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OZET

Amag: Projenin amaci1 yeni bir hedef olarak hidrojen siilfiiriin fraksiyonel olmayan heparinin
damarda olusturdugu gevsetici etkide hidrojen siilfiiriin rolii ve katkisinin belirlenmesidir. Amag
sadece heparinin gevsetici etkisinde hidrojen siilfiiriin olup/olmadigint belirlemek degil, ayni

zamanda diger gevseme mekanizmalariyla kargilagtirmak ve katki oranini da belirlemektir.

Yontem: Deneylerde 9-12 haftalik Wistar tiirii sigandan elde edilen damarlarda, endoteli saglam
ve endotelsiz preparatlarda gevsetici yanitlar incelenmistir. Fenilefrin ile 6nkasilma olusturulan
abdominal aorta halkalariin, yapisal ve indiiklenebilir nitrik oksid sentaz (NOS) izoformlarinin
blokérii olan L-NAME (10 M) ile, L-NAME (10*) ve indometazin (10 M) ile, karibdotoksin
(107 M), apamin (107 M) kombinasyonu ile, kiimiilatif heparin konsantrasyonlariyla gevseme
yamtlarimn  degisimi belirlenmistir. Ayrica; AOAA-(2x10°M), inkilbasyonu &ncesi ve
sonrasinda heparinin (0,5-6U/ml), benzer sekilde L-NAME, indometazin,
apamin/karibdotoksin'in farkli kombinasyonlarinin yanina AOAA ekleyip FE ile kasilmig damar
preparatinda tekrar heparinin kiimiilatif konsantrasyonlariyla gevseme yamtlar1 alinip,
karsilastirilmigtir.  Bunlarin  disinda L-sistein (100 mikromolar) ve/veya L-sistein (100
mikromolar) ve Glibenklamid (100 mikromolar) ile inkiibasyon sonrasi fenilefrinle kasilan

dokuda heparinin kiimiilatif konsantrasyonlariyla gevseme yamitlar1 alinip, karsilagtirilmustir.

Bulgular: Endoteli saglam ve endoteli hasarli iki dokuda heparin; 6zellikle endoteli saglam
damar preparatlarinda gevsetici etki olusturmustur. H,S Uretiminde yer alan CBS enzim
inhibitori AOAA ile inkiibe edildikten sonra gevseme yanitimin azaldigi gorilmektedir. L-
NAME ile inkiibasyon sonrasinda FE ile kasilan dokuda heparinin gevsetici etkisi tamamen
ortadan kalkmamaktadir. AOAA, inkiibasyonuyla goriilen gevseme yanitindaki azalmayla,
indometazin varliginda goriilen azalma karsilastirilinca H>S’in prostaglandinlere gore daha fazla

heparinin gevsetici mekanizmasinda yer aldig1 goriilmektedir.

Sonug: Heparin konsantrasyona bagli olarak rat aortunda gevseme yaniti olusturmaktadir. Bu
gevseme mekanizmasinda H»S’de yer aliyor gibi goriinmektedir. H.S bu gevsemeyi, agirlikli
olarak Karp potasyum kanallar1 araciligiyla olmak tizere, olasilikla diger potasyum kanallari

araciligiyla yapmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Heparin, hidrojen siilfiir, damar gevsemesi



ABSTRACT

Objective: The aim of the project is to determine the role and contribution of hydrogen sulfide
in the relaxation effect of non-fractional heparin in the vessel as a new target. The aim is not
only to determine whether hydrogen sulfide is present under the relaxing effect of heparin, but

also to compare it with other relaxation mechanisms and to determine the contribution rate.

Method: In the experiments, the relaxation responses of the vessels obtained from 9-12 weeks
old Wistar rats and in the endothelial intact and non-endothelial preparations were investigated.
Carbdotoxin with L-NAME (10-4 M), L-NAME (10-4) and indomethacin (10-5 M), blockers of
structural and inducible nitric oxide synthase (NOS) isoforms of abdominal aorta rings
precontracted with phenylephrine (10-7 M), apamine (10-7 M) combination, cumulative heparin
concentrations and relaxation responses were determined. Also; AOAA- (2x10-3M), before and
after incubation, heparin (0.5-6U / ml), similar to L-NAME, indomethacin, apamine /
caribdotoxin next to the different combinations of AOAA added with the cumulative
concentrations of heparin again in the contracted vessel preparation relaxation responses were

obtained and compared.

Results: Heparin in two tissues with intact endothelium and endothelium damaged; especially in
endothelial damaged vascular preparations. It is seen that the relaxation response decreases after
incubating with CBS enzyme inhibitor AOAA in H2S production. It is seen that the relaxation
response decreases after incubating with CBS enzyme inhibitor AOAA in H2S production. After
the incubation with L-NAME, the relaxing effect of heparin in FE contracted tissue is not
completely eliminated. Compared to the decrease in the relaxation response seen by AOAA
incubation and the decrease in the presence of indomethacin, it is seen that H2S is involved in

more heparin relaxant mechanism than prostaglandins.

Conclusion: Heparin produces relaxation response in rat aorta depending on concentration. This
relaxation mechanism appears to be involved in H2S. H2S performs this relaxation, possibly

through other potassium channels, mainly through KATP potassium channels.

Key words: Heparin, hydrogen sulfide, vasorelaxation
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1.GIRIS

Cesitli nedenlerle damar gevseme yanitlari ve damar kompliansinin bozulmasi,
giiniimiizdeki pek ¢ok hastaligin, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklarin temelinde yatan
mekanizmalardan biri olarak goriilmektedir. Bu tiir hastaliklarin tedavisinde azalan
gevseme yanitlarinin gesitli ilaglarla yerine koyulmasi, diizeltilmesi yaklagimi vardir. Bu
amacla eskiden beri hakkinda daha ¢ok bilgilere sahip olunan endotel aracili gevseme
mekanizmalari, 6zellikle de bir “gaz transmiter” olan nitrik oksitle ilgili yolaklar, hem
ilagc gelistirilmesi hem de hastaliklarin patolojisini anlamak ic¢in ilizerinde en fazla
durulan ve calisilan alandir. Fakat giiniimiizde yine bir “gaz transmiter” olan hidrojen
stlftrin (H2S) de ¢esitli durumlarda endotel aracili gevseme yanitlar1 olusturabildigine
iligkin bilgiler hizli bir sekilde artmaktadir. Hidrojen siilfiirtin damarlarda olusturdugu
fizyolojik ve/veya patolojik etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi, hastaliklarm olusum
mekanizmalar1 ve ilaclarin etki mekanizmalarindaki yerinin ortaya cikarilmasi, yeni
tedavi yaklagimlarmin gelistirilmesine katkida bulunacaktir. Bu projede hedefimiz
fraksiyonel olmayan heparinin damarlarda olusturdugu gevsemede hidrojen siilfiiriin
olas1 katkisini belirlemek, heparinin olusturdugu gevsemede bilinen diger gevsetici
mekanizmalarla hidrojen siilfiirin olusturdugu gevsemeyi ve oranlarini karsilastirmaktir.
Bu amagla heparinle olusan gevsemenin nitrik oksit sentaz inhibitoriiyle, EDHF
blokajiyla, COX inhibisyonuyla ve hidrojen siilfiir sentez inhibitérlerinden ayr1 ayr1 her
biriyle sonrasinda ikili, ligli ve dortlii kombinasyonlariyla ne kadar inhibe edildigi
arastirilacak, bu yolaklar arasindaki inhibitér etkinlik miktar1 karsilastirilacaktir.
Hidrojen siilfiiriin, heparinin olusturdugu gevseme yanitlar1 iizerindeki olas1 etkisinin
gosterilmesi pek cok vazodilator ajan iginde yeni bir yolak olasiligi ortaya koymus
olacaktir. (Cirino ve ark., 2017)



2.GENEL BIiLGIiLER

Gunimuzde nitrik oksit (NO), karbonmonoksit (CO) ve hidrojen silfur (H2S) normal
kosullarda gaz yapisinda olan endojen mediyatorlerdir (Cirino ve ark., 2017). Bu Ug¢ gaz
halindeki tramsmitterin arasinda, en son tanimmlanan H2S olmustur. NO ve CO’nun
diizlemsel yapismin aksine; H2S’in iic boyutlu bir kimyasal yapiya sahip oldugu
bilinmektedir (Cirino ve ark., 2017). Gaz halindeki endojen molekullere tgunci olarak
H2S’in eklenmesiyle birlikte; bilim adamlari, her gecen gilin biiyliyen mediyator
smiflandirmasma atifta bulunmustur ve endojen mediyatorler icinde yeni bir sinif olarak

‘gaz halindeki transmitterler”' olusturulmustur (R. Wang, 2002).

Gaz halindeki transmitterler kardiyovaskdler, inflamatuar ve sinir sistemi fizyolojisinde
kritik 6nem tasiyan transmitterlerdir (R. Wang, 2002). Gasotransmitterler, yapisal olarak
cok kigiik, saniyelerle dakikalar arasinda degisebilen, ¢ok kisa yarilanma 6mriine sahip,
enzimatik reaksiyonlarla viicutta sentezlenebilen kararsiz molekiillerdir (R. Wang,
2002). Gaz olmasi demek; bu transmitter molekiillerin spesifik bir transporter olmadan
serbestce hiicreler arasina sizabilecegi ve biyosentez yapilan alandan nispeten uzaktaki
molekiiler hedeflere ulasabilecegi anlamimna gelmektedir. Bu 6zellik yeni bir konsepti
ortaya ¢ikarmaktadir: Gaz halindeki transmitterler tarafindan baslatilan biyolojik etki,
tek bir spesifik hedefle etkilesime bagli degildir (Cirino ve ark., 2017). Bir kez Uretilen,
benzersiz kimyasal yapiya sahip gasotransmitterlerin, pek c¢ok molekiiler yapiyla
etkilesime girerek hiicreler arasinda serbest¢e dolastiklar1 bilinmektedir (Cirino ve ark.,
2017).

NO ve CO, ilk tanimlanan gaz halindeki transmitterlerdir. Yakin zamanda yapilmis pek

cok calismada da H2S’nin de muhtemel bir diger gaz halindeki transmitter olabilecegi

onerilmistir (R. Wang, 2002).

2.1.Nitrik Oksit

NO, tamimlanmus ilk gaz halindeki transmitterdir. Izole edilmis kan damarlarinda yapilan
ilk ¢alismalarda tamimlanmistir (Furchgott ve Zawadzki, 1980). Furchgott ve Zwadzki,
asetilkolin ile gevseyen tavsan aortunun zedelenmemis endotel tabakasinin varhiginda

calistigmi gostermislerdir. 1980 yilindaki devrim niteligindeki bu bulusla; asetilkolin
2



kaynakli, damarlarda gevseme yanitinin bir mediyatori olarak endotelyal aracili
gevseme faktoriiniin varhigi (EDRF) o6ne siiriilmiistiir (Furchgott ve Zawadzki, 1980).
Son olarak 1988 yilinda EDRF'nin NO oldugu bulunmustur (Ignarro ve ark., 1988). Bu
calismalar1 yapan ii¢ bilim adami1 1998 yilinda Tipta Nobel Odiilii’nii paylasmislardir.

2.1.1.NO’nun Sentezi

Damar sisteminde, endotelde, substrat L-arginin’in molekiiler oksijen ile birlikte ve
NADPH'nin substratlar olarak indirgenmesiyle endotelyal NOS'un (eNOS) enzimatik
reaksiyonunun bir Grinu olarak NO (retilmektedir. NO biyosentezi iki eNOS
molekdlunin  dimerizasyonunu ve flavin adenin dintkleotid (FAD), flavin
mononiikleotid (FMN), (6R-) 5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterin (BH4), kalmodulin ve demir
protoporfirin IX (hem) gibi gesitli kofaktorlerin varhigimnmi gerektirmektedir (Forstermann
ve Sessa, 2012; Y. Zhao ve ark., 2015). Endotelyal hiicrelerde NO olusturuldugunda;
diiz kas hiicrelerine diflize olmakta ve sGC’m hem grubuna baglanarak GTP’nin
cGMP’ ye doniisiimiine neden olmaktadir. PKG'ye bagli bir mekanizma araciligryla bu
ikincil haberci, intraseliiler Ca*' konsantrasyonunun azalmasina neden olan bir
downstream sinyallemeyi harekete gecirmektedir. Ca™ konsantrasyonunun azalmasi,
miyozin hafif zincir kinaz tarafindan miyozin fosforilasyonunu onlemekte, bunun
sonucu olarak damar gevsemesi gorulmektedir (Word ve ark., 1994; Mizuno ve ark.,
2008). Bu vyolak fosfodiesterazin (PDE) katabolik etkisiyle, cGMP’nin inaktif
metaboliti 5°-GMP’ ye degradasyonuyla kapanmaktadir (Conti ve Beavo, 2007).

Acetylcholine, serotonin, w w

: e ——>  Shear stress
thrombin, bradykinin
—, I/m
++ Caveolin—J
ox CCaM

NADPH 1 P
L-citrulline .
am% e
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—

Vascular smooth

GTP ————— cGMP
muscle cell

Relaxation

Sekil 1. NO sentez yolaklar1



Hiicreler boyunca ilerlemesi sirasinda NO, cGMP'ye bagli olmayan bir sekilde, hiicresel
sinyallemeyi modiile etmede 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu alternatif sinyal rolii S-
nitrosotiyoller (SNO) olarak adlandirilan; NO ve L-sisteinin tiyol grubunun, yeni bir
kimyasal olusumu ile protein sistein tiyollerinin kovalent bir modifikasyonuyla olan, NO
ile L-sistein tiyol grubu arasindaki redoks reaksiyonunu icermektedir. Bununla birlikte,
NO kisminin ilave edilmesinin, nitrozilaz ad1 verilen bir enzim sinifi tarafindan katalize
edilebilecegi yakin zamanda gosterilmistir (Foster ve ark., 2003; Stamler ve Hess, 2010).
Bu geri dontisiimlii, hizli reaksiyona S-nitrozilasyon denilmektedir. S-nitrozilasyonun
onemi 1yi bilinmektedir ve simdilerde hiicresel fonksiyonun ve redoks sinyallemesinin
(enzimatik aktivite, subseliiler lokalizasyon, protein-protein etkilesimi ve protein
stabilitesi) modile edilmesi icin gerekli bir molekiler mekanizma olarak
disiiniilmektedir. S-nitrozilasyonun kimyasal niteli§i g6z oniinde bulunduruldugunda,
cok sayida proteinin (ylizlerce) bu post-translasyonel modifikasyona ugrayabilmesi
durumunun NO'nun eylemlerinin gesitliligini agiklayabilecegi diistintilmektedir.
Simdiye kadar, iki enzimsel denitrozilasyon sistemi tanimlanmistir - tioredoksin (TRX) /
TR sistemi ve GSH / GSNO sistemi. Her ikisi i¢in de fizyolojik kosullar altinda 6nemli
bir diizenleyici islev tamimlanmistir (Benhar ve ark., 2009; Forrester ve ark., 2009;
Anand ve Stamler, 2012). Kan damar1 duvarinda, konneksinin S-nitrozilasyon /
denitrozilasyonu, endotel ve diiz kas hiicreleri arasindaki bosluk baglantisinin (gap
junction) fonksiyonlarmi diizenleyen heteroseliiler iletisimde birincil rol oynamaktadir
(Straub ve ark., 2011). Bu sistemin disregilasyonu, kalp yetmezligi, inme, preeklampsi
ve pulmoner hipertansiyon gibi gesitli hastaliklarda rol oynamaktadir (Moya ve ark.,
2002; Bryan ve ark., 2008; Kunieda ve ark., 2008; Foster ve ark., 2009; Gonzalez ve
ark., 2009; Que ve ark., 2009).

2.1.2.NO’nun Genel Ozellikleri

NO, hucrelerde NO sentaz (NOS) enzimiyle lokal olarak uretilir. NO, siklik GMP
olusumunu uyarmak {izere guanilat siklazin ¢6ziiniir formunu uyarir. NOS’un 3 farkli
genden kaynaklanan 3 izoformu tanimlanmstir: Noronal NOS (nNOS veya NOSI),
endotelyal NOS (eNOS veya NOS3) ve indiklenebilir NOS (iNOS veya NOS2). Bu
enzimin her 3 izoformu da yaygin olarak tiim sistemlerde eksprese edilir, fakat 6zellikle

kardiyovaskuler sistemdeki miyositlerde, damar ve diiz kas hiicrelerinde, hematopoetik

4



hlcrelerde ve trombositlerdeki ekspresyon énemlidir (Bredt ve Snyder, 1990). Hiicre ici
Ca*2diizeyindeki yiikselme, kalmodulin araciligiyla, nNOS ve eNOS’u belirgin olarak
aktive eder, indiiklenebilir form Ca*?’ye daha az duyarhidir, fakat hiicrelerde iNOS
protein sentezi; endotoksin, TNF-a, interlokin-1p ve interferon-y gibi inflamatuar

uyarilar ile 1000 kattan fazla indiiklenebilir (Lowenstein ve ark., 1992).

NOS, L-arginin’in guanido nitrojeninin oksidasyonunu katalizleyerek NO ve L-sitrillin
olusturur. NO, bir protoporfirin-1X-hem bolumu iceren bir heterodimer olan ¢ozinir
guanilat siklaz (sGC)’1 aktive eder. NO bu boliime diisiik nM derisimde baglanir ve
guanilat siklazin Vmax’inda 200-400 kat artis olusturarak hiicresel siklik GMP’nin
artmasina neden olur. Siklik GMP’nin damar sistemindeki hiicresel etkilerine, basta
PKG olmak iizere, cesitli mekanizmalar aracilik eder. Damar diiz kasinda PKG’nin

aktivasyonu su mekanizmalarla vazodilatasyona neden olur:
-Hiicre ici depolardan IP3-aracili Ca*? saliverilmesini inhibe etmek
-Voltaj kapili Ca*? kanallarmi fosforilleyerek Ca*? influksunu inhibe etmek

-Sarkoplazmik Ca*? pompasinmn bir diizenleyicisi olan fosfolamban’1 fosforilleyerek

Ca*?’nin hiicre i¢i depolara daha hizli geri alimin1 saglamak

- Ca' ile inhibe edilen K* kanallarii fosforilleyerek ve acarak hiicre zarinm
hiperpolarizasyonuna ve sonucunda L-tipi Ca*? kanallarmin kapanmasina ve hiicre igine

Ca*? akisinin azalmasma yol agmak (Goodman ve Gillman).

2.1.3. NO’nun Fizyolojik ve Farmakolojik Etkileri

Damar sisteminde NO’nun endotel hiicreleri tarafindan bazal iiretimi dinlenim
durumundaki damar tonusunun belirleyicisidir. NO diiz kaslarn dilatasyonuna ve
trombosit agregasyonu ile adezyonunda inhibisyona neden olur. Azalmis NO {iretiminin
aterosklerozda, hipertansiyonda, serebral ve koroner vazospazmda, iskemi ve
reperflizyon hasarinda, inflamasyonda ve santral nosiseptif yolaklarda rolii vardir. NO
dolagimda oksihemoglabin ve hem’deki demir ile tepkimeye girerek nitrozil-hemoglabin

olusmasma yol agar ve hizla etkisizlestirilir. Aym1 zamanda diisiik miktarlarda



methemoglobin de dretilir ve sitokrom b5 rediktaz enzimi tarafindan hem demirinin

ferroz bigimine doniistiiriiliir (Goodman ve Gillman).

NO’nun Santral Sinir Sistemi Uzerindeki Etkileri

NO'nun sinir sisteminde bir sinyal molekiilii olarak kesfedilmesi sinir iletim/iletisim
kavramini kokten degistirmistir (Bruhwyler ve ark., 1993). NO’nun fiziksel 6zelligi, lipit
kapli vezikiillerde depolanarak hidrolitik enzimler tarafindan metabolize olmasinin
engellenebilmesidir. Bu nedenle, konvansiyonel ndrotransmiterlerin aksine, NO ne
sinaptik vezikiillerde depolanir ne de ekzositozla salinir, ancak ihtiya¢ halinde optimum
miktarda sentezlenir. Basit olarak hem ntéronal hem de ndronal olmayan tretici hiicrenin
etrafindaki yapiya difiize olur ve lokal beyin metabolizmasimi, beyin kan akisini, gen
ekspresyonunu ve ¢esitli ndrotransmitterlerin salimini diizenler (Esplugues, 2002). Diger
yandan, asir1 Uretimi, cesitli noronal bozukluklara, ndrotoksisiteye neden olur ve

glutamat benzeri bir ndrotoksik kaskad1 baslatir (Esplugues, 2002).

NO'nun islevleri hiicre tipine ve enzim izotipine bagli olarak degisir. nNOS, sinapslar
arasinda retrograd sinyaller olusturarak ndrotransmisyona katilmaktadir. Sinapslarda,
nNOS, PSD-95 (postsinaptik density-95) protein kompleksleri araciligiyla NMDA
reseptoriine baglanir (Sattler ve ark., 1999). NMDA reseptOriiniin glutamat uyarimi
lizerine, Ca*? iyon kanali boyunca sitoplazmaya girer, burada kalmodulin ile birlikte
nNOS aktivasyonunu ve NO Uretimini tetikler (Bredt ve ark., 1991). Fizyolojik kosullar
altinda tretilen diisiik NO seviyeleri, pek ¢ok normal hiicre i¢i sinyal yolagini uyarir.
Buna karsm, NMDA reseptdriiniin asir1 uyarilmas1 ve ardindan Ca*™? akisi, patolojik
sinyallemeyi indiikler ve bunun sonucunda noéral hasarin ve NO'nin toksik seviyelerinin
uretilmesi 6lume neden olur (Lipton ve ark., 1993). Alzeimer hastaliginda nitrozatif
stresin birincil bir aktivatorii, NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasini takiben, fazla
Ca*?nin sitozole salinmasidir. nNOS, MSS'deki sinaptik iletimin uzun siireli
diizenlemesine, kan basincinin merkezi olarak diizenlemesine, diiz kas gevsemesine ve
periferik nitrergik sinirler aracilifiyla vazodilatasyona aracilik eder. Ayrica;
serebrovaskiler inmede néronal hiicre 6limine de neden olur (Forstermann ve Sessa,
2012).



Akut inflamatuar stimiilasyonlarla uyarilan iNOS, norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde giiglii bir sekilde yer almaktadir. Aktive edilmis glial hiicrelerde iINOS
indiiksiyonu yoluyla NO’nun patolojik seviyeleri; ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklara yol
acar. Ayrica NO; tiollerle ve ¢esitli enzimlerin iyon-kukirt merkeziyle blyik 0lglide
etkilesime girmek i¢in, nitrit peroksinitrite ve serbest radikallere oksitlenir ve bu da
apoptoz, norotoksisite, noronal dejenerasyon ve sayisiz MSS bozuklugu ile sonuglanir
(Chiou, 2001). iNOS aktivasyonu gen transkripsiyonunu gerektirmektedir ve iNOS’ un
indlksiyonu; lipopolisakkaritler, interlokin (IL)-1p, IL-2, interferon-y (IFN- y) ve timor
nekroz faktorii (TNF) gibi endotoksin ve sitokinlerden etkilenebilir. Yaglanma ile
birlikte; beyin omurilik sivisindaki ve periferik dolasimdaki TNF seviyelerinin
artmasinin yani sira; monositlerde de IL-1p ve IFN-y seviyelerinin arttig1 bilinmektedir

(Cannon, 1995).

eNOS'un temel fonksiyonu, cGMP-aracili sinyal iletim yolagi ile vaskiiler diiz kas
gevsemesinin diizenlenmesidir. eNOS c¢ogunlukla endotel hiicrelerinde eksprese
edilmesine ragmen; ayni zamanda kalp monositlerinde, trombositlerde ve beynin belirli
noronlarinda da bulunur. Ca*? ile aktiflestirilmis kalmodulin, eNOS aktivitesinin
diizenlenmesi icin 6nemlidir. eNOS pulsatil olarak NO {iretir, hiicre i¢ci Ca*? seviyeleri
yiikseldiginde eNOS aktivitesi de artar. eNOS'un inflamatuar kosullar altinda uyarildigi
bildirilmistir (Borsani ve ark., 2013). eNOS, hipokampusta uzun vadeli glclenme ve
beynin c¢esitli bolgelerinde NMDA ile uyarilmis gama-aminobiitirik asit salimi gibi

néronal fonksiyonlarda da rol oynar (Garthwaite, 2008).

NO’nun Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkileri

NO’nun Vazodilator Etkisi

NO, endotelyal hiicrelerde sentezinin ardindan, alt tabakadaki wvaskiiler diiz kas
hiicrelerine (VSMC) yayilir ve sGC igeren hemi aktive eder (Ignarro ve ark., 1986).
sGC'nin uyarilmasi, GTP'nin cGMP'ye déniisiimiine neden olur. cGMP, hiicre igi Ca*?'yi
azaltir ve damar gevsemesine neden olur (Horowitz ve ark., 1996). cGMP, etkilerini ana
mediyatorii olan protein kinaz G (PKG) yoluyla gerceklestirir ve kardiyovaskiiler
sistemde PKG’nin en ¢ok kullanilan izoformu hem diiz kas hiicrelerinde hem de

trombositlerde bulunan PKG I’dir (Lohmann ve ark., 1997). PKG 1 substratlar



fosfolamban (Cornwell ve ark., 1991) ve IP3 reseptorii ile iliskili ¢cGMP kinaz
substratidir (IRAG) (Schlossmann ve ark., 2000). PKG 1, fosforlanmis haliyle enzimin
aktivasyonu ile sonuglanan sarkoplazmik retikulum ATPaz (SERCA)'dan ayrildig:
fosfolambam fosforile eder (Cornwell ve ark., 1991). SERCA, Ca*' 'nin hiicre ici
depolardan daha fazla ayrilmasina yol agar, bdylece Ca*? hiicre i¢inde azalir (Cohen ve
ark., 1999). Hiicre i¢i depolarin yeniden doldurulmasi Ca*? akisini inhibe eder, bu da
Ca*? nin diisiik seviyelerini olusturur ve damar gevsemesine yol acar (Cohen ve ark.,
1999). Ayrica PKG I, IRAG" fosforile eder; bu da, sarkoplazmik retikulumdan IP3 ile
indiiklenen Ca*? salimmin giiclii bir inhibisyonuna ve bir kez daha Ca*? 'de azalmaya
neden olur (Cornwell ve ark., 1991). NO, Ca*? bagimli potasyum kanallarmi aktive
ederek hiicre zarinin hiperpolarizasyonuna ve Ca+2 girisinin azalmasina neden olabilir.
Bu etki PKGI’ ya hem bagimlidir (Sausbier ve ark., 2000) hem de bagimli degildir
(Bolotina ve ark., 1994). Ek olarak, PKG I araciligiyla Ca** nin azalmasina bagl olarak;
voltaj kapili Ca* kanallarinin inhibe edildigine dair kanitlar vardir (Blatter ve Wier,
1994).

NO’nun endotel tarafindan bazal salinimi, rezistans arterlerde bazal tonusun
korunmasinda ve kan basincmin tonik diizenlenmesinde (KB) ve kan akiginin
dagiliminda 6nemli bir rol oynar. Tavsanlarda, NOS'u inhibe eden endojen bir
metillenmis L-arjinin analogu olan NG monometil-L-argininin (L-NMMA) intraventz
inflizyonunun, doza bagh bir sekilde ortalama arter kan basincini arttirdigi; fakat ACh
inflizyonunun hipotansiyona neden oldugu gdosterilmistir. ACh'nin etkisinin L-NMMA
tarafindan ters ¢evrildigi ve L-NMMA'nin etkisini inhibe etmek i¢in; L-arginin eklendigi
bulunmustur (Rees ve ark., 1989). Saglikli insanlarda yapilan baska bir ¢aligmada, L-
NMMA'nin brakiyal arter inflizyonunun, 6n kol kan akiginda (FBF) doza bagimli bir
azalmaya neden oldugu ve bu durumun da L- arginininin inflizyonuyla birlikte 6nlendigi
bulunmustur. Bu deneylerde ACh, FBF'yi arttrmistir ve bu etki, L-NMMA ile
zayiflatilmistir. Bu ¢aligmanin arastirmacilari, endotel kaynakli NO'nun 6nkol arter
vaskiilatiiriinde siirekli olarak salindig1 ve bazal kan akismin belirlenmesinde ve ACh'nin
vasodilatasyon etkisine aracilik etmede Onemli bir rol oynadigi sonucuna varmustir
(Vallance ve ark., 1989). Bu erken bulgularin dogrulanmasiyla birlikte yapilan yeni

caligmalarda L-NMMA'nin akut intravendz inflizyonunun saglikli insanlarda ortalama
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arter basmcmi arttirdigi gosterilmistir (Haynes ve ark., 1993; Stamler ve ark., 1994).
Uzun donem hayvan c¢aligmalarinda, siganlarda NOS inhibitorii NG-nitro-L-arginin
metil esterin (L NAME) kronik inflizyonunun zamana ve doza bagli hipertansiyona
neden oldugu (Arnal ve ark., 1993) ve NOS3 geni olmayan farelerin aort halkalarinin
ACh'le gevsemedigi, hipertansiyon gelistirdigi (Huang ve ark., 1995) ve vaskiler hasara

yanit olarak neointimal proliferasyonda artig oldugu (Huang, 1998) gosterilmistir.

NO’nun Antiagregan Etkisi

Vaskiiler endotel tarafindan iiretilen NO, endotele (Radomski ve ark., 1987d, 1987c) ve
trombositlerin bir birine (Radomski ve ark., 1987b) yapismasmi azaltip, agregasyonu
azaltip ve aktif trombositlerin ayrigmasmni uyarir (Radomski ve ark., 1987a). NOS
inhibisyonu insanlarda kanama siiresini kisaltir (Simon ve ark., 1995); ve endotel ve NO
dondrleri tarafindan iiretilen NO, trombositlere difiize olur ve cGMP {iiretimini uyarir ve
trombosit agregasyonunu inhibe eder (Moro ve ark., 1996). intraplatelet Ca*? depolarmin
(Trepakova ve ark., 1999) SERCA'ya bagimli olarak doldurulmasi ve trombosit sitozolik
Ca*2'nin IP3 ile uyarilmis yiikselmesinin engellenmesi ile iliskilidir (Rao ve ark., 1990).
cGMP, trombosit aktivasyonunu en azindan ii¢ ek mekanizmayla onler. Ilk olarak,
dolayli olarak, fosfodiesteraz tip 3 (PDE 3)'lin inhibisyonuyla hiicre i¢i siklik adenozin
monofosfat (cAMP) seviyelerini arttirr (Maurice ve Haslam, 1990). intraplatelet
cAMP’nin artmasi sonucu, cCAMP,trombosit agregasyonunu inhibe etmek i¢cin cGMP ile
birlikte sinerjistik olarak etki eder (Bowen ve Haslam, 1991). ikinci olarak; cGMP,
PI3K'nin aktivasyonunu inhibe eder (Pigazzi ve ark., 1999) ve bu da glikoproteinin (GP)
I1b-111a fibrinojen reseptorlerinin aktivasyonuna neden olur (Bowen ve Haslam, 1991).
Uclincl olarak; cGMP, downstream kinaz PKG'sinin etkisiyle, tromboksan A2 (TxA2)
reseptoriinin fosforilasyonuna neden olarak islevini inhibe eder (G. R. Wang ve ark.,
1998).

NO'nin cGMP'ye bagli antiplatelet etkilerinin haricinde; NO'nun trombosit
fonksiyonunu cGMP'den bagimsiz yolaklarla diizenledigini gosteren kanitlar da vardir.
Ornegin, S-nitrososistein, S nitrosoglutatyon ve dietilamin diazeniumdiolat ve inhale NO
gibi NO dondrleri, trombosit agregasyonunu, sGC'nin inhibisyonundan etkilenmeyecek
bir dereceye kadar inhibe eder (Tsikas ve ark.,1999; Pawloski ve ark., 1998).



NO’nun Antiinflamatuar Etkisi

NO, lokositlerin kan akimindan gdg¢ilinii ve aterogenezde onemli bir adim olan hasarli
endotel hucrelerine adhezyonunu onler (Kubes ve ark., 1991).Wild type fareler
karsilastirildiginda; NOS1, NOS2 veya NOS3 genleri silinmis olan farelerde endotelde
16kosit adhezyonu gozlemlenmistir (Lefer ve ark., 1999).

NO donorleri, sitokinlerin etkisiyle endotel hicrelerinde induklenen; monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1), vaskler hiicre adhezyon molekilu-1 (VCAM-1) gibi
adezyon molekillerinin endotel hiicre yiizeyinde ekspresyonunu inhibe eder; L-NMMA
ise arttirr. NO'nin bu etkilerine, transkripsiyonel faktor niikleer faktor kappa B'nin (NF
kappaB) inhibisyonu ile aracilik etmesi muhtemeldir ve bunun antioksidan 6zelliklerini
icerir (Khan ve ark., 1996). Aslinda, HUVEC'de NOS'un inhibisyonu, hiicre i¢i radikal
temizleyiciler tarafindan inhibe edilen ancak; cGMP analoglar1 tarafindan inhibe
edilmeyen bir etki olan 16kosit adhezyonunu arttirr (Niu ve ark., 1994). Kismen, NF
kappaB' nin p50 alt Unitesinin inhibe edici S-nitrozilasyonunun, hiicresel aktivitesini
diizenledigi; dolayisiyla NO'nun antiinflamatuar 6zelliklerine katkida bulundugu

gosterilmistir (Marshall ve Stamler, 2001).

NO’nun Antioksidan Etkisi

Hucrelerde artan oksidatif stres, ateroskleroz patolojisine neden olarak buna bagh
gelisen kardiyovaskiiler hastaliklarin olusmasina sebep olur. O, gucli bir oksidan olan
ONOQO i olusturmak i¢in NO ile reaksiyona girebilir (Wolin, 2000). SOD’un fizyolojik
konsantrasyonlarinin varliginda, SOD’la katalizlenen hidrojen peroksitin olusumu ile O
den ONOO  olusumu yarismaya girer. Boylece, NO’nun fizyolojik konsantrasyonlari,
SOD’un fizyolojik konsantrasyonlarinin varliginda antioksidan etkiler ortaya ¢ikarabilir
(Beckman ve Koppenol, 1996). NO’nun en belirlenmis antioksidan etkisi, pro-

aterogenik lipid peroksidasyonunun indirgenmesidir (Yates ve ark., 1992).

Ayrica; NO, ekstraseliiler SOD’un ekspresyonunu indiikler. NOS3’li olmayan farelerin
aortlarinda, wild-type farelerin aksine; ekstraseliiler SOD’un azaldigi bulunmustur
(Fukai ve ark., 2000). SOD, O nin gii¢lii bir antioksidan olmasina ragmen; hidrojen
peroksite dontisiimiinii katalize eder ve ayrica NOS3’iin ekspresyonunu ve aktivitesini

artirrr (Drummond ve ark., 2000).
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NO’nun Urogenital Sistem Uzerindeki Etkileri

Yapilan c¢alismalarda; NO’nun  glomerular filtrasyon, renal kan akimi, renin
salgilanmasi, tuz itrah1 gibi renal fonksiyonlarda Onemli bir mediyatdr oldugu
kanitlanmistir.  NO’nun bu etkilerine ¢cGMP aracilik etmektedir. NO’nun renal
medullaya kan akimi ve renal sodyum atiliminin 6nemli regiilasyonlarinda yer almasi
sebebiyle, NO’nun {iretimi ya da salimi ile ilgili sorunlar hipertansiyonla iligkili

olacaktir (Burnett, 1995).

Pelvis igerisindeki fonksiyonlarda NO’nun etkisi oldugu yapilan calismalarda
kanitlanmistir.  Habercil bir mediyator olan NO; sayisiz fizyolojik olayda rol oynar.
Penil ereksiyon, miktiir, erkek dis kanal sisteminin peristalsisi, prostatin kontraktil
ozellikleri ve lumbosakral omurilik norotransmisyonu nitrik oksit tarafindan bir
dereceye kadar kontrol altma almabilir fonksiyonlardir. Impotans, iiriner obtriiksiyon,
ejekiilasyon problemleri NO {iretimi ya da aktivitesindeki degisiklikler nedeniyle

gerceklesebilir (Burnett, 1995).

NO ve Diyabet

Diyabette, insiilin bagimli glikozun yag ve iskelet kaslarma aliminin yetersizligi ve
uygunsuz glikogenoliz ve glikoneogenezis, plazma glikoz seviyesinin yikselmesine ve
hiperglisemiye neden olur ve bu da kalpte reaktif oksijen turleri (ROS) sentezinin
artmasmi destekler. Diyabetik kalpte ROS iiretimini artiran yolaklar; mitokondrial
elektron transport zincirinin sizintisi, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz
(NADPH oksidaz), ksantin oksidaz ve 12/15 lipooksijenaz (LOX) enziminin
aktivasyonunun artmasi, nitrik oksit sentazin ayrilmasi (NOS), protein kinaz C (PKC)
aktivasyonu ve ileri glikasyon son drlnlerinin (AGE) ile AGE reseptorleri (RAGE) ile
etkilesimidir. Diyabetik durumda bu yolaklar arasinda da etkilesimler olabilir; ROS un
daha da fazla {iretilmesine olanak verilmesi sonucu oksidatif stresin artmasi, diyabetik

KVH’ a neden olabilir (Faria ve Persaud, 2017).

Kardiyovaskuler sistemdeki endotel fonksiyonu, ko-faktor tetrahydrobiopterin (BH4)
kullanarak eNOS'un baglanmasina baglidir. eNOS'un fizyolojik baglanmasi, eNOS hem
grubunun, NO sentezi sirasinda BH4 tarafindan desteklenen eNOS substrati olan L-
arginin ile etkilesimine bagldir. BH4, de novo guanozin trifosfattan (GTP) GTP-
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siklohidrolaz-1 (GTPCH) ile sentezlenir. Oksidatif stres altinda, BH4, eNOS'a
baglanabilen, ayrilmasi destekleyen ve NO yerine Oz sentezine neden olabilen 7,8-
dihidrobiyopterine (BH2) doniistiiriilecektir (Crabtree ve ark., 2011). Bu nedenle bu
durum, oksidatif strese yol acar (Faria ve Persaud, 2017).

Endotel disfonksiyonun diyabetle iliskili oldugu c¢esitli calismalarla belirgin olarak
kanitlanmistir. Ayrica; kronik hiperglisemi ve DM’nin NO iiretimi ve aktivitesini

bozduguna dair ¢alismalar da mevcuttur (Pfeilschifter, 1995; Avogaro ve ark., 2011).

Diyabet hastalarinda, hiperglisemi, ileri glikasyon son iiriinlerini (AGEs) stimiile eder ve
oksidatif strese neden olabilecek yolaklar1 aktive ederek artirir (Brownlee, 2005; Pitocco
ve ark., 2010). Asir1 miktarda sentezlanen ROS molekiilleri hizli bir sekilde NO
radikalleriyle reaksiyona girer ve peroksinitrit anyonlar1 gibi biyolojik toksik bir anyona

dontiserek doku hasarina neden olabilir (Beckman ve Crow, 1993; Forstermann, 2010).

2.2.Hidrojen Sulfur

Hidrojen silfur, cirik yumurta kokusu olan, suda ¢oziinebilen, renksiz bir gazdir.
H2S’in tarihi 1700’1 yillarda Italyan doktor Bernardino Ramazzini’nin “De Morbis
Artificum Diatriba” adli kitabinda kanalizasyon calisanlarinda agrili goz tahrisi ve
inflamasyonuna neden olan “lagim gaz1” olarak tanimlanmasiyla baslar. Sonralarda H2S

olarak tanimlanan gaz, biyolojik rollerinin kesfiyle ilgili 3 farklh yiizyila yayilmistir;

- H2S alaninda yapilan ilk c¢alismalar, H>S’yi mitokondriyal solunumu inhibe eden

cevresel toksik bir gaz olarak ifade etmektedir.

-1900°lii yillarda baslayan bakteriyoloji calismalarinda; periodontal hastaliklarin
fizyolojinde bakteriyel bir {iriin olarak tanimlanmistir. Hatta barsak bakteri florasinda,

antibiyotiklere kars1 bakteriyel direncin regililasyonunda rol aldig1 bulunmustur.

-1940’1h yillarda memeli enzim sistemlerinde varligi tanimlanmig, kardiyoloji ve sinir

sistemlerinde arastirma konusu haline gelmistir.

NO'ya benzer sekilde, H2S bir vasodilatasyon aracidir. H2S'nin vazodilator ¢zelliklerini

gosteren ilk caligma 1997 yilinda yaymlanmistir (Hosoki ve ark., 1997). Bu 6ncu
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makalede, vyazarlar H2S donorlerinin  kendileri tarafindan  vasorelaksasyonu
indiikledigini ve si¢an torasik aortunda NO vericinin neden oldugu damar gevsemesini
potansiyel olarak uyardigini ve NO ile H2S arasinda olasi bir etkilesimin ilk ipuglarini

verdigini gostermislerdir (Hosoki ve ark., 1997).

2.2.1. Hidrojen Sulfurdn Sentezi

Memeli dokularinda, enzimsel yolaklar (trans-siilfiirasyon yolagi) viicuttaki H2S'nin
cogunu olusturmasima ragmen, H2S hem enzimatik hem de enzimatik olmayan yolakla
uretilebilmektedir. Damarlarda H2S uretimi hem endotel hem de duz kas hiicrelerinde
eksprese edilen farkli enzimler tarafindan saglanmaktadir. Bu iki iiretim lokasyonu,
H2S’nin NO'nun biyosentezinden ana farkini1 gostermektedir; NO; sadece endotelyum

icinde eNOS tarafindan iiretilmektedir (Faria ve Persaud, 2017).

Sistatiyon-beta-sentaz (CBS)

Sistatiyonin B sentaz (CBS) en iyi karakterize H2S Ureten enzimdir ve bu protein
MSS’deki ana H2S kaynagi olarak kabul edilmektedir (Abe ve Kimura, 1996; Eto ve
Kimura, 2002; Miles ve Kraus, 2004). Bununla birlikte, ayn1 zamanda damarlar de dahil
olmak Uzere periferik dokularda yuksek oranda eksprese edilmektedir (Hosoki ve ark.,
1997; Fiorucci ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2007; Szabo ve ark., 2013; Bucci ve ark.,
2014; Vellecco, Mancini, ve ark., 2016).

Sistatiyon-gama-liyaz (CSE)

Bir bagka enzim olan sistatiyonin y liyaz (CSE veya CGL veya CTH), vaskiiler sistemde
ana HeS iireten enzimdir ve hem endotel hem de diiz kas hiicrelerinde bulunmaktadir.
Bununla birlikte, CSE ekspresyonuna vaskiler diiz kas olmayan kaslarda ve iskelet
kasinda da saptanmustir (W. Zhao ve ark., 2001; Fiorucci ve ark., 2006; Bucci ve ark.,
2012; Vellecco, Mitidieri, ve ark., 2016).

3-Merkaptopurivat Sulfurtransferaz (3-MST)

Diger iki H2S (reten enzim, 3-merkaptopiruvat stlfur transferaz (3-MST) ve sistein
aminotrasferaz (CAT) endotelyumda eksprese edilmektedir. Bununla birlikte 3-MST,
diiz kas ve diger non-vaskiiler dokularda da bulunmaktadir (Nagahara ve ark., 1998;
Shibuya ve ark., 2009; Modis ve ark., 2013; Vellecco, Mitidieri, ve ark., 2016).
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CBS, CSE ve CAT, substrat olarak amino asit L-sistein ve kofaktdr olarak piridoksal 50
fosfat (PLP) gerektirmektedir. 3MST icgin substrat 3-merkaptopiruvattir ve bu enzim
PLP'den bagimsiz degildir. L-sistein substrat1 diyetle alinarak veya endojen proteinden
ayrilmasiyla tiiretilebilmektedir. Trans-stlfirasyon yolundan L-metioninden baglanarak
endojen olarak da sentezlenebilmektedir. NO'nun aksine H2S viicut sivilarinda nispeten
stabildir, fakat NO ile ortak olarak, hemoglobin tarafindan temizlenebilmektedir. H2S
ayrica metillenebilir veya oksitlenebilmektedir. H2S; serbest sulfat, tiyosulfat veya
serbest siilflir olarak idrar ve flatus atilmaktadir ve ayrica nefesle verilmektedir (Wallace
ve Wang, 2015). Bu son 6zellik, saglikli insan goniillillerde ve siganlarda intravendz
sodyum siilfiir uygulamasmin ardindan disar1 verilen H2S 'nin tespit edilmesinin
miimkiin oldugu ve bdoylece H2S'nin bir atilim yolu olarak ekshale edilen H2S'yi teyit
edebilecegi anlamina gelmektedir (Toombs ve ark., 2010).

Psp L-Cysteine

C a-Ketoglutarate
| CAT,

CSE

PSP Glutamate

AN o

Pyruvate

3-Mercaptopyruvate
L-Serine

+ = Pyruvate
H,S

< 3ms

NH,

HzS H,S

Sekil 2. H2S’in sentez yolaklar1

2.2.2.Hidrojen Sulfurin Genel Ozellikleri

H2S’nin vazodilator aktivitesi i¢in tanimlanan ilk molekiiler hedef Katp kanallaridir (W.
Zhao ve ark., 2001). Bu ¢alismada, Hz2S ile indiiklenen vazodilatasyon, Katp kanallarinin
selektif bir inhibitdrii olan glibenklamit tarafindan spesifik olarak inhibe edilmistir.
Vaskdler diz kas hiicrelerinde, Katp kanal akimlar1 ve membran potansiyeli Uzerine
H2S'min dogrudan etkisi gosterilmistir (W. Zhao ve ark., 2001). Ciinki, o zaman, CSE
ekspresyonu endotelde goriilmemis; sadece diiz kas hiicrelerinde tespit edilmistir (W.

Zhao ve ark., 2001), yazarlar diiz kas hicrelerinde H2S'nin selektif bir rolii olabilecegini
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onermislerdir. Ik yillarda, literatiirde yer alan bilimsel sonuclar, Hosoki ve yazarlarin
onerdigi gibi NO ve H2S sinyallemesi arasindaki bir etkilesimin orijinal hipotezini
desteklememis, bunun yerine bir katki maddesi veya alternatif damar genisletici etkinin
oldugu hipotezini saglamistir. Baska bir deyisle, endotel kaynakli NO ve diiz kas hiicresi
aracilt H2S olan her iki gasotransmitterin sinerji iginde ¢alismasi, vazodilator siirecin
meydana gelmesine katkida bulunmustur. Bununla birlikte, 1990'larda eNOS -/-
farelerin tiretimi, kan basmcinin kontroliinde endojen bir araci olarak NO'nun birincil

roliinii kesin olarak belirlemistir (Stauss ve ark., 1999).

2.2.3.Hidrojen Sulfurun Fizyolojik ve Farmakolojik Etkileri

H2S, sinir sisteminin regilasyonunda, kardiyovaskuler fonksiyonlarda, inflamatuar
yanitlarda, gastrointestinal sistem ve renal yanitlarla iligkili endojen olarak Uretilen gas
halinde bir ndrotransmitterdir. Bilim insanlar1 yillar boyunca H2S’nin biyokimyasini,
sinyal mekanizmalarini ve fizyolojisini anlamak i¢in ¢aligmalar yapmislardir (Beltowski,

2015).

H2S dondrlerinin de arteriyal ve pulmoner hipertansiyon, ateroskleroz, iskemi-
reperflizyon hasari, akut ve kronik inflamatuar hastaliklar, Parkinson ve Alzeimer
hastaligi ve erektil disfonksiyon gibi hastaliklarda terapdtik potansiyelinin oldugu
kanitlanmistir. Meveut H2S donérleri: Inorganik siilfit tuzlari, organik yavas salimli H2S
donorleri, H2S salimma aracilik eden non-steroidal antiinflamatuarlar, sistein analoglari,
sarimsak igerisinde bulunan polisiilfitlerdir. Ayrica; H2S halen kullanilmakta olan pek
cok ila¢ tarafindan da regiile edilmektedir; fakat H2S’in bu regiilasyonlarda nasil bir etki
mekanizmasinin oldugu ve ne gibi farkli klinik etkilere sebep olabilecegi devam eden

arastirmalarm konusudur (Beltowski, 2015).

H2S ’nin Santral Sinir Sistemi Uzerindeki Etkileri

Baz1 fizyolojik kosullarda beyinde H2S miktarmin fazla oldugu bilinmektedir.

Asagida belirtilen durumlarm, CBS ile iligkili endojen H2S {iretimini artirdigmi

dogrulamustir:
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- H2S’nin iiretimine aracilik eden CBS enzimi hipokampusta yiiksek oranda eksprese

edilir.
-CBS inhibitori olan hidroksilamin ve aminoksiasetat beyinde HzS iiretimini baskilar.
-Ayrica CBS aktivatorii olan S-adenozil-L-metiyonin Hz2S {iretimini artirir.

Ayn1 zamanda; H2S’in fizyolojik konsantrasyonlarmin NMDA reseptoriine selektif

olarak aracilik ederek hipokampal uzun vadeli giiglenmeyi gelistirdigi bilinmektedir (I).

Alzeimer ve Parkinson hastaligi gibi farkli santral sinir sistemi hastaliklarinin
patofizyolojisinde de H2S metabolizmasmin bozukluguna rastlanmustir. inme gegiren
hastalarla iligkili yapilan bir ¢alismada H2S metabolizmasi inmeyle iligkili bulunmus ve
H2S inhibisyonunun inmeli hastalarin tedavisinde terapdtik bir yaklasim olabilecegi

ongorilmiistir (Wong ve ark., 2006).

H2S’nin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkileri

Vaskdler Tonus

H2S’nin damarlardaki primer etkisi vazodilatasyondur (Li ve ark., 2011; R. Wang,
2012; Kimura, 2014). Bununla birlikte; H2S’nin damarlardaki vazodilatér etki
mekanizmasina dair ¢eliskili sonuglar gosterilmistir. Bu tutarsizliklar1 ¢6zmek i¢in daha

cok caligmaya ihtiya¢ duyuldugu cok agiktir.

H2S baglantili vazodilatasyon yolaklarinda, insan mikro damarlarinda NOS ve
siklooksijenaz aktivasyonu goriilmiistir (Kutz ve ark., 2015). NaHS ve Na2S 'nin
kemirgen diiz kas hiicrelerinde cGMP seviyelerini arttirdiklar1 bilinmektedir (Bucci ve
ark., 2012; Bucci ve ark., 2014). PKG-I knock out farelerde fare aortundaki silfit
tuzunun neden oldugu gevsemenin, cGMP’ ye bagli bir PKG-I inhibitéri olan DT2
araciligiyla inhibe edildigi fare aortunda gosterilmistir (Bucci ve ark., 2012). Bununla
beraber tim H2S dondrleri NO/cGMP yolagmi kullanarak damar gevsemesine sebep
olmamaktadir. Ornegin sigir silier arterinde yavas salman H2S donérii GYY4137’in
vazorelaksan yanitlarmin nitro-1-arginin metil ester (L-NAME) ile engellenmedigi, ayni

H2S dondrinun fare aortunda DT-2 ile de inhibe edilmedigi gortilmiistiir (Bucci ve ark.,
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2012). Bu yuzden, hem endojen hem ekzojen H2S’nin ¢oklu ikincil mesajct sistemlerle

damar diiz kasinda gevseme yanitina neden olacag bilinmektedir.

Belli kosullar altinda, H2S’nin diiz kasin kasilmasmi artirabilecegi durumlar da
bulunmustur. Farenin mezenterik arteriyal yataginda H2S’nin diisilk konsantrasyonda
kasilmay1 artirirken; yiiksek konsantrasyonlarda gevsemeyi artirdigi gorilmiistiir
(dEmmanuele di Villa Bianca ve ark., 2011). Kasilmalara neden olan diisiik H2S
konsantrasyonlar1 ve gevsemeye neden olan yliksek H2S konsantrasyonlarma dair benzer
caligmalar, fare aortunda (Tang ve ark., 2013), sican gastrik arterinde (Kubo ve ark.,
2007) gozlemlenmistir. H2S’nin direngli arterleri gevsetme yeteneginin haricinde,
fizyolojik seviyelerde ortalama arter kan basincinin korunmasina katkida bulundugu ve
H2S iiretiminin farmakolojik inhibisyonunun arteriyal kan basmcint artirdigi

gosterilmistir (W. Zhao ve ark., 2003; Roy ve ark., 2012).

Vaskuler Gegirgenlik

Endotelyal hiicreler, kan ve alt dokular arasinda bariyer gorevi goriir (Amado-Azevedo
ve ark., 2014). Kapillerde, siirekli devam eden, kan ve interstisyal doku arasinda sivi
degisimleri vardir. Bazal gegirgenlik, doku homeostazi, hiper-gegirgenlik gibi pek ¢cok
patolojik ve patofizyolojik siireclerle iliskili oldugu gibi; ayni zamanda doku
remodelingi, inflamasyon ve tiimorojenezis ile de iliskilidir (Bazzoni ve Dejana, 2004;
Amado-Azevedo ve ark., 2014). Kardiyak arrest olusturulan farelerde yapilan bir
caligmada, H2S inhalasyonun, kan-beyin bariyeri gecirgenligini azalttig1 rapor edilmistir.
H2S’nin bu etkisi; VEGF’nin ve matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9)‘un azalmis
ekspresyonuna ve gecirgenligi azaltan biiylime faktorii  angiopoietin-1’in
ekspresyonunun artmasina baglanmistir. Baska bir calismada, NaHS’in solunmasi ile
tetiklenen akciger endotel bariyer gegirgenligindeki artis1 azalttigi gosterilmistir (T.
Wang ve ark., 2012). Yapilan ¢alismada, H2S nin koruyucu aktivasyonu ROS kaynaklar1
ve Akt aktivasyonu ile iliskili bulunmustur. Bu calismalardan, H2S’nin damar
gecirgenligini azalttiina dair bir sonu¢ ortaya ¢ikmistir ve bu durumun H2S’nin
antioksidan ve antiinflamatuar mekanizmalar aracihigiyla dolayli yoldan oldugu
diigiiniilmektedir. Ayrica; H2S, iskemi-reperfiizyon yaralanmalarinda koruyucu olarak
gosterilmistir (Bir ve ark., 2012; Polhemus ve Lefer, 2014; Bibli ve ark., 2015).
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Anjiyogenez

Saglikli insan viicudundaki endotelyal hiicreler pasif halde bulunurken; patolojik
kosullarda ya da doku hasar1 durumlarinda yeni kan damarlar1 olusturma yetenegine
sahiptirler (Carmeliet, 2003). Bu tip aktivasyonlardan sonra endotelyal hicrelerin yara
iyilesmesine ya da dokularin remodelingine katkida bulundugu bulunmustur (Adams ve
Alitalo, 2007). Anjiyogenezin arttigi durumlar ayni zamanda; psoriyasis, artrit, diyabetik
retinopati ve kanserde de goriilmiistiir (Carmeliet, 2003; Ferrara ve Kerbel, 2005;
Folkman, 2007). Endotel hiicrelerdeki yanitlarda, proliferasyon, migrasyon ve hiicresel
ag olusturma yanitlarmin ¢ok dnemli rolleri oldugu iyi bilinmektedir (Carmeliet, 2005).
Bu yanitlarda; ayn1 zamanda endotel kaynaklt maddelerin ne derecede etkili olabilecegi
de in vivo olarak arastirilmistir. Bazi laboratuarlarda H2S’in endotelyal hiicre
biliylimesini, motilitesini ve damar yapilanmalarinda stimiile edici bir madde oldugu in

vitro ¢alismalarda dogrulanmustir.

Ayrica, in vitro olarak endotelyal hiicrelerde H2S iiretimi i¢in ¢esitli subsratlarla (CSE /
CBS i¢in sistein ve 3MST icin 3-mercaptopiruvat) inkiibe edildiginde; CSE’nin asir1
ekspresyonuyla, endotelyal hiicre blytimesini artirdigr goérilmiistiir (Coletta ve ark.,
2012; Altaany ve ark., 2013). Ayrica, H2S biyosentezinin inhibe edilmesiyle ya da CSE,
CBS ve 3-MPST enzimlerinin susturulmasiyla biiylime, migrasyon ve hiicresel ag
olusturma yanitlarinin azaldig1 goriilmustiir (Papapetropoulos ve ark., 2009; Coletta ve
ark., 2012; Altaany ve ark., 2013; Coletta ve ark., 2015; Saha ve ark., 2016). Tim bu
veriler, endojen ya da eksojen olarak gerceklesen H2S Uretiminin proanjiyogenik

oldugunu kanitlamistir.

Antioksidan Etki

Artan  oksidatif stres, hipertansiyon, ateroskleroz, ve vaskiler diyabetik
komplikasyonlar1 da artirmaktadir. H2S nin ROS iiretimini inhibe ettigi, ayn1 zamanda,
antioksidan enzimlerin ekspreyonunu artirdigi ¢aligmalarda gosterilmistir (Predmore ve
ark., 2012; Szabo, 2012; Ono ve ark., 2014; Xie ve ark., 2016). H2S’nin damar
duvarlarinda oksidatif stresle iligkili pek ¢ok durumu etkisiz hale getirmesi beklenmistir.
Anj-1II ile hipertansif hale getirilmis farelere, H2S analogu olan NaHS uygulanmasiyla

birlikte; aortta olusan NADPH bagimli siiperoksit olusumunun azaldigi ve ACh kaynakl
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gevsemenin iyilestigi goriilmiistiir (Al-Magableh ve ark., 2015). Ayn1 zamanda, yiiksek
glikozla inkiibe edilmis endotelyal hiicrelerdeki H2S’nin, ROS seviyelerini azaltarak,
apoptozu ve endotelyal hiicre hasarmi engelledigi gosterilmistir (Guan ve ark., 2012;
Gero ve ark., 2016).

H2S’nin Gastrointestinal Sistem Uzerindeki Etkileri
H2S’nin gastrointestinal sistemin dnemli bir mediyatorii oldugu, mukozal savunmadaki

onemi, doku hasarmin azalmasi ve inflamasyonun giderilmesindeki 6nemli katkilarindan
dolay1 anlagilmistir (Chan ve Wallace, 2013). H2S sentezinin, mukozal yaralanma sonra
belirgin derecede arttigi ve H2S inhibisyonunun doku iyilesmesinin gecikmesine ve
inflamasyonun daha da alevlenmesine yol agtig1 bilinmektedir. H2S’nin faydali olan
gastrointestinal yan etkileri, mukozal kan akisinin artmasi, 16kosit adhezyonu
engellemesi ya da anjiyogenez stimiilasyonuna sebep olmasina baglanmaktadir. H2S’yi
artiran ajanlar ya da H2S inhibitorleri, gastrointestinal doku hasar1 ve inflamasyon

durumunda H2S’nin ne kadar 6nemli olabilecegini ortaya koymustur.

Gastrointestinal sistemde H2S’nin varligi oncelikle gastrik mukozada CBS ve CSE
enzimlerinin bulunmasiyla anlasilmistir (Chan ve Wallace, 2013). Immiinositokimyasal

yontemlerle de kolonda varhig1 anlasilmistir (Linden ve ark., 2008).

Asetilsalisilik asit ve NSAII ilaglarm H2S ve enzim ekspresyonlarini azalttig:
gozlemlenmis ve bu etki H2S dondriiyle geri dondiiriilmiistiir. Mukozal hasar ve kan

akimi diizelmistir (Fiorucci ve ark., 2005).

H2S’nin Urogenital Sistem Uzerindeki Etkileri

H2S ve H2S sentezleyen enzimlerin memelilerin alt iiriner yollarinda bulundugu
gosterilmistir (Gai ve ark., 2013). H2S’nin sican mesane diiz kasinda derisime bagl
olarak kasilmay1 indiikledigi (Patacchini ve ark., 2004) ve domuz Ureter ve mesane
boynunda diiz kas gevsemesi yaptigi (Fernandes ve ark., 2013), kobay ve sican
mesanesinde detrusitora bagimli kasilma yanitmm arttigi bulunmustur (Patacchini ve

ark., 2005).
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Insan prostat doku ve hiicrelerinde, endojen H2S ve sentez enzimleri CBS ve CSE’nin
varlig1 gosterilmis ve H2S’nin benign prostat hiperplazisi ve prostat kanseri gibi

hastaliklarda bazi etkiler olusturabilecegi diistiniilmiistiir (Guo ve ark., 2012).

Hem CBS hem de CSE, insan korpus kavernosumunda eksprese edilmektedir ve eksojen
H2S’nin, izole insan korpus kavernosumunda, endotelden bagimsiz olarak gevseme
yaptig1 bilinmektedir. Bu gevseme yanitinin, H2S nin cGMP {izerinden fosfodiesteraz-5
(PDE-5) aktivitesini inhibe etmesiyle olduguna iligskin giiclii kanitlar bulunmaktadir.
Tiim bu bulgular korpus kovernosum homeostazinda H2S yolaklarmin énemli role sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica, PDE-5 inhibitorii sildenafilin mesane gevsetici

etkisinde, H2S’nin mediyator oldugu bulunmustur.

2.3.Heparin

Heparin, tromboembolik hastaliklarin tedavisinde ve proflaksisinde gerekliliginden
dolay1 diinyada en sik kullanilan ilagtir. Iki ¢esit heparin vardir: Standart heparin olarak
bilinen fraksiyonel olmayan heparin (unfractionated heparin (UFH)) ve diisiik molekil
agwrliklt heparin (low molecular weight heparin (LMWH). LMWH, baz1 ilaglarin bir
grubudur: Enoksaparin, dalteparin, nadroparin, tinzaparin, certoparin (Hirsh ve Raschke,
2004). LMWH, daha az kanama sonuglarina neden oldugu ve tromboembolitik
komplikasyonlarin azaltilmasinda daha az etkili oldugu icin LMWH tedavisi son
zamanlarda UFH tedavisinin yerini alabilecegi savunulmaktadir (Barrera ve ark., 2013;
Alikhan ve ark., 2014). Ancak LMWH ajanlarinin etkinliklerine dair endiseler olmasi
sebebiyle, klinikte ilk tedavi basamagi olarak UFH tercih edilmektedir (Samama ve ark.,
1988; Quinlan ve ark., 2004).

Hem arterlerde hem de venlerde kanin pihtilasmamasi i¢in UFH kullanilmigsa da
giiniimiizde vendz tromboemboliye ve atrial fibrilasyonda olusacak pihtilasmaya kars1
tercih edilmektedir (Hirsh ve Buchanan, 1991; Hirsh ve ark., 2001). Kardiyak iskemisi
olan hastalarda UFH, akut koroner sendrom patogenezinde trombin (zerindeki roliinden
dolay1, klinikte Oncelikli olarak oOnerilmektedir (Ryan ve ark., 1996). Koroner
anjiyografi, peruktan koroner girisim, kardiyopulmoner by-pass gibi ameliyat
durumlarinda da hastalara UFH verilmistir (Seltzer ve Gerson, 1979; Arjomand ve ark.,

2002). Kanin pihtilasmasmin 6nlenmesinde pek ¢ok kullanim alani olmasma ragmen,
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UFH’nin farmakolojik etkilerinin hepsi tam olarak aydmlatilamamigtir. UFH’nin
antikoagiilan etkilerinin haricinde vaskiiler etkilerinin de olabilecegi rapor edilmistir
(Mandal ve ark., 1995). Kronik UFH uygulanan hipertansiyon hastalarinda ve ¢esitli fare
modellerinde, kan basincinin diistiigii bildirilmistir (Sealey ve ark., 1967; Wilson ve
ark., 1981). Acik kalp ameliyatinda UFH uygulamasinin tesadiifen sistemik kan
basincimi belirgin derecede diisiirmesi, UFH nin vasomotor yanitlarda da degisimlere
neden olabilecegini diistindiirmiistiir (Casthely ve ark., 1990). Bir baska ¢alismada ise;
intarnal mammarian artere heparin uygulandiginda, konsantrasyona bagli vazodilatasyon
goriilmiistiir ve bu yanitin nitrik oksit ve endotel bagimli hiperpolarizan faktor (EDRF)

araciligiyla olabilecegi gosterilmistir (Tasatargil ve ark., 2005).

Heparin, koagiilasyon kaskatinda serin proteazlari inhibe ederek etki olusturan bir
ajandir, oncelikli olarak vendz tromboemboli, atrial fibrilasyona bagl trombiis olusumu
ve pulmoner tromboemboli olusumunu azaltmak i¢in kullaniliyor olsa da, perkutandz
koroner girisimlerden sonra koroner arterlerde pihti olusumunu azaltmak i¢in de
antiagregan ilaglara ek olarak, bazi gebelerde artan tromboemboli riskine karsi, kemik
kiriklarini takiben, yatalak hastalarda, uzun siire hareket edemeyecek, orn; algili bacak

gibi, vb. durumlarda sik¢a kullanilmaktadir.

Heparin, antikoagiilan etkisinin yaninda damarlarda endotel aracili gevseme
olusturduguna iliskin veriler vardir (Tangphao ve ark., 1999). Antiagregan ve
antikoagulan ilaglarm kullanimi yagla orantili olarak ileri yaslarda daha yogun
olmaktadir (Montagnana ve ark., 2010). Yasa bagli olarak farkli hastaliklarin birlikte
goriilme sikliginda ve coklu ilag kullaniminda da artis olmaktadir. Diabetes Mellitus,
kalp yetmezligi, koroner arter hastali§1 gibi hastaliklar siklikla yash popiilasyonlarda
birlikte gérinmektedir, bu gibi durumlarda hastaliklardan birini tedavisinde kullanilan
bir ilacin diger hastaliklar {izerine olumlu/olumsuz etki olusturma ihtimali

gorulmektedir.

Heparin diginda koagiilasyon kaskadimi etkileyen warfarin, rivaroxaban, dabigatran,
apixaban, edoxaban, enoxaparin, fondaparinuksun gibi farkli ajanlarda bulunmaktadir
(Ramagopalan ve ark., 2019). Ven6z tromboemboliyi 6nlemede bu ajanlardan herhangi

biri segilebilir, yine de bu ajanlarm kardiyovaskiiler hastaliklarda da antikoagiilan
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etkiden bagimsiz sekilde etkili olduklarinin gosterilmesi, ilacin 6n plana ¢ikmasina
neden olacaktir. Bu ajanlardan bazilarmm damar fonksiyonunu diizeltme ve korumada

etkili oldugu gosteren kanitlar bulunmaktadir (Kim ve ark., 2016).

Ormnegin koagiilasyon yolundaki faktor Xa inhibitorii olan edoksabanm vendz
tromboemboli olusumunu 6nlemedeki etkisinin oldugu, bu etkide edoksabana nedeniyle
goriilen hidrojen stilfiir artisinin da rolii oldugu gosterilmistir (Song ve ark., 2017). Fakat
diger ajanlar i¢in boyle bir veri bulunmamaktadir. Peki neden damar gevseme yanitinin
neden H2S aracili olup/olmadigmi arastirmak 6nemli: Baglangicta da deginildigi gibi
coklu hastalik, coklu ilag kullanimi ilerleyen yaslarda artmaktadir. Bu hastaliklar
arasinda diyabet ile kardiyovaskiiler hastaliklarin birlikteligi, diyabete bagh
hipertansiyon, koroner arter hastaligi ve kalp yetmezliginde artis goriilmektedir. Bu
artiglarda endotel fonksiyonunun ozellikle NO-sGMP yolaginim, bozulmasmnin esas
etken oldugu kabul edilmektedir. H2S ise NO-sGMP yolagi bozuldugunda, tipki
yukaridaki durumlar gibi, damar yanitlarinda daha fazla etki olusturmaktadir. Yani

patolojik durumlarda ortaya ¢ikan yedek bir mekanizma denilebilir.

Literatiirde, Diabetes Mellitus gibi endoteliyal fonksiyonlarin bozuldugu durumlarda
H2S uygulanmasmin olusacak mikrovaskiiler komplikasyonlar1 azaltabilecegine iliskin
calismalar bulunmaktadir. Hidrojen siilfiiriin, diyabet gibi durumlarda bozulan NO-
sGMP yolagi nedeniyle azalan endotel fonksiyonunu nedeniyle olusan
vazokontriksiyonu/iskemiyi diizelten bir mediyator oldugu diistiniilmektedir (Cheng ve
ark., 2018).

Diyabetten bagimsiz sekilde olusturulan iskemide de diizenli olarak uygulanan hidrojen
stlfirtn damarlar Gzerinde fonksiyonel olarak koruyucu etki olusturdugunu gdsteren

caligmalar vardir (Rushing ve ark., 2019).

Hidrojen siilfiir ¢esitli patolojik kosullarda NO yolagmin fonksiyonunu diizeltmektedir.
Hidrojen siilfiiriin damar endoteli i¢in bir yedek koruyucu mekanizma oldugu

soylenebilir (Szabo, 2017).
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Bunlarin disinda hidrojen siilfiiriin trombosit agregasyonunu inhibe ettigi, bu etkinin
aspirin gibi antiagregan ilaglarin etki mekanizmalarinda yeri olabilecegi gosterilmistir

(Atiq ve ark., 2015).

Aspirin gibi, antiagregan ajanlarin H2S miktarini1 artiriyor olmasi sadece antiagregan
etki agisindan degil, H2S’in onceden de deginilen endotel koruyucu etkisi ve bunun
sonucu olarak kardiyovaskiiler hastaliklar iizerine de olumlu etki olusturacaktir. Plazma
H2S diizeylerinin diisiikliigiiniin MI’da enfarkt alanin genisligini ve &liim olasiligin

artirdigina iliskin ¢aligmalar da bulunmaktadir (Zhu ve ark., 2007).

Ratlarda deneysel olarak olusturulan Mi’da H2S uygulanmasinm, MI sonrasi hasari
azalttigina iliskin c¢alismalar vardr (Elrod ve ark., 2007; Sivarajah ve ark., 2009).
Myokardial ve dolasimdaki H2S diizeylerinin deneysel olarak olusturulan kalp
yetmezliginde azaldig1 gosterilmistir (Kondo ve ark., 2013). Doksorubisinle olusturulan
kalp yetmezliginin ekzojen H2S ile Onlenebildigi gosterilmistir. Kalp yetmezligi

modelinde ekzojen uygulanan H2S’in inflamatuvar

sitokin iiretimini azaltip, kardiak fonksiyonlar1 korudugu ve kardiak fibrozisi azalttig1 ve
bunlarin sonucunda kardiak hipertrofi ve kalp yetmezliginin azaldigini gdosteren
caligmalar vardir (Nishida ve ark., 2012; Pan ve ark., 2013). Ayrica azalmigs CSE (H2S
iretimi i¢in gerekli enzimlerden bir tanesi) aktivitesine bagli azalan H2S diizeyiyle
atheroskleroz olusumu arasinda iliski gosterilmistir (Mani ve ark., 2014). Diger taraftan,
antikoagililan yolakta ise sadece edoksabanin H2S ile iligkisi calisilmistir.
Antikoagiilanlar arasindan hangisinin hidrojen siilfiir diizeylerini degistirerek de etki
olusturdugunun bilinmesi, bu ajanlarin olusturacag1 kardiyovaskiiler avantajlari
nedeniyle tercih edilmesini saglayabilir. Bu nedenle projemizde yaygin bir sekilde
kullanilan heparinin bilinen damar gevsetici etkisinde H2S’in rolii arastirilmak

istenmektedir (Y. Wang ve ark., 2009).

Farelerde yapilan bir ¢alismada H2S uygulanmasmin derin ven trombozunu inhibe
ettigini gostermis olmas1 (ven trombozu agirlikli olarak koagiilasyon kaskadi araciligiyla
gerceklesmektedir) heparinin olusturacagi etkide de H2S’in rolii olabilecegini

diistindiirmektedir (Gang ve ark.,2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.Deneysel Model ve Kullanilan Gerecler

20 adet 9-12 haftalik Wistar tiirii sicandan elde edilen torasik aortalar 4°C’de 5% CO2
ve 95% O: ile gazlanmis Kreb’s soliisyonu igeren petri kabiyla laboratuvara tagimmustir.
3-4mm uzunlugunda preparatlar hazirlanmistir. Preparatlar 37 °C’de 5% CO2 ve 95% O
ile gazlanmig asagidaki icerige sahip Krebs soliisyonu ((mM): Distile su i¢inde NaCl
118.4, KCI 4.7, MgSO4 H20 1.2, KH2PO4 2H,0 1.2, NaHCO3 25, CaCl, 2.5 ve glikoz
11.1.) igeren 4 adet organ banyosuna asilip, dnceden belirlenen submaksimal gerilim
altinda (submaksimal gerilim, doku organ banyosuna asildiktan sonra 1,0-2,5 g arasi
gerilim her seferinde 250mg artirilarak uygulanmis, her seferinde doku dinlendirildikten
sonra 20 mM KCI soliisyonuyla kasilmasi saglanmistir, maksimum kasilmanin oldugu
gerilimin bir alt gerilimi deneyde kullanilacak submaksimal gerilim olarak kabul

edilmistir) her 15 dakikada bir defa yikanip 60 dakika dinlenmesi saglanmaistir.

3.2.Deney Protokoli

Deneylerin ilk asamasinda asilan damar preparatlar1 endotel saglamliligini belirlemek
icin 10°M fenilefrin (FE) ile kasilip, dokunun gerilimi platoya ulasinca, 10° M
asetilkolin ile gevseme yanitlar1 elde edilmistir. Gevseme yanitlar1 kasilmanin %60 veya
daha iistiindeyse endotel var (saglam), altindaysa, endotelsiz olarak kabul edilmistir.
Deneyler sirasmda 10® M FE ile 750 mg'dan daha diisiik bir gerilim elde edilirse o
preparat deneylere dahil edilmemistir.

Deneylerin ikinci asamasinda endoteli saglam ve endotelsiz preparatlarda gevsetici
yanitlar incelenmistir. Endotelsiz preparatlarda da hidrojen siilfiiriin etkisinin bakilmas1
literatlirde direkt diiz kas aracili gevseme mekanizmalarinin olabileceginin belirtilmis
olmasindandir. Bu amagla fenilefrin ile Onkasilma olusturulan abdominal aorta
halkalarinin, yapisal ve indiiklenebilir nitrik oksid sentaz (NOS) izoformlarinin blokdrii
olan No-nitro-L-arginin metilester (L-NAME, 10* M) ile 20 dk, siklooksijenaz
inhibitérii indometazin (10° M) ile 20 dk ve bu iki ajanin kombinasyonlar1 ile 20 dk
inkiibasyon oOncesinde ve sonrasinda fraksiyonel olmayan heparinin (0,5-8U/ml)
konsantrasyon-yanit egrileri kaydedilmis ve bu sekilde heparinin olusturacagi gevsetici

etkide nitrik oksit yolaginin etkisi gézlemlenmistir. Ayrica olusan gevseme yanitlarinda
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endotel bagimli hiperpolarizan faktér (EDHF)’nin roliinii arastrmak i¢in L- NAME (10
) ve indometazin (10° M) varhiginda biiyiikk kondiiktansh kalsiyumla aktive edilen
potasyum (BKCa) kanal blokorii Kkaribdotoksin (107 M) + kiiciik kondiiktansli
kalsiyumla aktive edilen potasyum (SKCa) kanal blokérii apamin (107 M)
kombinasyonu ile 30 dakika inkiibasyon Oncesi ve kumilatif heparin
konsantrasyonlariyla gevseme yanitlarinin degisimi belirlenmistir. Caligmanin diger bir
kisminda H2S synthesis inhibitor, amino-oxyacetate (AOAA-(2x10°M)), 30 dakikalik
inkiibasyonu Oncesi ve sonrasinda heparinin (0,5-6U/ml) konsantrasyon-yanit egrileri
kaydedilmis, benzer sekilde L-NAME, indometazin, apamin/karibdotoksin'in farkli
kombinasyonlarinin yanina AOAA ekleyip 30 dakika inkiibasyon sonrasinda FE ile
kasilmig damar preparatinda tekrar heparinin kiimiilatif konsantrasyonlariyla gevseme
yanitlar1 alip, karsilastirilmistir. Bir gruba L-sistein (100 mikromolar), diger gruba L-
sistein (100 mikromolar) + Glibenklamid (100 mikromolar) 20 dakika inkiibe edildikten
sonra 10 -6 M Fenilefrin (FE) ile kasilan preparat, plato fazina ulastiktan sonra
fraksiyonel olmayan heparin kiimiilatif olarak 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 U/ml olacak sekilde
organ banyosuna eklenmistir. Sonuglar herhangi bir sey inkiibe edilmemis {icilincii

grubun sonuglartyla karsilastirilmistir.

3.3.istatiksel Analiz

Siganlarin her birinden alinan abdominal aortalardan miimkiin oldugu kadar fazla halka
elde edecek sekilde hesaplamalar yapilip gereken sican sayisi diisiiriilmiistiir. Her bir
deney grubundaki her asama en az 7 abdominal aorta halkasinda gergeklestirilmistir.
Veriler ortalama + SH olarak verilmistir. Gevseme yanitlar1 olusan kasilmanin yiizdesi
olarak verilmistir. Istatistiksel analizler tekrarlayan dlciimler icin ANOVA ve Student t

testi ile, post-hoc testler Tukey testi ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Heparinin Endoteli Saglam ve Hasarh Damar Preparatindaki Gevsetici Etkisi

Heparin (U/ml)
1 mikro M FE 0.5 1 2 4 8 16

Sekil 3a. Heparinin endoteli saglam damar preparatindaki gevsetici etkisi

Heparin (U/ml)
1 mikro M FE 0.5 1 2 4 8 16

Sekil 3b. Heparinin endoteli hasarli damar preparatindaki gevsetici etkisi
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Sekil 3c. Endoteli saglam ve hasarli damarlarda heparinin gevsetici etkisi

Heparinin, endoteli saglam (3a), endoteli hasarli (3b) damarlarda damar gevsemesi
iizerine yanitlarma bakilmistir. 10 -6 M Fenilefrin (FE) ile kasilan preparat, plato fazina
ulastiktan sonra kiimiilatif olarak 0,5, 1, 2, 4, 8 ve 16 U/ml olacak sekilde organ
banyosuna fraksiyonel olmayan heparin eklenmistir. Her iki sonu¢ sekil lc¢ icinde
birlikte sunulmustur. Sonuglar ortalama + SH olarak verilmistir. Endoteli saglam (n=12)

ve endoteli hasarli (n=7) arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0,05).
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4.2. H2S Inhibitérii Varhginda ve Yoklugunda Heparinle Olusan Gevseme

Yanitlan
Heparin (U/ml)
1 mikro M FE 0.5 1 2 4 8 16
f"'/\,) B —
P B oSS
o S——

Sekil 4a. H2S inhibitorii varliginda heparinle olusan gevseme yanitlar

Heparin (U/ml)
1 mikro M FE 0.5 1 2 4 8 16

Sekil 4b. H2S inhibitori yoklugunda heparinle olusan gevseme yanitlari
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Sekil 4¢. H2S inhibitorii varliginda ve yoklugunda heparinle olusan gevseme yanitlari

Endoteli saglam damarlarda H2S sentez inhibitdrii aminooksiasetat’in (AOAA) 1
milimolar konsantrasyonda 20 dakika inkiibasyon uygulanmig/uygulanmamis damarlar
10 -6 M Fenilefrin (FE) ile kasilip, plato fazina ulastiktan sonra fraksiyone olmayan
heparin kimulatif olarak 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 U/ml olacak sekilde organ banyosuna
eklenmistir. pD2 degerleri sirasiyla 1,04+0,14 ve 0,82+0,13’dir. Sonuglar ortalama + SH
olarak verilmistir. Endoteli saglam (n=12) ve endoteli saglam + AOAA inkiibe edilmis

grup (n=7) arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0,05).
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4.3. H2S Inhibitérii ve L-NAME Varhginda Heparinle Olusan Gevseme Yamtlari

Sekil 5a. L-NAME varliginda ve heparinle olusan gevseme yanitlari

Sekil 5b. HS inhibitorii varhginda heparinle olusan gevseme yanitlar:
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Heparin (U/ml)
1 mikro M FE 0.5 1 2 B 8 16
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Sekil 5¢. H2S inhibitdri ve L-NAME varliginda heparinle olusan gevseme yanitlari

100+ -e- Endoteli Saglam + AOAA
o 804 - Endoteli Saglam +
g AOAA + LNAME
g 60- -+ Endoteli Saglam + LNAME
o
g 404 .
°
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Sekil 5d. H2S inhibitori ve L-NAME varliginda ve yoklugunda heparinle olusan

gevseme yanitlari
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Endoteli saglam damarlardan bir gruba bir NOS inhibitori olan L-NAME 100
mikromolar konsantrasyonda, (5b) diger gruba H>S sentez inhibitorii aminooksiasetat’in
(AOAA) 1 milimolar konsantrasyonda ve son gruba da (5c) hem L-NAME, hem de
AOAA’nmn birlikte 20 dakika inkiibasyonu sonrasinda 10 -6 M Fenilefrin (FE) ile
kasilan preparat, plato fazina ulastiktan sonra fraksiyone olmayan heparin kiimiilatif
olarak 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 U/ml olacak sekilde organ banyosuna eklenmistir. Sonuclar
ortalama + SH olarak verilmistir. L-NAME inkiibe edilmis grup (n=7) ile tek basma
AOAA inkiibe edilmis (n=7) ve hem AOAA hem de L-NAME inkiibe edilmis gruplar

(n=7) arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0,05).

4.4. H2S Inhibitorii ve indometazin Varhginda ve Yoklugunda Heparinle Olusan

Gevseme Yanitlar

1004 -o- Endoteli Saglam + AOAA
Endoteli Saglam +

o 804 - ; .
% AOAA + Indometazin
2 604 Endoteli
o -+ Saglam +
2 40 Indometazin
'o\o *

20
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-2 -1 0 1 2 3 4 5
Heparin (Log,[U/mI])

Sekil 6. H,S Inhibitorii ve Indometazin Varhiginda ve Yoklugunda Heparinle Olusan

Gevseme Yanitlar1

Endoteli saglam damarlardan bir gruba H2S sentez inhibitérii aminooksiasetat’in
(AOAA) 1 milimolar konsantrasyonda ve diger gruba bir prostaglandin sentez inhibit6rii
olan indometazin 1 milimolar konsantrasyonda, son gruba da hem AOAA’m hem de
indometazinin 20 dakika inkiibasyonu sonrasinda 10 -6 M Fenilefrin (FE) ile kasilan
preparat, plato fazina ulastiktan sonra fraksiyonel olmayan heparin kiimiilatif olarak 0.5,

1, 2, 4, 8 ve 16 U/ml olacak sekilde organ banyosuna eklenmistir. Sonuclar ortalama +
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SH olarak verilmistir. indometazin inkiibe edilmis grup (n=7) ile AOAA inkiibe edilmis
(n=7) ve AOAA ve indometazinin birlikte inkiibe edildigi gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmustur (p<0,05).

4.5. H2S Inhibitéri ve Apamin ve Charybdotoxin Varhginda ve Yoklugunda

Heparinle Olusan Gevseme Yanitlar

1007 -~ Endoteli Saglam + AOAA

© 80+ Endoteli Saglam +
IS -# AOAA + Apamin +
qg‘;n 604 Charybdotoxin
g Endoteli
3 407 _, Saglam +
N Apamin +

20+ Charybdotoxin
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-2 -1 0 1 2 3 4 5
Heparin (Log,[U/ml])

Sekil 7. H,S Inhibitérii ve Apamin ve Charybdotoxin varliginda ve yoklugunda

heparinle olusan gevseme yanitlari

Endoteli saglam damarlardan bir gruba H2S sentez inhibitérii aminooksiasetat’in
(AOAA) 1 milimolar konsantrasyonda (n=7) veya bir KCa, blokeri olan Apamin(5
mikromolar) + biiylik kondiiktansli KCa blokeri olan Charybdotoxin (100 nanoMolar)
(n=7) veya AOAA + Apamin + Charybdotoxin (n=7) birlikte 20 dakika inkiibasyonu
sonrasinda 10 -6 M Fenilefrin (FE) ile kasilan preparat, plato fazina ulastiktan sonra
fraksiyone olmayan heparin kiimiilatif olarak 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 U/ml olacak sekilde
organ banyosuna eklenmistir. Sonuglar ortalama + SH olarak verilmistir. Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamaistir.

33



4.6. Heparinle Olusturulan Gevseme Yamtinda Bir H2S Prekiirsorii olan L-sistein
ve KATP Inhibitorii olan Gilbenklamidin Etkileri

100
-o- Endoteli Saglam + L-sistein
o 80- *x & Endoteli Saglam
% Endoteli Saglam +
@ 607 Glibenklamid + L-sistein
>
o 404
:O *
XX
< 204
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-2 0 2 4 6

Heparin (Log,[U/ml])

Sekil 8. Heparinle Olusturulan Gevseme Yanitinda Bir HoS Prekirsori olan L-sistein ve

KaTp Inhibitorii olan Glibenklamidin Etkileri

H>S prekirsori olan L-sistein ve Kartp kanal blokeri olan glibenklamidin heparinle
olusturulan gevseme yanit1 {izerine etkisine bakilmistir. Bir gruba L-sistein (100
mikromolar), diger gruba L-sistein (100 mikromolar) + Glibenklamid (100 mikromolar)
20 dakika inkiibe edildikten sonra 10 -6 M Fenilefrin (FE) ile kasilan preparat, plato
fazmna ulastiktan sonra fraksiyonel olmayan heparin kiimiilatif olarak 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16
U/ml olacak sekilde organ banyosuna eklenmistir. Sonuglar herhangi bir sey inkiibe
edilmemis {i¢iincii grubun sonuglariyla karsilagtirilmistir. Sonuglar ortalama + SH olarak
verilmistir. L-sistein inkiibe edilmis grup (n=7) ve glibenklamid inkiibe edilmis (n=7)
gruplar ile herhangi bir sey inkiibe edilmeyen gruplar arasinda arasinda istatistiksel

olarak anlamlilik bulunmustur (p<0,05).
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5. TARTISMA

Fraksiyonel olmayan heparinin kullanimi sirasinda kan basmcinda disiislerin
gozlenmesi, heparin molekiiliiniin vazodilatér bir etki mekanizmasina sahip
olabilecegini diislindiirmiigtiir. Sonraki zamanlarda insan damarlar1 iizerinde yapilan
calismalar heparinin vazodilator etkisini dogrulamistir (Yuan ve ark., 2019). Daha sonra
damarlar Uzerinde yapilan in vitro ¢alismalarla da damarlar tizerindeki gevsetici etki

pekistirilmistir.

Glinlimiizde gazotransmitterlerin pek ¢ok fonksiyonu tanimlanmistir. Bunlardan
hidrojen sulfur (H2S), tipki diger gazotransmitter olan nitrik oksit gibi dokularda
gevseme fonksiyonlarinda goérev aldigi  bilinmektedir. Heparinin = gevseme
fonksiyonunda hidrojen siilfiirlin yerini arastirdigimiz bu ¢aligmamizda endoteli saglam
ve endoteli hasarli iki dokuda heparin 6zellikle endoteli saglam damar preparatlarinda
gevsetici etki olusturmustur. 20 dakika hidrojen siilfiir iretiminde yer alan cystathionine
beta-synthase (CBS) enzyme inhibitér olanaminoxyacetic asid (AOAA) ile inkiibe
edildikten sonra gevseme yanitinin azalmasi, heparinin olusturdugu gevseme yanitinda
hidrojen sulfuriin yerinin oldugunu diistindiirmektedir. NOS inhibitéri L-NAME ile 20
inkiibasyon sonrasinda fenilefrinle kasilan dokuda heparinin gevsetici etkisinin tamamen
ortadan kalkmamasi en azindan NO-sGMP yolagmin tamamen bu gevsemeden sorumlu
olmayabilecegini  diisiindiirmektedir. CBS inhibitéri ve L-NAME’nin birlikte
inkiibasyonu sadece L-NAME inkibasyonuyla goérilen azalmaya gore daha fazla
azaltmistir. Sadece hidrojen siilfiirii, CBS inhibitorii, AOAA ile goriilen gevsemede
azalmayla, AOAA ve L-NAME’in gevsemedeki inhibe edici etkinin miktarini
karsilastirinca, ikili inkiibasyonun daha etkili oldugu goriilmektedir; bu NO iiretiminin

de gevseme mekanizmalarinda faktor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Damar gevseme mekanizmalarinda yer alan diger bir mekanizma prostaglandinlerdir.
Indometazin bir prostaglandin sentez inhibitérii olarak, bu tiir caligmalarda siklikla
kullanilmaktadir. H2S sentez inhibitorii, AOAA, inkiibasyonuyla goriilen gevseme
yanitindaki azalmayla, indometazin varliginda goriilen azalma karsilastirilinca H2S’in
prostaglandinlere gore daha fazla heparinin gevsetici mekanizmasinda yer aldig:

goriilmektedir. Indometazin ve AOAA’nin birlikte inkiibasyonuyla elde edilen
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gevsemede azalmanin; AOAA inkiibasyonuyla elde edilenden daha fazla olmasi ise
H>S’lin heparinin gevsetici etkisinde tek faktor olmadigi diisiindiirmektedir. Gevsetici
mekanizmalarda diger bir faktér de endotel kokenli hiperpolarize edici faktor
(EDHF)’diir. Bu faktoriin kesin olarak ne oldugu bilinmese de, iki ayr1 potasyum kanal
blokerinin birlikte kullaniminin, NO ve prostaglandinin gevsetici etkilerinin disinda
kalan gevseme yanitini tamamen ortadan kaldirdiginin gosterilmesiyle, bu faktoriin
potasyum kanal aktivitesiyle iliskili olabilecegi kabul edilmistir. Bu nedenle
calismamizda EDHF inhibitorii olarak iki potasyum kanal blokeri Apamin ve
Charybdotoxin kullanilmistir. Bu iki blokerin inhibisyonuyla, digerlerinden farkl: olarak,
heparinin olusturdugu gevsetici etki Onemli miktarda azalmistr. H2S sentez
inhibitoriiyle de gevsemede benzer miktarda azalma olmasi yani swra H2S sentez
inhibitorii ve  EDHF inhibitorleri birlikte inkiibe edildiginde gevseme yanitindaki
inhibisyon anlamli sekilde artmamistir. Bu durum, H>S’in gevsetici mekanizmasinda

potasyum kanallarinin var oldugu diisiincesiyle uyusmaktadir (Materazzi ve ark. 2017).

Calismamizda son olarak H>S iiretimindeki artisin, heparinin olusturdugu gevsetici
mekanizmay1 artirip/artirmadigmi arastirmak igin bir HoS sentez prekursoéri olan L-
sistein varliginda yanitlar ¢alisilmistir. L-sisteinle inkiibasyon sonrasi heparinin gevsetici
etkisinin artis1, gevsetici mekanizmada H>S’in yerini daha da pekistirmistir. Hidrojen
silfiirin  gevsetici mekanizmalarinda 6zellikle Katp kanallarmin  yer aldigi
disiiniilmektedir (4). Bir Katp kanal blokeri olan glibenklamid inkiibasyonu sonrasinda,
L-sistein ile heparinin gevseme yanitindaki artis biiylik oranda ortadan kalkmistir. Bu da
heparinin H2S aracili gevsetici mekanizmalarinin arasinda en fazla agirhigin Katp
kanallarinin oldugunu diisiindiirmektedir. Bu da Materazzi ve ark'nin ¢alismalarindaki

bulgular1 desteklemektedir (Materazzi ve ark. 2017).

Sonug¢ olarak, heparin konsantrasyona bagli olarak rat aortunda gevseme yaniti
olusturmaktadir. Bu gevseme mekanizmasinda H2S’de yer aliyor gibi goriinmektedir.
H2S bu gevsemeyi, agirlikli olarak Katp potasyum kanallar1 araciligiyla olmak iizere,

olasilikla diger potasyum kanallar1 araciligryla yapmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Fraksiyonel heparinin damarlar iizerinde gevsetici yanit olusturdugu goriilmiistiir ve bu
gevsetici yanitta hidrojen siilfliriin bir faktor oldugu gosterilmistir. GUnlimizde hidrojen
silfur ile ilgili cesitli ilaglar gelistirilmistir. Bu ilaglarm ¢ogu kardiyovaskiler
hastaliklara yoneliktir. Yeni gelistirilen bu ilaglar birlikte kullanilmak zorunda
kalacaktir. Boyle bir durumda ilaglarin etkileri nedeniyle damar gevseme yanitlarinda
degisiklik olacaktir ve bunun ilag¢ etkilerini degistirme olasiligi vardir. Bu nedenle
heparin ile hidrojen siilfiirle iliskili ilaglarm kullanilmasi sirasinda dikkatli olunmasi

gerektigini diislinmekteyiz.
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