M) gevsetici etkisi. *Kontrole gore anlamlilig gdstermektedir (p<0.05).
80 mM KCl ve 5 mM CaCl: ile kasilan dokularda maddeler uygulanmadan 6nce
stabil kasilma yanitlari kontrol olarak alinmigtir. (NaHS grubu igin n=8, L-sistein
grubu i¢in n=7, PAG ve AOAA gruplari i¢in n=9)
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Sekil 4.8. (devam) Postsinaptik kasilma yanitlar1 iizerine NaHS, L-sistein, PAG ve

AOAA’nin etkisi. A. NaHS’ nin (107°-3x107* M) gevsetici etkisi. B. L-sistein’in
(103-3x107 M) gevsetici etkisi. C. PAG i (107°-3x10° M) gevsetici etkisi. D.
AOAA’nin  (10°-3x10° M) gevsetici etkisi. *Kontrole gore anlamlilig:
gostermektedir (p<0.05). 80 mM KCIl ve 5mM CaCl; ile kasilan dokularda
maddeler uygulanmadan Once stabil kasilma yanitlar1 kontrol olarak alinmigtir.
(NaHS grubu i¢in n=8, L-sistein grubu i¢in n=7, PAG ve AOAA gruplar1 i¢in n=9)
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4.5. NO-Bagimh ve NO-Bagimsiz EAU Aracih Kasilma Yamtlar1 Uzerine NaHS’ nin

Etkisine Potasyum Kanallarimin Katkisi

NO-bagimli grupta, Kate kanal blokérii glibenklamid (10° M), Ky kanal blokérii 4-AP
(10* M) ve Kca kanal blokérii iberiotoksin (108 M) varliginda, EAU aracili kasilma yanitlart
iizerine artan konsantrasyonlardaki NaHS’in (10°-3x10° M) inhibe edici etkisi

degismemistir.

NO-bagimsiz grupta, Karp kanal blokorii glibenklamid (10° M) varhiginda NaHS’in
3x10° M konsantrasyonunda; Ky kanal blokérii 4-AP (10* M) varliginda NaHS’in 10 M
konsantrasyonunda EAU aracili kasilma yanitlari iizerine inhibe edici etkisinde istatistiksel
olarak anlamli farklihk saptanmustir (p<0,05). Kca kanal blokérii iberiotoksin (108 M)
varhiginda, EAU aracili kasilma yanitlar1 {izerine artan konsantrasyonlardaki NaHS’in (10°°-
3x10° M) inhibe edici etkisi degismemistir. (Sekil 4.9)
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Sekil 4.9. NO-bagimli ve NO-bagimsiz EAU aracili kKasilma yanitlar1 iizerine NaHS nin
etkisine potasyum kanallarinin Katkis1. A. NO-bagimli grupta NaHS’nin (10—
3x10° M) etkisi. B. NO-bagimsiz grupta NaHS’nin (10°-3x10° M) etkisi.
*Kontrol grubuna gore anlamliligi gostermektedir (p<0.05). Potasyum kanal
blokoérii uygulanmayan grup kontrol grubu olarak alinmistir. (Kontrol grubu icin
n=8, diger gruplar i¢in n=6)
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4.6. NO-Bagimh ve NO-Bagimsiz EAU Aracii Kasilma Yamtlar1 Uzerine L-sistein’in

Etkisine Potasyum Kanallarimin Katkisi

NO-bagimli gruplarda, Kate kanal blokérii glibenklamid (10 M), Ky kanal blokérii 4-AP
(10 M) ve Kca kanal blokérii iberiotoksin (108 M) varliginda; EAU aracili kasilma yanitlar
iizerine artan konsantrasyonlardaki L-sistein’in (10°-3x10° M) inhibe edici etkisi

degismemistir.

NO-bagimsiz gruplarda, Kate kanal blokérii glibenklamid (10 M), Kv kanal blokérii 4-AP
(10 M) ve Kca kanal blokérii iberiotoksin (108 M) varhiginda; EAU aracili kasilma yanitlart
iizerine artan Kkonsantrasyonlardaki L-sistein’in (10°-3x10° M) inhibe edici etkisi

degismemistir. (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10. NO-bagimli ve NO-bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlari {izerine L-sistein’in
etkisine potasyum kanallarinin Katkisi. A. NO-bagimli grupta L-sistein’in (107-
3x107 M) etkisi B. NO-bagimsiz grupta L-sistein’in (10°-3x10 M) etkisi. (NO-
bagimli 4-AP grubu i¢in n=7, iberiotoksin grubu i¢in n=_8, diger gruplar i¢in n=6)
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4.7. NO-Bagimh ve NO-Bagimsiz EAU Aracih Kasilma Yamtlar1 Uzerine PAG ve
AOAA’nn Etkisine Potasyum Kanallarimin Katkisi

NO-bagimli gruplarda, Kate kanal blokérii glibenklamid (10 M) varliginda PAG’1in 10°M
konsantrasyonunda, Ky kanal blokérii 4-AP (10*M) varliginda PAG’in 10°M
konsantrasyonunda, Kca kanal blokérii iberiotoksin (108 M) varliginda PAG’m 10°M ve
103 M konsantrasyonlarinda EAU aracili kasilma yanitlari iizerine inhibe edici etkisinde

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05).

NO-bagimsiz grupta, Karte kanal blokérii glibenklamid (10® M), Ky kanal blokorii 4-AP
(10 M) ve Kca kanal blokérii iberiotoksin (108 M) varliginda, EAU aracili kasilma yanitlart
iizerine artan konsantrasyonlardaki PAG’m (10°-3x102 M) inhibe edici etkKisi
degismemistir. (Sekil 4.11)
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Sekil 4.11. NO-bagimli ve NO-bagimsiz EAU aracili Kasilma yanitlar1 iizerine PAG’mn

etkisine potasyum kanallarmin Katkisi. A. NO-bagimli grupta PAG’1in (10°-
3x10°% M) etkisi. B. NO-bagimsiz grupta PAG’in (10°-3x10° M) etkisi.
*Kontrol grubuna gore anlamliligr gostermektedir (p<0.05). Potasyum kanal
blokorii uygulanmayan grup kontrol grubu olarak alinmistir. (NO-bagimli
kontrol grubu i¢in n=6, glibenklamid grubu i¢in n=7, 4-AP grubu i¢in n=6,
iberiotoksin grubu i¢in n=7; NO-bagimsiz kontrol grubu i¢in n=8, glibenklamid
grubu i¢in n=7, 4-AP grubu i¢in n=7, iberiotoksin grubu i¢in n=6)
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NO-bagimli grupta, Kate kanal blokérii glibenklamid (10° M) AOAA’nm 3x10°3M
konsantrasyonunda; Kca kanal blokérii iberiotoksin (108 M) varliginda, AOAA’nm 10 M,
10 M ve 3x10 M konsantrasyonlarinda, EAU aracili kasilma yanitlari iizerine inhibe edici
etkisi istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05). Ky kanal blokérii 4-AP (10 M)
varliginda, EAU aracili kasilma yanitlar1 iizerine artan konsantrasyonlardaki AOAA’nin
(10°-3x107 M) inhibe edici etkisi degismemistir.

NO-bagimsiz grupta, Karp kanal blokérii glibenklamid (10 M) ve Ky kanal blokérii 4-AP
(10* M) varliginda, EAU aracili kasilma yanitlar1 iizerine artan konsantrasyonlardaki
AOAA’nin (10°-3x10° M) inhibe edici etkisi degismemistir. Kca kanal blokérii iberiotoksin
(108 M) varliginda, AOAA nin 3x10° M konsantrasyonunda, EAU aracil1 kasilma yanitlari
tizerine inhibe edici etkisi istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05). (Sekil 4.12)
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Sekil 4.12. NO-bagimli ve NO-bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlar1 tizerine AOAA’nin
etkisine potasyum kanallarmin Katkisi. A. NO-bagimli grupta AOAA nin (107°-
3x10° M) etkisi. B. NO-bagimsiz grupta AOAA’nin (10°-3x10° M) etKisi.
*Kontrol grubuna gore anlamliligi gdstermektedir (p<0.05). Potasyum kanal
blokorii uygulanmayan grup kontrol grubu olarak alimmistir. (NO-bagiml
glibenklamid grubu i¢in n=9, diger gruplar i¢in n=6; NO-bagimsiz kontrol grubu
i¢cin n=7, glibenklamid grubu i¢in n=9, 4-AP grubu i¢in n=7, iberiotoksin grubu
icin n=6)



46

4.8. Western Blot Bulgular:

Sicanlarin distal kolonundan elde edilen protein 6rneklerinde CBS ve CSE proteinlerinin
western blot analizi sonuglarina gore her iki proteinin ifade diizeylerinin var oldugu
sonucuna varilmistir. Housekeeping protein olarak kullanilan f-aktinin  farklilik

gostermedigi gorilmistiir. (Sekil 4.13).

S s 61 Do)
P s 00

Sekil 4.13. Dokularindan izole edilen protein dérneklerinden CBS ve CSE protein bantlari.
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan arastirmalar, H.S'nin diiz kas fonksiyonlarin1 diizenleyen birgok
biyokimyasal ve fizyolojik yolakla etkilesim iginde oldugunu ortaya koymustur. Bu
mekanizmalar, H2S'nin norotransmitter salinimini diizenleme, iyon kanallarin1 modiile etme
ve hiicresel ikincil haberci sistemlerle etkilesme gibi etkilerini icermektedir. H2S'nin GIS
diiz kas fonksiyonlarini diizenleyici etkisi ve barsak motilitesine katkisi, bu etkilerin klinik
oneminin ve ilgili mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi
gerekmektedir. Sunulan ¢alismada, H>S'nin distal kolonda EAU aracili kasilma yanitlar

tizerindeki etkisi ve bu etkilere NO ve K" kanallarinin katkisinin arastirilmasi amaglanmuistir.

GIS motilitesi, norotransmiterler (asetilkolin, biyojenik aminler, noropeptitler ve nitrik
oksit) ve hormonlar (serotonin) tarafindan diizenlenmekte, bununla birlikte iyonlarin
transmembran hareketlerinden kaynaklanan elektriksel degisiklikler sonucu olusmaktadir
(Camilleri, 2021). Tavsan kolon diiz kas dokusunda, atropin varliginda 16 Hz’de olusan
kasilma yanitlarinin inhibe oldugu, bu etkinin kolinerjik sistemin EAU ile olusan kasilma
yanitlarina olan katkisin1 destekledigi bildirilmistir (Snape ve digerleri, 1989). Tavsan alt
ozofagus sfinkter diiz kas dokusunda, guanetidin ve indometazinin kasilma yanitlarini
degistirmedigi, ancak atropin ve L-NAME’nin EAU aracili nérojenik kasilma yanitlarini
azalttig1 tespit edilmistir (Koc ve digerleri, 2024). Fare ileum diiz kas dokusunda atropinin
diiz kas bazal tonusunu degistirmedigi, ancak EAU aracili kasilma yanitlarin1 %40 azalttig
saptanmistir. Ayni caligmada siklooksijenaz inhibitorii diklofenak ve L-NAME’nin
norojenik kasilma yanitlarini degistirmedigi gosterilmistir (Yamane ve digerleri, 2014).
Sigan kolon diiz kas dokusunda, L-NAME’nin diiz kas hiicrelerini depolarize ettigi ve
spontan aktiviteyi arttirdigi bildirilmistir (Gil ve digerleri, 2012). Sican kolon diiz kas
dokusunda yapilan bir bagka ¢alismada ise, L-NAME’nin spontan kavsak potansiyelini
degistirmeden diiz kas hiicrelerinde depolarizasyon olusturdugu ve spontan kasilma
yanitlarini arttirdigi bildirilmistir (Gil ve digerleri, 2010). Sunulan ¢aligmada, kolonda EAU
aracili kasilma yanitlar1 iizerinde sempatik sinir sonlanmalarindan noradrenalin
saliverilmesini inhibe eden guanetidin, siklooksijenaz inhibitorii indometazin ve NOS
inhibitori L-NAME istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmamistir. Muskarinik reseptor
antagonisti atropin, EAU aracili kasilma yanitlarim1 %55 azaltmistir. Yapilan Onceki

caligmalar ile benzer sekilde, distal kolonda motilite iizerinde kolinerjik sistemin katkis1
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oldugu gosterilmistir. H2S’nin kolinerjik sistem {iizerindeki etkilerini degerlendirmek

amaciyla, EAU aracili kasilma yanitlar1 guanetidin ve indometazin varliginda alinmistir.

Sunulan calismada, NaHS tiim kolon dokularinda, NO-bagimli EAU aracili norojenik
kasilma yanitlarin1 konsantrasyona bagli olarak azaltmistir. L-NAME ile inkiibe edilen
dokularda, NaHS nin EAU aracili nérojenik kasilma yanitlarin1 konsantrasyona bagli olarak
azalttig1 saptanmigtir. NaHS nin, ndrojenik kasilma yanitlarii azaltict etkisinin NO ile
iligkili olmadig1 tespit edilmistir. Sican aortasinda KCI ile kasilan dokularda H2S’nin
gevsetici etkisinin L-NAME ile azaldig1 gosterilmistir. Ayrica, H2S nin gevsetici etkisinin
endoteli ¢ikarilan dokularda da benzer sekilde azaldigi bildirilmistir. Ayni ¢alismada NO
donorii varliginda, HoS diizeyinde ve CSE ekspresyonunda anlamli bir artis saptanmustir.
Bulgular damar diiz kasinda NO’nun, Hz2S’nin endojen sentezinin diizenlenmesinde rolii
oldugunu ve NO’nun H2S’nin gevsetici etkisinde katkisi oldugunu desteklemektedir (Zhao
ve digerleri, 2001). Hosoki ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada, NaHS nin damar diiz
kasinda norepinefrin ile olusan kasilma yaniti lizerine gevsetici etkisinin, NO dondrlerinin
varliginda artti§1 saptanmistir. Bu sonuglar, H2S’nin gevsetici etkisine NO’nun katkisi
oldugunu desteklemektedir (Hosoki, Matsuki ve Kimura, 1997). Sican aorta diiz kasinda
yapilan bir baska ¢alismada, NaHS’ nin NO dondrlerinin gevsetici etkisini azalttigi, ancak
bu etkinin NO donérlerinden NO salinimindan farkli olarak H2S ve NO’nun dogrudan
kimyasal bir etkilesiminden kaynaklandig: bildirilmistir (Ali ve digerleri, 2006). Endoteli
hasarlanmis fenilefrin ile kasilan sican damar diiz kasinda NaHS’nin gevsetici etkisinin
devam ettigi ancak endoteli saglam dokulara kiyasla azaldig1 saptanmistir (Zhao ve Wang,
2002). Gallego ve arkadaslari, sigan orta jejenum, sigan distal kolon, fare kolon, fare jejenum
ve insan kolon dokusunda (kolon kanseri nedeni ile kolon rezeksiyonu yapilan) H2S’nin
etkilerini inceledikleri calismalarinda, NaHS varliginda spontan kasilma yanitlarmin
azaldigini bildirmislerdir. Ayn1 ¢aligmada, fare kolon ve jejenumunda, NaHS ile spontan
motor kasilmalarin tamamen inhibe oldugu saptanmistir (Gallego ve digerleri, 2008). Sican
proksimal kolon dokusunda, NaHS’nin spontan kasilmalari konsantrasyona bagli olarak
inhibe ettigi saptanmistir (Quan ve digerleri, 2015). Tavsan alt 6zofagus sfinkterinde
NaHS nin EAU aracili kasilma yanitlarini azalttigi, ancak bu azalmanin zamanla geri
dondigi bildirilmistir. NO-bagimsiz grupta NaHS nin EAU aracili kasilma yanitlarim
azaltic1 etkisinin daha diisiik saptanmis ve bu durum NaHS’nin gevsetici etkisine NO’nun
katkist oldugunu desteklenmektedir (Kara ve digerleri, 2016). Kobay ileum dokusunda

yapilan bir ¢alismada, NaHS nin EAU aracili nérojenik kasilma yanitlarin1 konsantrasyona
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bagl olarak azalttigi, bu azalma yanitinin indometazin, L-NAME ve naloksan varliginda
degismedigi saptanmistir. Ayni ¢alismada sigan ileum ve vas deferensinde NaHS nin EAU
aracili norojenik kasilma yanitlarin1 konsantrasyon bagimli olarak azalttig1 tespit edilmistir
(Teague, Asiedu ve Moore, 2002). insan kolon diiz kasinda yapilan bir calismada NaHS nin
nitrerjik sistem ile iligkisi arastirilmis ve NaHS nin spontan kasilmalar1 inhibe edici etkisinin
NO-bagimli oldugu tespit edilmistir (Martinez-Cutillas ve digerleri, 2015). Kobay ileum diiz
kasinda, NaHS’nin EAU aracili kasilma yanitlarini inhibe edici etkisinin NO bagimsiz
oldugu gosterilmistir (Teague, Asiedu ve Moore, 2002). Si¢an kolon diiz kas dokusunda
yapilan bir ¢caligmada, EAU aracili diisiik ve yiiksek frekansli kasilma yanitlarinin olustugu,
bu yanitlarin sodyum kanal inhibitorii tetrodotoksin (TTX) varliginda devam ettigi
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, NaHS nin EAU aracili diisiik frekansli norojenik kasilma
yanitlarini azalttigi, ancak yiiksek frekansli kasilma yanitlarini degistirmedigi; L-NAME
gruplarinda ise NaHS’nin EAU aracili norojenik kasilma yanitlarin1 azaltici etkisinin
NO’dan bagimsiz oldugu saptanmistir (Gil ve digerleri, 2013). Tavsan kolon diiz kas
dokusunda, NaHS nin, NO donériine bagli olusan gevseme yanitlarini arttirdigi, bu etkinin
NaHS ile, cGMP’yi yikan enzim PDE5’in aktivitesindeki inhibisyon sonucu NO ile olugan
cGMP seviyesindeki artisa bagli olarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Nalli ve digerleri, 2017).
Mevcut calismada, literatiirle benzer sekilde, H2S nin distal kolon diiz kasinda EAU aracili
norojenik kasilma yanitlarini azalttigir ve bu etkinin konsantrasyona bagli olarak olustugu
tespit edilmistir. Yapilan calismalarda diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda NaHS nin ¢ift
yonlii etki gosterdigi bildirilmistir (Ali ve digerleri, 2006; Zhao ve digerleri, 2009). HS ile
NO farkli dokularda bircok mekanizma araciliiyla birbirlerinin etkilerini olumlu veya
olumsuz etkileyebildikleri, olduk¢a karmasik bir iliski i¢erisindedir. Sunulan ¢alismada ilgili
konsantrasyonlarda H2S’nin ¢ift yonlii etki gostermedigi saptanmistir. NaHS nin L-NAME
varliginda EAU aracili nérojenik kasilma yanitlarini inhibe edici etkisinin degismedigi tespit
edilmistir. Bu bulgular, H2S nin EAU aracili yanitlar tizerindeki etkisine NO’nun katkisinin
olmadig1 gostermis ve bu bulgu literatiirdeki bazi ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir.

Aragtirmalarda saptanan farkli yanitlar tiir ve doku farkliligina bagl olabilir.

Sunulan ¢aligmada, L-sistein tim dokularda, NO-bagimli EAU aracili nérojenik kasilma
yanitlarin1 konsantrasyona bagli olarak azaltmistir. L-NAME ile inkiibe edilen NO-bagimsiz
dokularda, L-sistein'in azaltic1 etkisinin benzer oldugu saptanmistir. Bulgular, L-sistein'in
EAU aracili ndrojenik kasilma yanitlarini azaltici etkisinin NO ile iliskili olmadigini

gostermektedir. L-sistein, endojen H2S sentezi igin temel substrattir. NaHS ve L-sistein’in
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diiz kas fonksiyonlar1 iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Ancak, bu etkilerinin
mekanizmalar1 ve karsilagtirilabilir etkileri hala aragtirllmaktadir. Fare gastrik fundusunda
yapilan bir ¢alismada, L-sistein ile inkiibasyon sonras1 H2S miktarinin ii¢ Kat arttigi, spontan
kasilma yanitlarinin inhibe oldugu ve EAU aracili nérojenik gevseme yanitlarinin arttigi
saptanmis; bu etkilerin NO ile iliskili olmadig1 gosterilmistir (Xiao ve digerleri, 2015).
Nagao ve arkadaslari, L-sistein’in, sigan jejenum sirkiiler kas dokusunda konsantrasyona
bagl olarak spontan kasilma yanitlarini azalttigini tespit etmislerdir (Nagao ve digerleri,
2012). Grubun baska bir ¢alismasinda ise sigan ileum longitudinal diiz kas dokusunda
endojen H2S ile olusan spontan kasilmalardaki inhibisyon yaniti, L-sistein varliginda
saptanmamistir (Nagao ve digerleri, 2011). Tavsan alt 6zofagus sfinkterinde, L-sistein’in
EAU aracili norojenik kasilma yanitlarini azalttigi ve bu inhibisyonun NO ile iliskili oldugu
tespit edilmistir (Koc ve digerleri, 2024). Fare ileum diiz kas dokusunda, L-sistein’in EAU
aracili norojenik kasilma yanitlarin1 ve bazal tonusu azalttigi saptanmistir (Yamane ve
digerleri, 2014). Tavsan kolon diiz kasinda, L-sistein’in, NO dondriine bagli olusan gevseme
yanitlarini arttirdigi saptanmistir ve bu durum H2S’nin NO’nun gevsetici etkisine katkida
bulundugunu desteklemektedir (Nalli ve digerleri, 2017). Sican kolon diiz kas dokusunda
yapilan baska bir ¢caligmada ise, L-sistein’in spontan kasilma yanitlarini azalttig1 ve PAG,
AOAA ve L-NAME varliginda spontan kasilma yanitlarini azaltict etkisinin zayifladigi
tespit edilmistir. Enzim inhibitorleri varliginda L-sistein’in etkisinin tamamen ortadan
kalkmamasi, L-sistein’in etkilerinin sadece H2S’ye bagli olmayabilecegini, reseptor ve
kanallar tizerinde direkt etkileri olabilecegini disiindiirtmektedir. Ayni ¢alismada L-
sistein’in etkisinin TTX varliginda azaldig1 saptanmis, bu da néronal mekanizmalarin L-
sistein’in etkisine katkis1 sagladigimi gostermektedir (Quan ve digerleri, 2024). Diger
calisma sonuglarindan farkli olarak, sican kolon diiz kasinda yapilan bir ¢alismada L-
sisteinin spontan kasilmalari diiz kas depolarizasyonu sonucu arttirdigi, bu artisin NMDA
antagonisti ve TTX varliginda degismedigi bildirilmistir. Bu bulgu, L-sistein’in spontan
kasilmalar1 arttirict etkisinin dogrudan kas dokusu iizerinden gergeklesmis olabilecegini
desteklemektedir (Gil, Gallego ve Jimenez, 2011). L-sistein’in etkisinin, NAHS ile benzer
olmas1 beklenirken, farkli oldugunu destekleyen pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Sunulan
caligmada, L-sistein’in, EAU aracili norojenik kasilma yanitlar {izerine olan etkisinin L-
NAME varliginda degismedigi saptanmistir. L-sistein varliginda, EAU aracili nérojenik
kasilma yanitlarindaki azalmanin, NaHS’ye kiyasla daha az oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde benzer sonuglar ortaya koyan g¢alismalar mevcuttur. Bu veriler, L-sistein’in
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endojen HS sentezi ve NO-bagimsiz mekanizmalar araciligi ile gevsetici etki gosterdigini
desteklemektedir. S6z konusu etki mekanizmalar1 arasinda L-sistein’in farkli reseptor ve

kanallar1 modiile edici etkisinin rol oynuyor olabilecegi diisiiniilmektedir (Quan ve digerleri,
2024).

Sunulan ¢alismada, kolonda AOAA ve PAG ile EAU aracili kasilma yanitlarinin azaldigi
gosterilmistir. AOAA ve PAG ile EAU aracili kasilma yanitlarindaki olusan bu azalma, L-
NAME varliginda degismemistir. PAG, CSE enziminin, AOAA ise CBS inhibitoriidiir.
Sican kolon diiz kas dokusunda PAG ve AOAA varliginda, kalorimetrik olgtimlerle H,S
miktarinda azalma oldugu gosterilmistir (Gil, Gallego ve Jimenez, 2011). Kolon kanseri
tanisi ile kolon rezeksiyonu yapilan hastalardan alinan saglam kolon dokularinda, PAG ve
AOAA ile depolarizasyon ve kasilma yaniti olustugu bildirilmistir (Martinez-Cutillas ve
digerleri, 2015). Sican kolonunda yapilan bir diger caligmada, PAG’in diiz kas
depolarizasyonu sonucu spontan kasilma yanitlarini arttirdigi, TTX ve L-NAME varliginda
da yanitlarin benzer oldugu bildirilmistir. AOAA’nin membran depolarizasyonu ve EAU
aracili gevseme yanit1 olusturmadigi, spontan kasilma yanitlarinda gecici bir artis sagladigi
bildirilmistir. AOAA’nin, TTX veya L-NAME varliginda sasirtict bir sekilde, spontan
motiliteyi inhibe ettigi saptanmustir. Bu bulgular HpS’nin GIS’te inhibitér bir sinyal
molekiilii olarak rol oynadigini géstermektedir. PAG’m NO varliginda etkisinin devam
etmesi, motiliteyi arttirict etkisinin NO’dan bagimsiz oldugunu ortaya koymaktadir. PAG ile
AOAA’ya gore daha net sonuglar alinmasinin, dokuda CSE varliginin CBS'den baskin
olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Gil, Gallego ve Jimenez, 2011). Tavsan alt
ozofagus sfinkter diiz kas dokusunda yapilan bir ¢alismada, PAG ve AOAA’nin EAU aracili
norojenik kasilma yanitlarini azalttigi saptanmigtir. Ayni ¢alismada, PAG ve AOAA ile
olusan gevseme yanitinin L-NAME varliginda azaldiginin saptanmasi, NO’nun H2S sentez
tizerinde direkt veya indirekt katkisi oldugunu desteklemektedir (Koc ve digerleri, 2024).
Fare mide fundus diiz kas dilatasyonunda, L-sistein (1 mM) uygulanmasi ile artis oldugu ve
bu etkinin AOAA ile geri ¢evrildigi gozlenmistir. Ayni ¢alismada EAU aracili nérojenik
gevseme yanitlarinin azaldigi tespit edilmistir (Xiao ve digerleri, 2015). Kobay ileum diiz
kasinda, PAG varliginda EAU aracili ndrojenik kasilma yanitlarinda artis oldugu
saptanmustir (Teague, Asiedu ve Moore, 2002). Sunulan ¢alismada PAG ve AOAA, tiim
dokularda EAU aracili ndrojenik kasilma yanitlarini konsantrasyona bagli olarak azaltmistir.
PAG ve AOAA’nin H2S sentezini azalttigi goz oniinde bulunduruldugunda, EAU aracili

norojenik kasilma yanitlarinda beklenen artis gozlemlenmemistir. PAG ve AOAA ¢alismada
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ayr1 inkiibasyonlar seklinde uygulanmistir. Dolayisi ile, inhibisyon etkisi uygulanan enzim
disinda diger enzim araciligiyla sentezlenen H,S’nin etkisinden kaynaklaniyor olabilir. Ote
yandan, PAG ve AOAA’nin CSE ve CBS enzimlerinin inhibisyonundan bagimsiz farkl bir
etki mekanizmas1 ile kasilma yanitlarin1 azaltict etkisi bulunuyor olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu ¢alismada ayrica, AOAA’nin kasilma yanitlarini azaltici etkisinin, L-
sistein ve PAG’dan daha fazla oldugu saptanmistir. Bu bulgu, AOAA’nin H2S olusumunun
disinda, dogrudan gevsetici etki mekanizmalart ile etkilesiminden kaynaklaniyor olabilir.
Her iki molekiiliin farmakolojilerinde heniiz netlesmemis olas1 etki mekanizmalari, farkli
sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden oluyor olabilir. PAG ve AOAA’nin enzim inhibisyonu
disinda hangi mekanizmalarla norojenik kasilma yanitlarini azalttiginin anlasilmast igin ileri

caligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Sunulan ¢aligmada H>S, PAG ve AOAA’nin, KCI ve CaCl; ile kasilan dokularda gevseme
yanit1 olusturdugu saptanmaistir. Sican aortasinda NaHS nin KCl ile olusan kasilma yanitlari
iizerine gevsetici etkisi oldugu saptanmistir. Bu ¢aligmada iki farkli konsantrasyonda KCl
(20 MM ve 100 mM) uygulanmis ve NaHS nin kasilma yanitlarindaki gevsetici etkisinin
diigiik konsantrasyondaki KCl ile daha fazla olustugu bildirilmistir. Bulgular H2S’ nin
gevsetici etkisinde potasyum gegirgenliginin rol oynadigin1 desteklemektedir (Zhao ve
digerleri, 2001). Sigan torasik aortasinda yapilan baska bir ¢calismada, H2S’nin epinefrin ile
kasilma yanitlarin1 320 uM konsantrasyonunda tama yakin gevsettigi, bu etkinin atropin,
indometazin, -NAME ve glibenklamid ile degismedigi saptanmistir (Kiss, Deitch ve Szabo,
2008). PGF2a ile kasilan fare kolon sirkiiler diiz kas dokusunda, H2S’nin konsantrasyon
iliskili gevseme yanit1 olusturdugu tespit edilmistir. Ayni ¢alismada, H2S’nin 80 mM KCI
ile olusturulan kasilma yanitlar1 iizerinde de gevsetici etkisi oldugu gosterilmistir (Dhaese,
Van Colen ve Lefebvre, 2010). insan kolon diiz kas dokusunda ise, NaHS’nin TTX
varliginda, diiz kas spontan kasilmalarini konsantrasyona bagli olarak azaltti1 saptanmus;
bu da H2S’nin gevsetici etkisinin dogrudan diiz kas etkili postsinaptik mekanizmalar
araciligiyla gerceklestigini desteklemektedir (Martinez-Cutillas ve digerleri, 2015). Tavsan
alt 6zofagusun sfinkter diiz kas dokusunda, 80 mM KCI ve 2,5 mM CaCl*? ile kasilan
dokularda NaHS’nin gevsetici etkisi oldugu; buna karsin L-sistein ve PAG’in kasilma
yanitlarint degistirmedigi tespit edilmistir (Kara ve digerleri, 2016). Baska bir tavsan alt
0zofagusun sfinkter diiz kas ¢alismasinda da benzer sonuglar elde edilmis, 80 mM KCI ve
2,5mM CaCl*? ile kasilan dokularda NaHS nin gevsetici etkisi oldugu, ancak L-sistein,
PAG ve AOAA’nin gevsemeye neden olmadigi saptanmistir (Koc ve digerleri, 2024). Kobay
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ileum diiz kas dokusunda, EAU aracili kasilma yanitlarinda %90’dan fazla azalma olusturan
NaHS’nin, disiikk ve yiiksek konsantrasyonlarinda KCI ile kasilan dokularda yanitlart
degistirmedigi saptanmustir (Teague, Asiedu ve Moore, 2002). AOAA’nin KCl ile kasilan
domuz karotid arter diiz kasinda gevsetici etki gosterdigi bildirilmistir (Barron, Gu ve
Parrillo 1998). Sunulan ¢alismada, kolonda NaHS ve L-sistein’in EAU aracili kasilma
yanitlar1 Gizerindeki azaltict etkileri sirasiyla %36 ve %12 iken, KCI ve CaCl, uygulanarak
postsinaptik etkileri arastirildiginda, kasilma yanitlar tizerindeki gevsetici etkilerinin
sirastyla %59 ve %31 olarak tespit edilmistir. Presinaptik ve postsinaptik etkileri
degerlendirildiginde, NaHS nin postsinaptik etkisinin daha belirgin, yani kasilma yanitlarini
daha fazla azalttigi saptanmistir. Bu durum, H>S’nin presinaptik bir modiilatér olarak
kasilma yaniti olusturmasindan kaynaklaniyor olabilecegi disiindiirmektedir. Eger H2S
etkisini sadece postsinaptik alanda yapiyor olsaydi, her iki sistemde de benzer gevsetici
etkinin olusmasi beklenirdi. Ancak, sunulan ¢alismada presinaptik ve postsinaptik etki
arasinda %20 oraninda bir fark oldugu tespit edilmistir. Bu fark, H2S’nin presinaptik bir
kasict mekanizmanin modiilasyonunda rol oynadigina dair bir kanmit olarak
degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan, postsinaptik alanda iyon kanallart
iizerinde maddenin direkt modiilasyon etkisi ve olasi ¢oklu yolaklarin etkilenmesi etkinin

daha belirgin olmasina sebep olmus olabilir.

Sunulan ¢alismada NaHS nin NO-bagimli ve NO-bagimsiz kasilma yanitlar1 tizerinde inhibe
edici etkisine Kartp, Kv ve BKca kanallarinin roliinii arastirmak amaciyla sirasiyla
glibenklamid, 4-AP ve iberiotoksin uygulanmistir. NaHS nin yiiksek konsantrasyonlarinda,
glibenklamid ve 4-AP varliginda, NO-bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlari tizerine inhibe
edici etkisinde anlamli azalma saptanmustir. Bununla birlikte, NO varhiginda K* kanalarinin
inhibisyonunun NaHS’nin etkisinde rol oynamadig: tespit edilmistir. Sigan aorta diiz kas
dokusunda NaHS’nin, K* kanallarint modiile ederek gevsetici etki gosterdigi bildirilmistir
(Zhao ve digerleri, 2001). Kobay mide diiz kas dokusunda yapilan bir ¢alismada, NaHS nin
cift yonli etkisi saptanmamis, NaHS’nin diisik konsantrasyonunda olusan spontan
kasilmalardaki inhibisyonun non-selektif K* kanal inhibitori tetractilamonyum (TEA) ve
glibenklamid ile, yliksek konsantrasyonunda tonik kasilmalar arttirict etkisinin ise TEA ve
4-AP varlhiginda azaldig1 saptamistir (Zhao ve digerleri, 2009). Sigan ve insan kolon diiz kas
dokusunda, NaHS’nin spontan kasilmalar1 azaltici etkisinin, glibenklamid ve SKca kanal
inhibitorii apamin ile inhibe oldugu saptanmistir. Bu bulgu, Katp ve SKca kanallarinin

NaHS’nin inhibisyon etkisine katkisi oldugunu desteklemektedir (Gallego ve digerleri,
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2008). Sigan kolon diiz kas dokusunda NaHS’nin spontan kasilmalar1 inhibe ettigi, bu
etkinin L-tipi kalsiyum kanal ve BKca kanal inhibisyonu ile olustugu bildirilmistir (Quan ve
digerleri, 2015). Kobay ileum diiz kas dokusunda, NaHS’nin EAU aracili nérojenik kasilma
azalttig1, bu etkinin glibenklamid ile inhibe oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu, NaHS nin
damar diiz kas gevsetici etkisini Katp kanallarinin modiilasyon araciligi ile ger¢eklestirdigini
desteklemektedir (Teague, Asiedu ve Moore, 2002). Fare kolon diiz kas dokusunda PGF2a
aracili kasilma yanit1 tlizerine NaHS’nin gevsetici etkisinin, K" kanal inhibitorleri
(glibenklamid, apamin, karbidotoksin, baryum kloriir, 4-AP) ile degismedigi, sonug olarak,
NaHS’nin gevsetici etkisinde K* kanallarinin rol oynamadig1 saptanmistir (Dhaese, Van
Colen ve Lefebvre, 2010). Fare mide fundus diiz kas dokusunda, NaHS nin, mide fundus
tonusunu arttirdigi, bu etkisine Ky kanallarinin katkist oldugu tespit edilmistir (Meng ve
digerleri, 2015). Sigan jejenum diiz kas dokusunda yapilan bir ¢alismada, NaHS nin spontan
kasilma yanitin1 azaltici etkisinin glibenklamid varliginda azaldigi bildirilmistir. Bu
bulgular, NaHS nin gevsetici etkisinin Katp kanal modiilasyonu araciligi gerceklestigi
desteklemektedir (Nagao ve digerleri, 2012). Yapilan ¢alismalar, NaHS nin farkli diiz kas
dokular iizerinde gevsetici etkisi oldugu, bu etkinin olusmasinda direkt ve/veya indirekt
olarak c¢esitli yolaklarin ve iyon kanallarinin katkist oldugunu desteklenmektedir. Sunulan
caligmada, distal kolon diiz kas dokusunda, yiiksek konsantrasyondaki NaHS’nin EAU
aracili norojenik kasilma yanitlarin1 azaltici etkisinin glibenklamid ve 4-AP varliginda,
beklenenin aksine daha fazla olustugu saptanmistir. Bu etkinin NO varliginda olusmadig:
tespit edilmistir. NaHS nin inhibitor etkisine K* kanallarinin katkisini aragtirdigimizda H2S
ve NO arasindaki karmasik iliskiyle yeniden karsilastik. NaHS ve NO, genellikle potasyum
kanallarini aktive ederek hiicreyi gevsetici yonde etkilemektedir. Ancak, bu caligmada NO
varliginda potasyum kanal inhibisyonu ile olusan kasilma yanitlarindaki azalmanin
goriilmemesi, NO'nun etkilerinin NaHS ile birleserek antagonistik bir etki yaratmasi
olasiligimi diisiindiirmektedir. Mevcut iligkilerin ve etki mekanizmalarmin aydinlatilmasi

i¢in ileri calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sunulan ¢alismada L-sistein’in inhibe edici etkisinde Katp, Kv Ve BKca kanallariin roliinii
arastirmak amaciyla sirasiyla glibenklamid, 4-AP ve iberiotoksin uygulanmistir. L-sistein’in
EAU aracili norojenik kasilma yanitlar1 tizerindeki inhibisyon etkisinde, Katp, Kv Ve Kca
kanallarinin rol oynamadigi saptanmistir. Fare ileum diiz kas dokusunda, glibenklamid
(5 uM) varliginda, L-sistein’in (I mM) EAU aracili kasilma yanitlarin1 azaltic1 etkisinin

kayboldugu saptanmistir (Yamane ve digerleri, 2014). Ote yandan tavsan alt 6zofagus diiz
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kas dokusunda, glibenklamid, TEA ve iberiotoksin varliginda, L-sistein’in EAU aracilit NO-
bagimli ve NO-bagimsiz kasilma yanitlarini azaltici etkisinin degismedigi tespit edilmistir.
Aym ¢alismada, 4-AP varliginda L-sistein’in EAU aracili NO-bagimli kasilma yanitlari
iizerindeki etkisinin azaldigi, NO-bagimsiz kasilma yanitlar1 iizerindeki etkisinin
degismedigi saptanmistir (Koc ve digerleri, 2024). Sigan korpus kavernozumunda, fenilefrin
ile kasilan diiz kas dokularinda L-sistein ile olusan gevseme yanitlarinin, TEA ve 4-AP
varliginda azaldig1 tespit edilmistir (Abd Elmoneim ve digerleri, 2017). Insan gebe
myometrium diiz kas dokusunda, glibenklamid varliginda L-sistein’in spontan kasilma
yanitlari iizerinde inhibisyon olusturmadig bildirilmistir (You ve digerleri, 2011). Sunulan
caligmada L-sistein’in EAU aracili kasilma yanitlar iizerine gevsetici etkisine Katp, Kv ve
BKca kanallarinin katkis1 saptanmamistir. Kolon diiz kasinda L-sistein’in EAU aracili
kasilma yanitlar1 lizerine olan gevsetici etkisinin olusmasinda, K* kanallar1 disinda farkli

mekanizmalarin rol oynadig: distiniilmektedir.

Sunulan ¢aligsmada, sigan distal kolonunda PAG ve AOAA’nin EAU aracilt NO-bagimli ve
NO-bagimsiz kasilma yanitlarinin olusumunda K* kanal blokorlerinin rolii aragtirilmustir.
Glibenklamid, 4-AP, iberiotoksin ile PAG’1n 10®° M konsantrasyonunda ve buna ek olarak
iberiotoksin ile PAG 10 M konsantrasyonunda, EAU aracili olusan kasilma yanitlarindaki
azalmanin geri dondiigi tespit edilmistir. Bu etki L-NAME varliginda saptanmamustir. Bu
bulgular, PAG’1n diisiik konsantrasyonda, norojenik kasilma yanitlar tizerindeki inhibitor

etkisinde, K* kanallarmin rol oynadigini desteklemektedir.

Glibenklamid ve iberiotoksin varliginda, AOAA’nin yiiksek konsantrasyonunda EAU ile
olusan kasilma yanitlarindaki azalmanin arttigi saptanmustir. Bu etkinin, iberiotoksin ile L-
NAME uygulanan NO-bagimsiz grupta devam ettigi gézlenmistir. Tavsan alt 6zofagus diiz
kasinda, PAG’1n EAU aracili NO-bagimli ve NO-bagimsiz kasilma yanitlarini azaltici
etkisinin, glibenklamid, iberiotoksin ve 4-AP varliginda degismedigi tespit edilmistir. Ayni
calismada, TEA varliginda PAG’in EAU aracili NO-bagimli kasilma yanitlarini azaltici
etkisinin azaldigi, ayrica L-NAME varliginda bu etkinin olusmadigi saptanmistir. Buna ek
olarak, AOAA’nin EAU aracili ndrojenik kasilma yanitlarini azaltici etkisinin, NO-bagimli
ve NO-bagimsiz gruplarda glibenklamid, iberiotoksin, TEA ve 4-AP varliginda
degistirmedigi saptanmistir (Koc ve digerleri, 2024). Sunulan ¢aligmada ise, AOAA’nn
kasilma yanitlari tizerindeki inhibisyona Katp ve BKca kanallarinin katkisini ve NO bagimli

gerceklestigini gostermektedir.
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Sunulan ¢alismada H2S'nin sigan kolonunda endojen enzimatik sentezini tespit etmek i¢in
CSE ve CBS antikorlar ile enzimlerin varligi arastirilmistir. CBS ve CSE’nin sigan
kolonunda eksprese edildigi saptanmistir. Sigan sirkiiler ve longitudinal diiz kas dokusunda,
mukoza ve submukozada CSE saptanmis, enterik noronlarda eksprese edildigi gosterilmistir.
CBS’nin esas olarak kolon endotelinde, ayrica kas tabakada yaygin paternde eksprese
edildigi, néronlarda ekspresyonunun saptanmadigi bildirilmistir (Gil, Gallego ve Jimenez,
2011). Sigan kolon diiz kas hiicrelerinde hem CBS hem de CSE endojen H>S sentezi
tiretimine katildig1 bildirilmistir (Quan ve digerleri, 2015). Kobay ve insan kolon submukoza
ve kobay myenterik pleksusunda CSE antikorlarinin varligi saptanmistir (Schicho ve
digerleri, 2006). Sican kolon sirkiiler ve longitudinal diiz kas dokularinda ve myenterik
pleksus noronlarinda CSE’nin gii¢lii eksprese edildigi, CBS’nin tamamen farkli patern
gostererek myenterik pleksus noronlarinin sitoplazmalarinda ve zayif olarak epitel
hiicrelerde bulundugunu saptanmis, mukoza ve submukozasi ¢ikarilan dokularda yapilan
Western blot analizde CBS ve CSE ekspresyonunun down regiile oldugu bildirilmistir (Liu
ve digerleri, 2013). Sunulan ¢aligmada literatiir ile uyumlu olarak si¢an distal kolon diiz kas

dokusunda CSE ve CBS enzimlerinin varlig1 saptanmustir.
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6. SONUC

1-

Elektriksel alan uyarisi aracili norojenik kasilma yanitlarinin, guanetidin ve
indometasin ve L-NAME varliginda degismedigi, atropin varliginda istatistiksel

olarak anlamli azaldig: tespit edilmistir.

Endojen ve eksojen H2S’nin EAU aracili norojenik kasilma yanitlarini inhibe ettigi
ve bu etkinin L-NAME varliginda degismedigi dolayisi ile NO-bagimsiz oldugu

saptanmistir.

Sodyum hidrojen siilfiir’in yiiksek konsantrasyonlarinda, glibenklamid ve 4-AP
varliginda, NO-bagimsiz EAU aracili ndrojenik kasilma yanitlarini azaltict etkisi
iizerinde anlamli azalma saptanmis, iberiotoksin varliginda EAU aracili nérojenik
kasilma yanitlart degismemistir. NO varliginda K* kanallarinin inhibisyonunun
NaHS’nin etkisine katkis1 olmadig tespit edilmistir. H2S nin EAU aracili norojenik
kasilma yanitlarini azaltic1 etkisinin K* kanallariyla iligkili oldugunun belirlenmesi
ve bu iliskinin H2S’nin sadece yiiksek konsantrasyonunda ve L-NAME varliginda
saptanmasi, H2S’nin konsantrasyona bagli olarak ¢oklu mekanizmalar ve farkll

yolaklarla etkilesimde bulundugunu desteklemektedir.

Sodyum hidrojen siilfiir’iin postsinaptik gevsetici etkisinin daha belirgin oldugu
saptnamistir. Bu etkinin gozlenmesi, H2S’nin presinaptik kasici mekanizmalar

iizerinde modiilasyon etkisi gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Endojen H.S’nin EAU aracili nérojenik kasilma yanitlarini azaltici etkisinde K*

kanallarinin katkis1 saptanmamustir.

Hidrojen siilfiir sentez enzim inhibitorleri PAG ve AOAA’nin EAU aracili ndrojenik

kasilma yanitlarini azalttigi ve bu etkinin NO-bagimsiz oldugu tespit edilmistir.

Potasyum kanallarinin PAG ve AOAA’nin EAU aracili nérojenik kasilma yanitlarim
azaltict etkisi tizerinde katkisi oldugu ve bu etkinin sentez enzim inhibitérlerinin

konsantrasyonuna bagl olarak ortaya ¢iktigi gozlemlenmistir.
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8- H:S'nin kolon diiz kas dokusunda kasilma yanitlarin1 modiile etme potansiyelini ve
bu etkilerin altinda yatan coklu mekanizmalar1 ortaya koymakta olup, gelecekte
yapilacak ¢aligmalarin bu mekanizmalarin daha ayrintili bir sekilde incelenmesine
ve klinik uygulamalarda H>S'nin terapdtik potansiyelinin degerlendirilmesine katki

saglayacagi distiniilmektedir.
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