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1.GIRIS

Fizyolojik ve gastro6zefageal hastaliklardaki patofizyolojik etkilerinin
bilinmesine ragmen, alt 6zefagus sfinkter (AOS) aktivitesinin kontroliindeki
ana mekanizmalar henliz tam olarak tanimlanamamistir. Son dénemde
AOS’deki inhibitor ve eksitatsr  ndérotransmisyonun  yapisinin
anlasilabilmesini saglayacak bazi calismalar ortaya konulmustur. Nitrik
oksit (NO) inhibitér noérotransmitter olarak en buylk roli oynarken
adenozin-3-fosfat (ATP), vazoaktif intestinal polipeptit (VIP), pitliter
adenilat siklaz aktivatér peptit (PACAP), kalsitonin gen iligkili peptit
(CGRP) ve karbon monoksit (CO) iligkili diger inhibitér mediyatérlerdir.
Asetilkolin (ACh) ve tasikininler ise ana eksitatér nérotransmitterlerdir
(1234 - AQS afferent (duysal yol) ve efferent lifler (motor yol) yoluyla
parasempatik ve sempatik sistem tarafindan innerve edilmektedir. Duyusal
bilgi AOS’den beyine spinal ve vagal duysal liflerle iletiimektedir 7).
Vagus, inhibitér ve eksitatér myenterik motor néronlari innerve etmesine
ragmen hayvan calismalarinda vagal stimulasyon ile daima ilk olarak AOS

gevsemesi ve onu takip eden bir kasiima gerceklesir ¢°19,

Hidrojen sdlfar (H2S), yillardir renksiz ve kuvvetli ¢lrlk yumurta
kokusuna sahip cevresel toksik gaz olarak biliniyordu. Son zamanlarda
yapillan calismalarda, H.S’in memeli dokusunda &nemli miktarda
sentezlendigi ve dizenleyici mediyatdr olarak birgcok fizyolojik etkisinin
oldugu gdsterilmistir. Toksisitesinin esas mekanizmasi, mitokondriyal
sitokrom ¢ oksidaz enzimini gucli bir sekilde inhibe etmesidir (. Abe ve
Kimura H.S'in beyinde endojen bir néromodullatér olarak islevi
olabilecegini ilk kez tanimlamislardir 2.



Beyin, kardiyovaskuiler sistem, karaciger ve bdbrekte ylksek
oranda H.S sentezi saptanmistir *®. Endojen H.S yapimi icin tek substrat
L-sistein olup, stilflr icerikli bir aminoasittir. HoS ana olarak sistatiyonin
beta sentaz (CBS), sistatiyonin gama liyaz (CSE) ve 3-merkapto sulflr
transferaz enzimleri ile sentez edilmektedir. Y. CBS ve CSE enzimleri
dokularda yaygin olarak dagilmistir. Her iki enzim de piridoksal 5’-fosfat
(vitamin Bg) bagmhdir. CBS santral sinir sisteminde, CSE ise

kardiyovaskiiler sistemde H,S’in sentezinde énceliklidir >,

H.S’'in  santral sinir sisteminde hipokampal uzun dbénem
potansiyalizasyonu arttirdigini ve bu etkisinde N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptérlerinin  glutamata olan duyarhhidini arttirmasinin  rol oynadigi

718 H,S’in periferik sinir sisteminde de bazi etkilere sahip

saptanmistir!
oldugu gdsterilmistir. HoS, kapsaisin duyarli duysal sinirleri stimile ederek
substans P ve nérokinin-A gibi tasikininlerin saliverilmesine neden oldugu

bulunmustur (1929,

H.S’in, NO ve CO gibi mediyatérlere benzer olarak damar diz
kasinda glcli gevsetici etki gésteren bir gazotransmitter olabilecegi ileri
striilmektedir. in vitro yapilan bir calismada norepinefrinle kasilmis sican
torasik aortasinin ve portal veninin HoS ve NaHS ile gevsedigi tespit
edilmistir. H,S’in torasik aortada ATP badimli potasyum kanalini (Katp)
acarak damarlari gevsettigi ve in vivo hipotansiyon olusturdugu
bildiriimistir. Mezenterik arterde endotelin uzaklastiriimasiyla veya
potasyum kanallarini bloke eden ayrica endotel bagimli vazodilatasyonu
kismen inhibe etmekte yaygin olarak kullanilan apamin ve karibdotoksinin
uygulanmasiyla HoS’in  ylksek gaz konsantrasyonunda indikledigi

gevseme yanitinin azaldi§i saptanmistir #2223



Gastrik mukozada CSE ve CBS enzimlerinin her ikisinin de
eksprese edildigi gdsterilmistir ®?. Endojen H»S’in mukozal yaralanmaya
kars! koruyucu faktér oldugu ileri strilmustir. CBS ve CSE kobay ve
insan  kolonunda submukozal ve myenterik sinir pleksusunda

immUnhistokimyasal olarak saptanmistir @),

Kobaylarda yapilan bir
calismada gastrik antrum diz kasinda ekzojen H,S kaynagi olarak

kullanilan NaHS’in ¢ift yonll etkisi goérilmustir. Disik konsantrasyonlarda

NaHS’in, Karp kanallarini direkt aktive ettigi, potasyum iyonu (K*)’nun

disarl atilmasina ve membranin hiperpolarizasyonuna neden oldugu
gbsterilmigtir. Buna bagl kalsiyumun hicre icine girisini azalttigr ve
spontan kontraksiyonun amplitGdind dusardigi gbézlemlenmistir. Ayni
zamanda voltaj bagimh potasyum kanalinin (Ky) aciimasini kismen inhibe
ettigi, bdylece membran depolarizasyonuna neden olup hicre ici kalsiyum
seviyesinin artmasina sebep oldugu ve gastrik diiz kasin istirahat gerimini
arttirdigi saptanmigtir. Memelilerdeki H.S’in fizyolojik
konsantrasyonlarindan ¢ok daha yiksek NaHS konsantrasyonlarinda
yapillan bir calismada ise Karp kanalinin acimasini indikledigi
gbzlemlenmistir ®®). Farkli hayvan tirlerinde yapilan calismalarda ileumun
spontan kasilmalarini veya ACh ile olusturulmus kasiima yanitini H>S’in

azalttigl tespit edilmistir (%27

Kolon mukozasinda sulfat indirgeyici
bakterilerce silfat icerikli besinlerden yiksek miktarda H.S ortaya
cikmaktadir ve bu bakteriyel kokenli olusan H.S'’in Ulseratif kolit, kolorektal
kanserler gibi c¢esitli barsak hastaliklarina katki saglayabilecegi

distnllmektedir .

Bu calismada izole tavsan alt 6zefagus sfinkterinde elektriksel alan
uyarisina bagh nérojenik kasilma cevaplarinin tanimlanmasi ve bu yanitlar

Uzerine hidrojen sdlftrtn etkisinin arastirilmasi amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alt Ozefagus Sfinkter Hemodinamigi

Ozefagus ve mide birlesim yerinde alt 6zefagus sfinkteri ve krural
diyafragma gibi yUksek basincli ézellesmis alanlar bulunur. Bu yapilarin
asil fonksiyonu bir taraftan yemek pasajini yutma sirasinda mideye
gbndermek diger taraftan ise mide iceriginin 6zefagusa geri dénlsinu
engellemektir. Gevseme ve kasiima fonksiyonlariyla, AOS’in bazal tonus
regllasyonu saglanmaktadir. Fizyolojik ve gastro6zefageal hastaliklardaki
patofizyolojik  etkilerinin  bilinmesine ragmen, AOS aktivitesinin
kontrolindeki ana mekanizmalar hentiz tam olarak tanimlanamamistir.
Son dénemde AOS’deki inhibitdr ve eksitatér nérotransmisyonun yapisinin
anlasilabilmesini saglayacak bazi calismalar ortaya konulmustur. NO
inhibitdr ndrotransmitter olarak en bilyilk rolll oynarken ATP, ViP, PACAP,
CGRP ve CO iligkili diger inhibitér mediyatérlerdir. ACh ve tasikininler ise

ana eksitatér nérotransmitterlerdir (234,

2.2. AOS’un Motor Néronal Anatomisi

AOS afferent (duysal yol) ve efferent lifler (motor yol) yoluyla
parasempatik ve sempatik sistem tarafindan innerve edilmektedir. Duyusal
bilgi AOS'den beyine spinal ve vagal duysal liflerle iletiimektedir 7).
Nosiseptif stimuluslari almakla gérevli olan spinal afferentlerin hicre
govdeleri T1-L3 seviyesinde dorsal kdk gangliyonunda bulunmaktadir 9
Hlcre gb6vdeleriyle birlikte vagal afferentler gangliyon nodosumda

bulunurlar ve nosiseptif olmayan duyulari beyine tasiyarak daha cok
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nilkleus traktus solitaride sinaps yaparlar. Bu nikleusun néronlari, AOS’in
ve Ozefagusun diz kas kismini innerve eden ve vagal motor néron orijin
yeri olan vagusun dorsal motor niikleusuna uzanir. Ozefagusun cizgili kas
kismini innerve eden motor néronlar, nikleus ambigusun rostral kisminda
lokalize olmuslardir ®%). Cizgili kaslardan farkli olarak vagal efferent lifler
diz kasi direkt olarak innerve etmez, myenterik pleksusun inhibitor ve
eksitatdor motor ndéronlarinda sinaps yaparlar. Dorsal motor nukleusun
néronal gdvdelerinin dagilimi, onlarin inhibitér veya eksitatér motor
néronlarla sinaps yapip yapmamalarina baglidir. Eksitatér yolagin néron
gbvdeleri dorsal motor nikleusun rostral kisminda bulunurken, inhibitér
yolagin néron gdvdeleri ise kaudal kisimda bulunur @1, Vagus, inhibitér ve
eksitatér myenterik motor ndéronlari innerve etmesine ragmen hayvan
calismalarinda vagal stimulasyon ile daima ilk olarak AOS gevsemesi ve

8910 Efferent ndronlarla inhibitdr

onu takip eden bir kasilma gerceklesir ¢
enterik ndronlar arasindaki sinaptik iletim, nikotinik ve muskarinik M1
reseptérler aracihdiyla olurken serotonin (5-HT) de bu seviyedeki sinaptik

iletimde rol oynayabilmektedir 323334

Efferent sempatik yolun néron gévdeleri T6-T10 spinal segmentte
bulunurken major splanknik sinir yoluyla ¢élyak gangliyona aksonlarini
yollamaktadir.  Kolinerjik  pregangliyonik  ndronlar  noradrenerjik
postgangliyonik néronlarda bulunan ACh nikotinik reseptorleri aktive
ederler. Bu adrenerjik lifler direkt olarak ya da enterik motor ndronlar
yoluyla AOS diiz kasini innerve edebilirler . AOS’nin sempatik yanitlari
tirlere gbre degismektedir. Dag gelinciginde splanknik sinir stimilasyonu
adrenerjik néronlari aktive ederek ve beta adrenoseptérler araciligiyla
AOS'de gevseme vyaparken, kedilerde splanknik sinirin periferik
sonlanmalarinin stimilasyonu diiz kasta ve kolinerjik myenterik néronlarda
bulunan adrenoseptdrlerin stimilasyonu ile sonuclanarak AOS basincinda

artis meydana getirir ©3°%),



2.3. AOS Anatomisi

insan AOS'’si distal 6zefagus sonlanma bélgesinde 4 cm
uzunlugunda kalinlagsmis sirkiler kas tabakasinin 6zellesmesiyle
olusmaktadir. insanlarda AOS tamamen halka formunda degildir. Midenin
kicik kurvaturundan gelen clasp lifler (U seklinde tamamlanmayan
halkasal yapi) ve buyuk kurvaturundan gelen sling liflerden (oblik kas
lifleri) olusur ©”). Diger tiirlerde drnegin kdpekte, keseli sicanda ve kedide

3839400 5adece domuzlarda

sirkiiler kas tamamlanmis halka seklindedir |
clasp ve sling liflerin dagilimi insandakine benzer niteliktedir @) insanin
da icinde bulundugu farkl tirlerde muskarinik reseptér agonisti ACh clasp
liflerle karsilastirildiginda sling liflerde daha ylksek oranda konsantrasyon

04299 8ling kas liflerinin

bagimh kasilma olusturdugu gdzlemlenmistir |
yiksek duyarlihdinin M3 muskarinik reseptérlerinin farkli ekspresyonuna
bagh olarak gerceklestigi dustnilmektedir. L-tipi kalsiyum kanal
ekspresyonunun ve bu kanalin akim yogunlugunun bélgesel farklihgi, AOS
kasilabilirliginde farkli lif tiplerinin  olusturdugu katkidaki farklihgi

44,45)

aciklayabilmektedir . Clasp ve sling lifler dopamin, fenilefrin ve

izoprenaline farkli duyarlilik gdstermektedirler “°).

2.4. AOS Bazal Tonusu

AOS ve ozefagus diiz kasi arasindaki fark, in vivo mide ve
O6zefagus arasinda yUksek limen ici basin¢g zonu olarak tanimlanabilen
AOS’de artmis bazal tonusun gelismesidir. Saglkli génilliilerde yapilan bir
calismada AOS, mide ici basincin 15-30 mmHg (izerinde tonik liimen igi
basing olusturur “”. AOS bazal tonusu 6zefagogastrik bileske basincinin

artisina anlamli derecede katki saglar. Bununla birlikte AOS cevresindeki

6



krural diyafragmanin inspirasyon sirasinda ve karin i¢i basincinin arttigi

durumlarda kasilmasi da bu basinci artirmaktadir 8.

AOS bazal tonusu, bu seviyedeki diiz kas hiicrelerinin 6zellesmesi
ile olustujundan baslica myojenik kaynaklidir. AOS diz kas hiicresi
O6zefagus gbvde hlcresine kiyasla membran dinlenim potansiyeli daha az
negatif oldugu icin daha depolarize (-50 mV yerine -41 mV) oldugu
sOylenebilmektedir. Bu farkin ekstraselller kalsiyumu iceri alan voltaj
bagimh kalsiyum kanallarinin aktivasyonu ile spontan aksiyon potansiyel
olusumuna neden olarak bazal tonusun olusumunu saglayabildigi ileri

49

strlilmektedir “9. insanda oldugu gibi farkli tiirlerde de L-tipi kalsiyum

kanallari araciligiyla kalsiyumun iceri girisi AOS tonusunun siirddriimesini

sagladigr kanitlanmigtir (°0-21:5259),

AOS tonusu eksitatér ve inhibitér vagal yollar ile diizenlenmektedir.
in vivo olarak AOS basincinin tetradotoksin (Na+ kanal blokérl) veya
bilateral vagatomi ile ayni anda tim yolaklar etkilendiginde bile
degismedigi gortlmastir ©**°. Bununla beraber tek bir yolak bloke
edildiginde bu, diger yolagin karsilanmamasina neden olmaktadir. Ornegin
NOS inhibitérleri ile nitrerjik inhibitér yolun baskilanmasi, eksitatér
sinirlerlerin karsilanmamis etkilerinden dolayr AOS basincinda artisa yol

%6.57.58) Benzer sekilde kolinerjik eksitatér yolun antikolinerjik

acmaktadir {
bir ajan tarafindan baskilanmasi, inhibitér sinirlerin karsilanmamigs etkileri
nedeniyle AOS basincinda azalmaya neden olmaktadir. Bu etki tiire 6zel
gibi goérinmektedir. insan ve kdpeklerin diginda keseli siganlarda ve
maymunlarda atropin AOS basincini disiirmede basarisiz olmaktadir ©9.
Benzer bir sonug in vitro AOS kas seritlerinde de gdzlemlenmistir. insanin
da icinde bulundugu bazi tirlerde NOS inhibitérleri AOS kas seritlerinin

tonusunu artirmakta ve domuz AOS kas seritlerinin tonusu ise atropin ile
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€0.81) Nitrerjik myenterik néronun AOS bazal tonusu Uzerine

dismektedir |
katkisi yliksek bazal AOS basincina sahip néronal NOS hasarli farelerde

yapilan manometrik calismalarda da gésterilmistir 62)

Sempatik sinir sisteminin bazal AOS basinci (zerine etkisi net
olmayip bilateral servikal sempatetektomi veya splanknik sinir kesisinin
bazal AOS basinci lizerine etkisi gériilmemistir ¢°. Buna karsilik alfa ve
beta adrenoseptér antagonistleri kullanilarak yapilan deneylerde bazal
AOS basinci lizerinde % 30 kadar bir payin beta adrenoseptérler degilse

de alfa adrenoseptérler lizerinden oldugu gdsterilmistir 2.

2.5. AOS Fizyolojisi

2.5.1. AOS Gevsemesi

AOS gevsemesi ©6zefagusta yutmanin indikledigi  primer
peristaltizmin  tamamlayici  bir parcasidir. Bununla birlikte AOS
relaksasyonu faringeal ve 6zefageal peristaltizm olmadan da meydana
gelebilmektedir. Ozefagus diiz kas gerimi sekonder peristaltizmle iliskili
veya iliskili olmadan AOS gevsemesine neden olur. Bu tiir bir gevseme,
vagal uyarinin aracilik etmedigi lokal refleks neticesinde olusur. Gegici
AOS gevsemesi gastrik distansiyonun indiikledigi ancak yutma ile iligkili
olmayan 10-30 saniye kadar siiren bir gevsemedir 4656667 Gecici AOS
gevsemesi yemek sonrasi gastro-6zefageal refliden ve gastro-6zefageal

reflii hastaligindan sorumludur 2.



2.5.1.1. Gevsemeye Aracilik Eden Norotransmitterler / Modulatodrler

NO ana inhibitér ndérotransmitter olmakla birlikte diger
norotransmitterlerin etkisi hala tartismalidir. ViP ve ATP 6zefagusta non-
adrenerjik non-kolinerjik (NANK) gevsemeye aracilik ettigi dastntlen ilk

6970 Daha sonra yapilan calismalarda ise ATP ve

nérotransmitterlerdir ¢
adenozinin AOS gevsemesinde etkili olmadigi ViP’in ana ézefageal NANK
nérotransmitter oldugu éne siriimistir 772, Ayrica VIP’in AOS diiz kas
seritlerinin elektriksel alan uyarisi (EAU) sonucu olusan gevsemeye
aracilik eden bir ndrotransmitter oldugu bulunmustur "®. Tiim bu gérisler
1980’lerin  sonlarinda NO’nun endotel hicrelerinden saliverildiginin
bulunmasi, selektif nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitérlerinin kegfedilmesi ve
NO’nun gastrointestinal kanalda NANK nérotransmisyonda inhibitér

mediyatdr oldugunun bulunmasiyla degismistir /+7°76),

2.5.1.1.1. Nitrik Oksit

AOS gevsemesinde NO'nun rolii ilk kez 1991'de keseli sican AOS
diz kasinda NOS inhibitérlerinin etkisinin arastinldigr ¢alismalarda

saptanmis ve insan dokusunda da benzer sonuclar elde edilmistir

(77.78.79.80) " Kgpek, kobay, sican, kedi ve domuz gibi farkli tiirlerde yapilan

pek cok calismada NOnun AOS gevsemesine aracillk eden ana

461.77.81.82) In vivo calismalarda NOS

nérotransmitter oldugu saptanmustir
inhibitdrlerinin yutma ile olusan AOS gevsemesini ortadan kaldirmasi veya
azaltmasi, myenterik nitrerjik néronlarda azalmanin bulundugu akalazyaya
sahip hastalarda durumu kétiulestirmesi, NO’nun fizyolojik énemini ortaya

koymaktadir 6:57:°8:62)



Akalazya hastalarinin AOS seritlerinde intrinsik sinirlerin EAU ile
stimllasyonu sonucu ‘on’ gevsemesi yerine ‘on’ kasiimasini olusturmasi
nitrerjik ndérotransmisyonun daha fazla hasarlandigini gdstermektedir
(7880) ' Genetik olarak endotelyal NOS (eNOS) ve néronal NOS (nNNOS)'lari
hasarlanan farelerde yapilan calismalarda, NANK gevsemeye aracilik
eden NO’nun enzimatik kaynaginin eNOS’dan ziyade nNOS’un oldugu
gosterilmistir ©2.

Farkh tdrlerde yapilan galismalarda NO, NO donéri ve EAUnun
AOS diiz kas seritlerinde siklik guanozin mono fosfat (sGMP) yoluyla
hiperpolarizasyon ve gevseme yaptigi saptanmistir. Guanilat siklaz
inhibitorleriyle yapilan deneylerde ve direkt olarak sGMP &lgcimuyle
nitrerjik myenterik néron aktivasyonunun guanilat siklaz - sGMP yoluyla

AOS diiz kasinda gevseme yaptigi tesbit edilmistir ¢1:8384),

2.5.1.1.2. Plrinler

ATP, ADP ve adenozin keseli sicanlarda hiperpolarizasyon yaparak
ve AOS diiz kas seritlerinde gevseme olusturarak AOS basincini

61.85 ATP’nin olusturdugu gevseme yanitinda hizli komponenti

digtrirler ¢
takip eden yavas gevseme yaniti karakteristiktir €. Yapilan calismalarda
P2 reseptdrinin nonspesifik blokdrl suramin ve disik kondiktansli
kalsiyumla aktive potasyum kanal blokérii apaminin, ATP’nin AOS diiz

61.86)  Apamin ve

kasinda olusturdugu gevsemeyi azalttigi saptanmistir ¢
P2Y1 reseptor antagonisti MRS2179'un ATP’nin indikledigi gevsemenin

hizli komponentini bloke ettigi gdsterilmistir ¢!,
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2.5.1.1.3. Vazoaktif intestinal Peptit

ViP’in AOS gevsemesindeki rolii tartismalidir. VIP in vivo olarak

AOS basincini azaltir ve farkl tirlerde diiz kas gevsemesi olusturur

(26181.87.88) Baz| calismalarda diiz kas hiicresinde veya presinaptik olarak

NO olusumunda anlamli bir payin VIiP tarafindan gerceklestirildigi

89)

bulunmustur . VIiP’in olusturdugu gevsemenin zayif olusu ve NOS

inhibitérleri tarafindan dizenlenmemesinden yola ¢ikarak, ViP’in NO

olusum yoluyla AOS gevsemesi yapmadigi ortaya konulmustur ©¢':8488)

2.5.1.1.4. Kalsitonin Gen lle iliskili Peptit

CGRP’nin in vivo olarak yapilan bir calismada AOS basincini

0 CGRP’nin in vitro etkileri tiirler arasinda

dislrdigla saptanmigtir
degisiklik géstermektedir. CGRP tavsan ve domuz diz kasinda gevseme
yapmazken, keseli sicanlarda CGRP 8-37 ile antagonize edilen doz

bagiml gevseme yaniti olusturur €'Y,

2.5.1.1.5. Karbon Monoksit

CO gastrointestinal sistem diiz kasinda gevsetici rol oynamaktadir
®2)CO sentezindeki temel enzim olan hem oksijenaz tip 2'nin AOS enterik
sinir sisteminde bulundugu tesbit edilmistir ®®. Karbon monoksit saliveren
molekiil ve CO’nun keseli sican, kedi ve domuzda AOS'yi gevsettigi ancak
selektif hem oksijenaz inhibitéri protoporfirin IX’un EAU’nun indikledigi

gevseme (izerine bir etkide bulunmadigi gérilmustar ©'%%. CO da NO gibi
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guanilat siklaz ve sGMP olugsumunu aktive ederek gevsetici etkide bulunur
(93)

2.5.2. AOS Kasilmasi

AOS gevsemesini bazal tonusa geri déndiiren kasilma izler.
Yutmanin indUkledigi veya gecici gevseme sonrasi 6zefagusun
peristaltizmi ile sfinkterin oral parcasi ritmik olarak kasilir. AOS’nin alt
kismi kasilma sonrasi ayni karekteri gbstermez ve sfinkter basinci
dinlenim seviyesini alir. EAU ile farkl turlerin AOS diiz kas seritlerinde de
benzer durum elde edilir. Seritler eger AOS’nin proksimal kismindan
cikarilmigssa EAU stimulusu boyunca ‘on’ gevseme yanitini ‘off’ kasiima
yanitl takip ederken distal kisimdan ¢ikarilan seritlerde ise ‘on’ gevseme

yaniti géralar 4%,

2.5.2.1. Kasilmaya Aracilik Eden Norotransmitterler / Modulatérler

Tom gastrointestinal sistem motor ndronlarinda asetilkolin
transferaz ve substans P (SP), nérokinin A (NKA) ve nérokinin B (NKB)
gibi tasikininler bulunur. ACh gastrointestinal sistemde ana eksitator
nérotransmitter iken bazi bdlgelerde ise tasikininler 6énemli rol

listlenebilmektedirler (94979899,
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2.5.2.1.1. Asetilkolin

Asetilkolin transferaz’in, AOS myenterik pleksusunda bulundugu

100

gosterilmistir 1% Karbokol ve betanekol'tin AOS diiz kasinda doz bagimli

101)

kasilma olusturdugu yapilan calismalarda saptanmistir (%", Atropin’in

EAU ile olusan ‘off kasllma yanitini inhibe ettigi tespit edilmistir ©¢"%).
Yapilan bir calismada M2 muskarinik reseptdrlerin keseli sican AOS diiz

199 Kedi AOS’'unda kasilma yanitinin

kasinda var olduklari bulunmustur
olusumunda M3 muskarinik reseptdrlerin aracilik ettigi ve M3 muskarinik
reseptor antagonisti p-fluorohexa- hydro-sila-difenidol ile kasilmanin inhibe
oldugu gésterilmistir ©. M3 muskarinik reseptérlerin aktivasyonu ile
fosfolipaz C aracil inositol 3-fosfat ve diagilgliserol olusmaktadir. inositol
3-fosfat endoplazmik retikulumdan kalsiyum saliverilmesine ve kalmodulin
aktivasyonuna neden olur. Kalsiyum-kalmodulin myozin hafif zincir kinazi

aktive ederek kasiima cevabi olusumuna neden olmaktadir (1%,

2.5.2.1.2. Tasikininler

SP ve NKA'nin insan, domuz ve képeklerin AOS’lerinde varliklari
tesbit edilmistir. intravenéz SP uygulamasinin kismen ACh muskarinik
reseptorleri kullanarak doz bagimli olarak AOS kasilmasi yaptigi, NKA'nin
ise noral kolinerjik mekanizmadan bagimsiz bir sekilde AOS tonusunu

arttirdigi saptanmistir (%4,

SP, NKA ve NKB'nin insan AOS diiz kasinda konsantrasyon
bagimh kasiima yanitlarini farkli glclerde olusturdugu tesbit edilmistir
(NKA>NKB>SP). Selektif NK2 reseptor antagonisti SR 48968'nin NKA
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yanitini inhibe ettigi, selektif NK1 reseptor antagonisti CP-96345'nin ise
NKA vyanitini inhibe etmedigi saptanmistir. Bu sonuglar tasikininlerin
indUkledigi  kasilmanin  tasikinin  NK2 reseptér stimilasyonu ile

gerceklestigini ortaya koymaktadir 1%,

2.5.2.1.3. Nitrik Oksit

NO ana inhibitor mediyatér olarak bilinmesine ragmen AOS
kasilmasinda da rol oynayabilecegi diisiinilmektedir. AOS kasinda EAU
‘off’ kasilmasinin takip ettigi bir gevseme yaniti olusturur. Keseli siganda
domuzda ve farede NOS inhibitori N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME)
ve guanilat siklaz inhibitori 1H-(1,2,4)-oksadiaziol-(4,3-a) kuinoksalin-1
(ODQ) ile tim yanitlarin azalmasi NO’nun sadece gevseme yanitindan
degil ayni zamanda kasilma yanitindan da sorumlu olabilecegini ortaya

61,94)

cikarmistir ¢ . Néronal NOS’u genetik olarak olmayan farelerde de

benzer sonuclar bulunmustur (1%9.

TOm bu etkilerin tire 6zgl oldugu disundimektedir. Kedi, sican ve
insanlarda NOS inhibitérleri ‘off’ kasiimasini etkilemedigi bulunmustur ©°.
Keseli sicanlarda ve kedilerde yapilan in vivo deneylerde NG-nitro-L-
arginine intravendz uygulanmasiyla AOS gevsemesinde ve kasilma

34.56.57) jzole

sonrasi AOS amplitiidiinde inhibisyon olustugu saptanmistir ¢
diz kas etkileri ile in vivo etkiler benzer oldugu icin NOS inhibitérlerinin,
AOS gevsemesi (izerine periferal etkili oldugu ancak kasiima sonrasi AOS
tzerindeki etkisinin ise santral oldugu distnilmektedir. Kedilerde kasiima
sonrasi AOS’de NO’nun santral saliverimesi, vagusun dorsal motor
nikleusunda néral eksitasyonu ve AOS’nin  kolinerjik  eksitator

innervasyonun aktivasyonuyla meydana gelmektedir "°”).
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2.6. Yeni Gazotransmitter Hidrojen Sulftr

NO ilk tanimlandiginda bilimsel topluluklar tarafindan sasirtici
olarak kargilanmistir. CUnk( bilinen tim hormonlar, mediyatoérler,
nérotransmitterler organik bilesikler olup, NO kisa yari émrire sahip
serbest radikal niteligi tasiyan, bircok fonksiyonu dizenleyen efektdr bir

198 Cok gecmeden ikinci olarak inorganik gaz 6zelliginde bir

molekildr ¢
bilesik olan CO’nun mediyatdr ve nérotransmitter olarak endojen Uretildigi
fark edilmigtir. CO, hem’in biliverdine katabolizmasi sirasinda hem

oksijenaz enzimi tarafindan sentezlenmektedir 199119

Son zamanlarda yapilan calismalarda, bir baska toksik gaz olan
H.S’in memeli dokusunda 6nemli miktarda sentezlendigi ve dizenleyici
mediyatér olarak bircok fizyolojik etkisinin oldugu gd&sterilmistir. H,S,
yillardir renksiz ve kuvvetli ¢cirik yumurta kokusuna sahip ¢evresel toksik
gaz olarak biliniyordu. Toksisitesinin esas mekanizmasi, mitokondriyal
sitokrom ¢ oksidaz enzimini gucli bir sekilde inhibe etmesidir. Esasen
H,S, siyanid’den daha giiclii mitokondriyal solunumun inhibitdridar (7.
1980’lerin sonunda beyinde endojen H>S bulunmustur ve ilk baslarda
postmortem memel dokusunda hizlica yUkselen sulfar
konsantrasyonlarindan dolayr meydana gelen bir yapi olarak

tanimlanmistir (11112,

Abe ve Kimura H.S’in yapiminin beyindeki
enzimatik mekanizmasini, fizyolojik konsantrasyonlardaki biyolojik
etkilerini ve spesifik hlcresel hedeflerini aciklayarak, H.S’in beyinde
endojen bir ndéromodilatér olarak islevi olabilecegini ilk kez

tanimlamislardir 2.
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2.6.1. Hidrojen Sulfur'iin Kimyasal Ozellikleri

Ho.S fizyolojik ortamlarda; HoS’in Ugte biri pH 7,4 ve akéz
solUsyonlarda olarak ayrismamis halde, Ugte ikisi hidrojen iyonu (H") ile
daha sonra H* ve siilfid iyonuna (S®) bozunabilen hidrojen siilfid iyonu
(HS") olarak ayrismis halde bulunmaktadir. Ancak son reaksiyon yiksek
pHlI ortamda gerceklesmekte olup S? in vivo ortamlarda ortaya
¢tkmamaktadir. Sodyum hidrojen salfid (NaHS) yaygin olarak kullanilan
HoS dondridar. Cinkd NaHS, sodyum iyonu (Na*) ve HS olarak ayrisir.
Sonrasinda HS® de kismen H* baglayarak ayrismamis H.S’e doénlsdr.
H.S, NO ve CO’ya benzer gekilde lipofiliktir ve plazma membranlarindan
kolaylikla gecebilmektedir. Ancak kismen ayrismasi sebebiyle, diger
gazlara kiyasla membranlarin H».S’e gecirgenligi daha azdir. H.S serumda
ve birgcok dokuda yaklagik 50 yM konsantrasyonda saptanabilmektedir.
Beyinde saptanan fizyolojik konsantrasyonlari serumdakinden fazla olup

U¢ kati kadardir ve bu gergekte toksik konsantrasyona yakin bir degerdir
(21)

2.6.2. Hidrojen SUlflir'in Sentezi ve Katabolizmasi

Beyin, kardiyovaskiler sistem, karaciger ve bObrekte ylUksek
oranda H,S sentezi saptanmistir '®. Endojen H,S yapimi icin tek substrat
L-sistein olup, sudlfir icerikli bir aminoasittir. L-sistein ise besin
kaynaklarindan, L-metiyoninin transsilfirasyon yolaginda ara Grin olarak
meydana gelen homosistein aminoasitinden veya endojen proteinlerden
serbestleserek olugsmaktadir. H,S ana olarak sistatiyonin beta sentaz
(CBS), sistatiyonin gama liyaz (CSE) ve 3-merkapto sulfir transferaz
enzimleri ile sentez edilmektedir. Y. CBS ve CSE enzimleri dokularda
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yaygin olarak dagiimistir. Her iki enzim de piridoksal 5’-fosfat (vitamin Bg)
bagimlidir. CBS santral sinir sisteminde, CSE ise kardiyovaskiler
sistemde H,S’in sentezinde &nceliklidir. Karaciger, bdbrek gibi bazi
dokularda H,S’in Uretiminden her iki enzimde esit oranda sorumludur
(15.16) "Memeli kolonunda yer alan sillfiir indirgeyici bakteriler tarafindan da
H.S uretilmektedir . H5S, insanlarda ve diger omurgalilarda oldugu gibi
bakterilerde de CBS, CSE enzimleri ve 2-piridoksal-5’-fosfat bagiml
olmayan enzim olan 3-merkaptopirtivat silftrtransferaz enzimi tarafindan

sentezlenmektedir (114 115 116,117)

H.S baslica mitokondride hizlica okside olup ilk olarak sulfit ve
sulfata dénlsecek olan tiyosulfat olugur. HoS’nin tiyosilfata oksidasyonu
mitokondriyal solunumun elektron transportuyla iligkili enzimatik olmayan
mekanizma ile gerceklesmektedir. Ayrica bu reaksiyon sUperoksid
dismutaz enzimi ile de katalize olabilmektedir. Salfit de sdlfit oksidaz
enzimiyle hizli bir sekilde sllfata okside olmaktadir. Béylece Uriner silfatin
cogu HoS’'den olusan tiyosilfattan ziyade sistein dioksijenaz enzimi ile
sistein oksidasyonundan kaynaklanan sdlfat olmasina karsin fizyolojik
durumlarda H.S’in metabolizmasinin esas son urind sudlfattir. Ayrica
idrarda sulfatin %1’inden daha az konsantrasyonda tiyosulfat ekskresyona
ugramaktadir. Bununla birlikte Uriner tiyosilfat H.S’in tim vicuttaki
yapiminin spesifik  belirteci olarak  dusutnudlmektedir. HoS’in
metabolizmasindan sorumlu ikincil yolak esas olarak sitozolde
gerceklesmektedir ve tiyol S-metil transferaz enzimiyle metilasyona

ugrayarak metanetiyol ve dimetilsiilfid’e dénlismektedir (118:119:120.121.122)
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2.6.3. Hidrojen SuUlflir'in Santral Sinir Sistemindeki Rol

Abe ve Kimura tarafindan yapilan bir calismada sican
hipokampusunde, serebellumunda ve H,S yapiminin oldugu beyin
homojenatlarinda, CBS’nin ylksek dliizeyde eksprese edildigi gésterilmistir
(12) Yapilan calismalarda H2S’in santral sinir sisteminde hipokampal uzun
dénem potansiyalizasyonu arttirdigini  ve bu etkisinde NMDA
reseptérlerinin glutamata olan duyarliigini arttirmasinin rol oynadigi
saptanmistir. H>S’in NMDA reseptorliyle etkilesiminde siklik adenozin
mono fosfat (sAMP) badimh protein kinaz yolaginin aktivasyonunun
gerceklestigi gosterilmistir. NaHS (1-100 uM)’in, sican serebral, serebellar
néronlarinda ve beyin glial hiicrelerinde SAMP olugsumunu arttirdidi tespit

edilmistir (1718,

H.S astrositlerin fonksiyonlarini da dizenlemektedir. H,S, sican
beyin astrositlerinde yapilan primer hicre kultiriinde htcre ici kalsiyumu
arttirmaktadir. Astrositlerde néronlardan farkli olarak H.S olusumu CSE
enzimi tarafindan gerceklesmekte ve hicre ici kalsiyum Uzerindeki etkisi

sAMP ve protein kinaz A araciligiyla olmaktadir (123124,

H.S’in periferik sinir sisteminde de bazi etkilere sahip oldugu
gosterilmistir. H.S, kapsaisin duyarli duysal sinirleri stimile ederek
substans P ve nérokinin-A gibi tasikininlerin saliverilmesine neden oldugu
bulunmustur. Sigcan mesane detrlisér kasinda yapilan bir calismada H,S’in
konsantrasyon bagimli kasiimaya neden oldugu goésterilmistir. Ancak NK1
ve NK2 antagonistlerinin uygulanmasiyla hem de yiksek doz kapsaisin ile
afferent duysal sinir desensitizasyonu yapilmasiyla H>S’in bu etkisinin

tamamen ortadan kalkmasindan dolayl direkt bir etki olmadigi ileri
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sUrdlmastdr. HoS ile ilgili bu cevabin spesifik mekanizmasi tam olarak
netlestirlememis ancak TRPV-1 (Transient receptor potential vanilloid
receptor) kalsiyum kanalinin spesifik olmayan blokéri olan rutenyum
kirmizisi ile bu cevabin ortadan kalktigi gésterilmistir. Bu veriler duyusal
sinir sonlanmalarindaki TRPV-1 veya iligkili iyon kanallarini H,S’in aktive

edebilecegini géstermektedir (1929

2.6.4. Hidrojen Sulfiir'in Kardiyovaskiiler Sistemdeki Roll

H.S’in yapimindan beyinde esas sorumlu olan enzim CBS iken
kardiyovaskiler sistemde ana enzimin CSE oldugu bulunmustur.
immdinhistokimyasal ve ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu ile
yapilan calismalarda CSE’nin endotelyal hiicrelerde degil vaskiler diiz kas
hiicrelerinde eksprese edildigi gdsterilmistir ¢2.

H.S, NO ve CO gibi mediyatérlere benzer olarak gevsemeye neden
olmaktadir ve damar diz kasinda gucli gevsetici etki gdsteren bir

212223 n vitro yapilan bir

gazotransmitter olabilecedi ileri sriilmektedir ¢
calismada norepinefrinle kasilmis si¢an torasik aortasinin ve portal veninin
H>S ve NaHS ile gevsedigi tespit edilmistir. Ozellikle periferal dayaniklihig
olan sican mezenterik arterinde H.S’in vaskiler direncin ve kan basincinin
dizenlenmesinde yiksek debili damarlara gére daha belirgin gevsetici
etkiye sahip oldugu bulunmustur ®®). Vaskiler dokularda rolii iyi bilinen NO
tarafindan indlUklenen gevseme yaniti NO’ya duyarli guanilat siklaz
inhibitéri ODQ tarafindan ortadan kaldiriimaktadir. Fakat H,S tarafindan
indilklenen gevseme yanitinin {izerinde bir etkisi yoktur ©#"?2. Sonuc
olarak HpS, NO ve CO’dan farkli olarak vaskiler dokularda sGMP

yolaginin aktivasyonundan bagimsiz gevsetici etki gdstermektedir 7).
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H,S’in torasik aortada Katp kanallarini agarak damarlari gevsettigi ve in
vivo hipotansiyon olusturdugu bildirilmistir 2. Ayrica bu dokuda cok diisiik
konsantrasyonda H.S’in, NO ile indiklenmis diz kas gevsemesini
arttirdi§i da ileri strilmektedir . H,S'’in diiz kas gevsetici etkisi sican
mezenter arterinde Katp kanallari araciligiyla meydana geldigi ileri
surblmektedir. Mezenterik arterde endotelin uzaklastiriimasiyla veya
potasyum kanallarini bloke eden ayrica endotel bagimli vazodilatasyonu
kismen inhibe etmekte yaygin olarak kullanilan apamin ve karibdotoksinin
uygulanmasiyla H»S’in  ylksek gaz konsantrasyonunda indikledigi

gevseme yanitinin azaldigi saptanmistir %,

Ote yandan bir baska calismada intravendz uygulanan H,S'in
yaptigi kan basincindaki 12-30mmHg’lik azalma (zerine kalsiyum ile
aktive olan potasyum (Kca) kanal blokérleri karibdotoksin ve iberiotoksinin
etkisi gérilmemistir. Yapilan bu calismada olusan etkinin benzeri pinasidil
(KaTp kanal aktivatérd) tarafindan da olugsmakta, glibenklamid (Katp kanal
inhibitdrd)’in de bu etkiyi engelledigi gbsterilmistir. Ayni zamanda yiksek
potasyumlu ortamda damar inkiibe edildiginde H.S’in vazodilatdr etkisinin

1417.22) gpesifik olmayan potasyum kanal blokdrii

zayifladigi gdsterilmistir |
tetraetilamonyum (TEA) varliginda H.S ile indiiklenen gevseme yanitinin
inhibe oldugu tespit edilmistir. HoS ile olusan gevseme yanitlari ODQ
tarafindan potansiyelize olmaktadir. H.S ve ODQ'nun sinerjistik
etkilesiminin ~ vazodilatér serbest radikaller olusturmalarina bagli

17,22

olabilecegi ileri surtiimistir 7?2, NaHS hem in vitro hem de in vivo olarak

myokardiyal kontraktiliteyi azaltmaktadir. Bu etkinin glibenklamid

uygulanmasiyla tamamen yok olmadigi fakat zayifladigi gosterilmistir 2%,
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2.6.5. Hidrojen SUlflir'in Gastrointestinal Sistemdeki rolii

Gastrik mukozada CSE ve CBS enzimlerinin her ikisinin de
eksprese edildigi gdsterilmistir ®Y. Endojen H»S’in mukozal yaralanmaya
kars! koruyucu faktér oldugu ileri strilmustir. CBS ve CSE kobay ve
insan  kolonunda submukozal ve myenterik sinir pleksusunda
imminhistokimyasal olarak saptanmistir ). Asetil salisilik asid (ASA) ve
steroid yapisinda olmayan anti-inflamatuar ilaglar (NSAii) CSE gen
ekspresyonunu ve HoS vyapimini azalttigi saptanmistir.  Yapilan
calismalarda ASA ve NSAil'lerle sicanlarda azalan mukozal kan akimini
NaHS'’in énledigi gésterilmistir. Ayrica NaHS’in, NSAii’lerle indiiklenen
vaskiler endotelyuma I6kosit yapismasini ve mukozaya I6kosit
infiltrasyonunu  azalttig, timoér nekrozis faktoér-alfa (TNF-a)’nin
ekpresyonunu ve hicre i¢i adezyon moleklli-1 (ICAM-1)i arttirdigu,
bozulan prostaglandin E> (PGE,) sentezini dengeleyip normalize ettigi
tespit edilmistir. Ayni zamanda NaHS gastrik mukozadaki histolojik

lezyonlari azalttigi saptanmistir ¢!+ 129),

Kobaylarda yapilan bir calismada gastrik antrum diz kasinda
ekzojen H.S kaynagi olarak kullanilan NaHS’in cift yoénli etkisi
gortlmastir. Diasik konsantrasyonlarda NaHS, Karp kanallarini direkt

aktive ettigi, K”un disari atiilmasina ve membranin hiperpolarizasyonuna

neden oldugu goésterilmistir. Buna bagh kalsiyumun hiicre icine girisini
azalthigir ve spontan  kontraksiyonun  amplitidind  disardtgu
g6zlemlenmistir Ayni zamanda Ky kanallarinin aciimasini kismen inhibe
ettigi, béylece membran depolarizasyonuna neden olup hicre i¢i kalsiyum
seviyesinin artmasina sebep oldugu ve gastrik diiz kasin istirahat gerimini
arttirdigi saptanmigtir. Memelilerdeki H.S’in fizyolojik
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konsantrasyonlarindan ¢ok daha yiksek NaHS konsantrasyonlarinda
yapillan bir calismada ise Karp kanalinin acimasini indikledigi

gozlemlenmistir ).

Farkli hayvan tlrlerinde yapilan calismalarda ileumun spontan
kasilmalarini veya ACh ile olusturulmus kasilma yanitini H.S’in azalttigi

14,27

tespit edilmistir "*#”) In vivo yapilan bir calismada NaHS'in periton icine

uygulanmasi sonucu sican kolonunda gevsemeye neden oldugu

'27)Kobay ve insan kolonunda NaHS veya L-sistein seroz

gosterilmistir |
alana uygulandiginda limen icine klor sekresyonu artmaktadir. Bu etki
tetradotoksinle, afferent sinirlerin kapsaisinle desensitize edilmesiyle veya
TRPV-1 antagonisti olan kapsazepinle bloke edilmektedir. Buna ek olarak
NaHS’in  sekretuar etkisi insan kolon epitelyal hicrelerinde
gdzlenmemektedir. Bu veriler dogrultusunda H.S'in enterik sinir
sisteminden kaynaklandigi ve mukoza veya submukozal sekretomotor
sinirlere kollateraller veren TRPV-1 reseptérleri iceren duyusal sinir
sonlanmalarinin indirekt olarak mukozal sekresyonda rol oynadigi
gosterilmistir.  Boylelikle H>S’in  mide motilitesindeki ve sekretuar

fonksiyonundaki roli belirlenmistir ¢,

Disrutti ve arkadaslari sicanlarda yaptiklari bir calismada kolorektal
distansiyonla olusturulan viseral agrn duyusunu NaHS’in doz bagimi
olarak iyilestirdigini géstermiglerdir. Antinosiseptif etkisi, yliksek NaHS ile
olugsan kolonik gevsemeye atfedilmeyip kolorektal distansiyonun NaHS ile
iyilestirilmesi spinal kordda c-FOS gen ekspresyonunu artirarak direkt
noérotransmisyonu etkilemesiyle iliskilendirilmistir. NaHS hayvanlarda
olusan kolitin allodini cevaplarini yok ettigi ve hiperaljeziyi belirgin azalttigi

gosterilmistir 127,
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Fiorucci ve arkadaslar safra kanali ligasyonuyla yaptiklar deneysel
sirozda H,S’in norepinefrinle olusturulan vazokonstriksiyonu iyilestirici
etkisinin, saglikh karacigerde olusturulan vazokonstriksiyonu iyilegtirici
etkisi ile ayni dizeyde oldugunu gbéstermislerdir. Bu calismada CSE’nin
hepatik endotelyal hucrelerince degdil hepatositler ve hepatik yildizsi
hicrelerce eksprese edildigi saptanmistir. Bununla birlikte safra kanali
ligasyonuyla veya karbontetraklorid ile olusturulan deneysel sirozda elde
edilen karacider homojenatlarinda H,S Uretiminin dismesi CSE

ekspresyonunun azalmasiyla iligkilendiriimistir (129,

Kolon mukozasinda sdlfat indirgeyici bakterilerce silfat icerikli
besinlerden ylksek miktarda H,S ortaya ¢ikmaktadir ve bu bakteriyel
kékenli olusan H.S’in Ulseratif kolit, kolorektal kanserler gibi cesitli barsak
hastaliklarina katki saglayabilecegi diistiniimektedir ®®. Luminal alanda
bulunan enterositlerin yiksek diizeyde rodanaz enzimini eksprese etmeleri
sebebiyle kolonik mukozadaki H.S etkili bir sekilde metabolize
edilmektedir. Bu sebeple H,S’in genotoksik etkisine kolondaki hticrelerin

129 Rodanaz

duyarlihgi diger hicrelere oranla ¢ok daha az olmaktadir ¢
enziminin barsaklarda ekspresyonu H,S ile stimile edilmektedir ve
epitelyal hiucre farkllagsmasi silresince ekpresyonu artmaktadir. Bununla
iligkili olarak Ulseratif kolitli veya kolorektal kanser hastalarinda intestinal
rodanaz enzim ekspresyonunun, saglikli kontrollere gbére daha disik

bulunmasi dikkati cekmistir (3%,
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. lzole Tavsan Alt Ozefagus Sfinkter Preparatinin

Hazirlanmasi

Deneylerde 4-6 aylk 3-3,5 kg. agirhginda 18 adet albino tavsan
kullanilmistir. Calisma Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (G.U.E.T.-11.004). Tavsanlar normal
laboratuvar kosullarinda standart laboratuvar hayvan yemi ile beslenmis,
tavsanlar kulak veninden tiyopental (30 mg/kg, i.v.) ile anesteziye
edildikten sonra Ozefagus ve mide birlikte c¢ikarilarak 6zefagogastrik
bileske izole edilmistir. Doku, dnceden 372 C’ye isitiimis ve %5 CO,, %95
O2 karigsimi ile havalandirilan Krebs sollisyonu bulunan petrilere konulmus,
petrilerde epidermal doku, bag dokusu dokudan uzaklastiriimistir. Daha
sonra alt 6zefagus sfinkteri sirkller olarak esit boyuttaki (3x3x20 mm) iki
seride kesilmis ve her bir seritte ayri olarak calisiimigtir. Dokular organ
askisi yardimiyla Krebs sollsyonu iceren 15 ml’lik organ banyosuna bir
ucu organ askisina, bir ucu izometrik kasilmalari kayit etmek icin Grass
izometrik kuvvet transdiserine (FT 03, Grass Instruments, Quincy, MA,
ABD) bagli olacak sekilde yerlestirilmistir. izometrik diiz kas kasiimalari ve
gevsemeleri transdlserler araciligi ile Grass marka kayit sisteminde (79 E,
Grass Instruments, Quincy, MA, ABD) kayit edilmistir.
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3.2. Deney Protokolu

Dokulara deneylerin baslangicinda 1 g 6n gerilim uygulanmis ve 15
dk da bir yikanarak bir saat sure ile dengelenmeye birakilmistir. Spontan
tonusun olusmasi nedeniyle bozulan gerim dinlenme slreci boyunca
tekrar 1 g’a ayarlanmistir. Dinlenme periyodunun ardindan yapilan 6n
deneylerde Elektriksel Alan Uyarisi (EAU) icin uygun parametreler
belirlenmig, EAU igin dokular iki platin elekirod arasina vertikal olarak ve
elektrodlara degmeyecek sekilde asilmigtir. Elektriksel stimulasyon igin
Grass S48 Stimulatér (Grass Instruments, Quincy, MA,ABD) kullaniimistir.
EAU aracili kasilma yanitlar 120 s. aralikla 10 s. sire ile 60 V, 1 ms.

parametrelerinde ve 8 Hz de kasilma yanitlari alinmistir.

EAU aracih kasilma vyanitlari, sempatik sinir sisteminin ve
prostoglandinlerin  etkisini ortadan kaldirmak igin, sempatik sinir
sonlanmalarindan noradrenalin saliveriimesini inhibe eden guanetidin (10®
M) ve siklooksijenaz inhibitdrii indometasin (10° M) varliginda alinmistir.
Guanetidin ve indometasin organ banyosuna EAU aracili kasiima yanitlar
elde edilmeden 20 dk. dnce eklenmisgtir.

3.2.1. EAU Aracili Norojenik Kasilma Yanitlarin Tanimlamasi:

EAU aracili kasilma vyanitlari alindiktan sonra ortama farkh
dokularda farkl agonist ve antagonistler ( guanetidin 10® M; indometasin
10®° M; atropin, muskarinik reseptdr antagonisti, 10°® M; neostigmin,
antikolinesteraz, 10°® M; L-NAME, nitrik oksit sentaz inhibitéri, 10 M )

uygulanarak EAU ile olusan yanitlar tanimlandi.
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3.2.2. EAU Aracili Norojenik Kasilma Yanitlari Uzerine Hidrojen
Salfur'an Etkisi:

Alt 6zefagus sfinkter seritlerinde guanetidin (10® M) ve indometasin
(10 M) varliginda kontrol kasilma yanitlari elde edildi. Kasiima yanitlari
stabillestikten sonra ortama artan dozlarda NaHS (HzS donérii) (10° —
3x10° M), L-sistein (endojen HsS prekirséri) (10° — 3x10° M) ve D,L-
proparjilglisin (PAG-CSE enzim inhibitdri) (10° — 3x10° M) eklendi ve

EAU aracili nérojenik kasilma yanitlar Gzerine etkilerine bakildi.

3.2.3. EAU Aracii NO Bagimsiz Norojenik Kasilma Yanitlari

Uzerine Hidrojen Siilfiir'iin Etkisi:

Alt dzefagus sfinkter seritlerinde guanetidin (10° M), indometasin
(10° M) ve L-NAME (10 M) varliginda kontrol kasilma yanitiari elde
edildi. Kasilma yanitlari stabillestikten sonra ortama artan dozlarda NaHS
(10° — 3x10° M), L-sistein (10° — 3x10° M) ve PAG (10° — 3x10° M)
eklendi ve EAU aracili nérojenik kasilma yanitlari Gzerine etkilerine
bakildi.

3.2.4. EAU Aracih NANK Norojenik Kasilma Yanitlari Uzerine
Hidrojen Sulfiir'iin Etkisi:

Alt dzefagus sfinkter seritlerinde guanetidin (10° M), indometasin
(10° M) ve atropin (10° M) varliginda kontrol kasiima yanitlari elde edildi.

Kasilma yanitlar stabillestikten sonra ortama artan dozlarda NaHS (10° —
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3x10° M), L-sistein (10° — 3x10° M) ve PAG (10° — 3x10® M) eklendi ve

EAU aracili nérojenik kasilma yanitlar Gzerine etkilerine bakildi.

3.2.5. Ekzojen Potasyum Kloriir ile Olusan Kasiima Uzerine

Hidrojen Sulfar’tin Etkisi:

Alt 6zefagus sfinkter geritleri 80 mM potasyum klorir (KCI) ve 2,5
mM kalsiyum (Ca*?) ile kasildi ve ortama guanetidin (10° M) ve
indometasin (10 M) eklendi. 20 dakika sonra NaHS (10° — 3x10° M), L-
sistein (10° — 3x10® M) ve PAG (10° — 3x10° M) eklenerek kasilma
tzerine etkilerine bakildi.
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3.3. Deneylerde Kullanilan Solliisyon ve Maddeler

Banyo solisyonu olarak kullanilan Krebs-Henseleit ¢dzeltisinin
bilesimi (mM), NaCl 118; KCI 4.7; NaHCO3; 25; NaH>PO4-2H,0 0.9; CaCl,-
2H,0 1.26; MgCI-6H,0 0.5; Glukoz monohidrat 11. 80 mM KCI ’lik Krebs-
Henseleit ¢dzeltisinin bilesimi (mM), NaCl 42.7; KCI 80.0 mM; NaHCOg 25;
NaH,PO4-2H,0 0.9; CaCl>-2H.0 1.26; MgCI-6H,0 0.5; Glukoz monohidrat
11.

Atropin stlfat, neostigmin, guanetidin monosulfat, L-NAME
hidroklorid, indometasin, NaHS, L-sistein, PAG Sigma Chemical Co. (St.
Louis MO, ABD)’den temin edilmistir. Atropin sulfat, neostigmin, guanetidin
monosdulfat, L-NAME hidroklorid, NaHS, L-sistein, PAG distile suda,
indometasin dimetil siilfoksit (DMSO)’te ¢éziinmistir.

3.4. Bulgularin Sunulusu ve istatistiksel Analiz

NaHS, L-sistein ve PAG’In kontrol yanitlarina olan etkisi ifade
edilirken, EAU aracili gevseme yanitlari kontrol yanitlarinin yizdesi olarak
hesaplandi. Verilerin istatistiksel analizi “SPSS for Windows 10.0”
programi ile bilgisayar ortaminda yapilmistir. Deneysel sonuclar, ortalama
deger * standart hata ile ifade edilmigtir. Deney gruplarindan elde edilen
yanitlarin istatistiksel olarak anlamhligini degerlendirmek icin Mann
Whitney U testi kullaniimig, p<0.05 ise ortalamalar arasi fark anlamli
kabul edilmistir.
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4.BULGULAR
4.1. EAU Aracili Norojenik Yanitlarin Tanimlamasi:

On calismalarda dokularda bifazik yanitlar elde edildi. Bifazik
yanitlar EAU baslamasiyla olan “on” fazi ve EAU bitmesiyle baglayan “off”
fazi olarak elde edildi. “off” fazi tUm dokularda stabil iken, “on” fazi
cogunlugu kasilma yaniti olmak UGzere, bazi dokularda da gevseme yaniti
olarak gb6zlendi (Sekil 1). Bu ylzden maddelerin “off” fazi Uzerine etkileri

degerlendirildi.

1dk.

T

Aol

on off on off

Sekil 1 : Alt 6zefagus sfinkterinde EAU aracili bifazik yanitlar

Guanetidin (10° M) ve indometasin (10° M) EAU aracili ndrojenik

kasilma yanitlari Gzerine istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadi.
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Atropin (10° M) EAU aracili “off” kasilma yanitlarini istatistiksel
olarak anlamli oranda azaltti (%47,41+ 3,97) (Sekil 2) (Grafik 1). Ayrica
atropin “on” kasilma fazi olan dokularda bu fazi ortadan kaldirdi ve “on”

gevseme fazinin ortaya ¢ikmasina neden oldu.

2l

19

] |
\\T«LLMLUudqu

Atropin 106 M

Sekil 2 : EAU aracili nérojenik kasilma yanitlari tizerine atropin (1 0° M)’in etkisi.
I y P

Neostigmin (10° M) EAU aracili “off” kasilma yanitlarini istatistiksel
olarak anlamli oranda arttirdi (%64,71+ 2,08) (Sekil 3) (Grafik 1).

2dlk

1a

T

Neostigmin 105 M

Sekil 3 : EAU aracili nérojenik kasilma yanitlari (izerine neostigmin (10°° M)’in etkisi.
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L-NAME (10* M) EAU aracili “off” kasilma yanitlarini istatistiksel
olarak anlamli oranda azaltti (%21,93 = 5,37 ) (Grafik 1). Ancak bazi
dokularda EAU aracili “off” kasilma yanitlarini etkilemedi veya artisa
neden oldu. L-NAME “on” gevseme fazi olan dokularda bu fazi ortadan
kaldirdi. “on” fazi kasilma olan dokularda bu fazda artisa neden oldu (Sekil
4).
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L-NAME 104 M

Sekil 4 : EAU aracili norojenik kasilma yanitlar Gizerine L-NAME (10'4 M)’in etkisi.
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Grafik 1: EAU aracili norojenik “off” kasilma yanitlari iizerine atropin (10° M),
neostigmin (1 0° M) ve L-NAME (10'4 M)’in etkisi. Kasilma yanitlari kontrol kasiima

yanitlarinin yizdesi olarak ifade edildi (*, p<0,05,n=4).
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4.2. EAU Aracili Nérojenik Kasilma Yanitlan Uzerine Hidrojen
Salfaran Etkisi:

NaHS (10® — 3x10® M) EAU aracili “off” kasiima yanitlarini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti (%83,24 + 4,06). NaHS’in bu
azaltici etkisi zamanla geri dondi. Maksimum geri dénis % 79,17 + 7,90
olup, dénlsin ortalama 110dk. (50 — 152dk.) da oldugu gézlendi (Sekil 5)
(Grafik 2).

2k

19.‘

S ENE AR ENANeY

Guar etdin 10-3 M
Indometasin 10 -5k

L I L L I L

Kontrol kasilma yaniti NaHS 10 %M NaHS 10+ M NaHS 10-* M

2k

ujxk\\\\xx\\

NaHS 2x10* M NaHS 12-*M NaHS 3x103 M Maksimumgeri déniis

Sekil 5 : EAU aracili nérojenik kasilma yanitlari Gizerine NaHS (10'6 - 3x107? M)’in

etkisi.

32



NaHS “on” kaslima fazini da azaltti ve geri dénlste sadece “off”

kasilma fazinda doénis oldu (Sekil 5). Ancak bazi preparatlarda “on”

kasiima fazinda da geri dénls gbzlendi.

120

100

80

60

% Kasiima

40

20

NaHS'in EAU Aracili Norojenik "off" Kasilma
Yanitlari Uzerine Etkisi

O Kontrol
B NaHS 10-6 M

NaHS 10-5 M
@ NaHS 10-4 M
@ NaHS 3x10-4 M
& NaHS 10-3 M
NaHS 3x10-3 M

Grafik 2: EAU aracili nérojenik “off” kasilma yanitlar (izerine NaHS (10°° - 3x10°° M)

’in etkisi. Kasilma yanitlari guanetidin (10'6 M) ve indometasin (10'5 M) varliginda

alindi. Kasilma yanitlari kontrol kasilma yanitlarinin yilizdesi olarak ifade edildi
(*, p <0,05, n=5).
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L-sistein (10®° - 3x10° M) EAU aracili “off’ kasilma yanitlarini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti (%13,35 + 4,22)(Grafik 3).

120
100
80
60

% Kasilma

40
20

L-Sistein'in EAU Aracili Nérojenik"off" Kasilma

Yanitlari Uzerine Etkisi

B8 Kontrol

@ L-Sistein 10-5 M
L-Sistein 10-4 M

B L-Sistein 3x10-4 M
@ L-Sistein 10-3 M

B L-Sistein 3x10-3 M

Grafik 3: EAU aracili norojenik “off” kasilma yanitlari Gizerine L-sistein (10° - 3x10°
M) ’in etkisi. Kasilma yanitlari guanetidin (1 0° M) ve indometasin (1 0° M) varliginda

alindi. Kasilma yanitlari kontrol kasilma yanitlarinin yilizdesi olarak ifade edildi

(*s p<0,05,

n=5).
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PAG (10 - 3x10° M) EAU aracil “off” kasilma yanitlarini %11,14 +
4,22 oraninda azaltti (Grafik 4).

% Kasilma
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100
80
60
40
20

PAG'In EAU Aracili N6rojenik "off" Kasilma

Yanitlan Uzerine Etkis

0O Kontrol

B PAG10-5M
@ PAG 10-4 M
PAG 3x10-4 M
@ PAG 10-3M
8 PAG3x10-3 M

Grafik 4: EAU aracili nérojenik “off” kasilma yanitlan iizerine PAG (10” - 3x10°
M)’in etkisi. Kasilma yanitlari guanetidin (1 0° M) ve indometasin (10'5 M) varliginda

alindi. Kasilma yanitlari kontrol kasilma yanitlarinin yilizdesi olarak ifade edildi

(I’I=5).
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4.3. EAU Aracii NO Bagimsiz Norojenik Kasilma Yanitlar
Uzerine Hidrojen Siilfiir'iin Etkisi:

Guanetidin (10° M), indometasin (10° M) ve L-NAME (10* M)
varliginda NaHS (10° — 3x10® M) EAU aracili “off” kasilma yanitlarini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti (%62,04 * 4,55) (Grafik 5).
NaHS'’in bu azaltici etkisi zamanla geri déndi. Maksimum geri dénis %
85,37 £ 5,14 olup, dénlsln ortalama 74,25 dk. (46 — 92dk.) da oldugu

gb6zlendi.

NaHS'in EAU Aracili NO Bagimsiz Norojenik "off"
Kasilma Yanitlari Uzerine Etkisi
120
100 O Kontrol
@ NaHS 10-6 M
S 80 ,
E NaHS 10-5 M
2 60 @ NaHS 10-4 M
X
L 40 8 NaHS 3x10-4 M
@ NaHS 10-3 M
20 @ NaHS 3x10-3 M
0

Grafik 5: EAU aracili noérojenik “off” kasilma yanitlan (izerine NaHS (10° — 3x10°
M)’in etkisi. Kasilma yanitlari guanetidin (1 0° M), indometasin (10'5 M) ve L-NAME
(10* M) varliginda alindi. Kasilma yanitlar kontrol kasilma yanitlarinin yiizdesi
olarak ifade edildi (*, p <0,05, n=6).
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Guanetidin (10® M), indometasin (10° M) ve L-NAME(10* M)
varliginda L-sistein (10° - 3x10° M) EAU aracili “off” kasilma yanitlarini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti (%30,81 £ 7,08) (Grafik 6).

L-Sistein'in EAU Aracili NO Bagimsiz Norojenik
"off" Kasiima Yanitlari Uzerine Etkisi
120
100 A Kontrol
g 80 @ L-Sistein 10-5 M
= L-sistein 10-4 M
2 60 o
¥ @ L-sistein 3x10-4 M
X 40 @ L-sistein 10-3 M
20 H L-sistein 3x10-3 M
0

Grafik 6: EAU aracili nérojenik “off” kasilma yanitlan {izerine L-sistein (10” - 3x10°®
M)’in etkisi. Kasilma yanitlar1 guanetidin (1 0° M), indometasin (10'5 M) ve L-NAME
(10'4 M) varliginda alindi. Kasilma yanitlari kontrol kasilma yanitlarinin yiizdesi
olarak ifade edildi (*, p<0,05, n=5).
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Guanetidin (10® M), indometasin (10° M) ve L-NAME(10* M)
varhginda PAG (10° - 3x10° M) EAU aracili “off” kasilma yanitlarini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti (%16,96 * 3,55) (Grafik 7) .

PAG'In EAU Aracili NO Bagimsiz Norojenik "off"
Kasilima Yanitlari Uzerine Etkisi
120
100 O Kontrol
g 80 @ PAG 10-5 M
= PAG 10-4 M
2 60
& @ PAG 3x10-4 M
X 40 8 PAG 10-3M
20 PAG 3x10-3 M
0

Grafik 7: EAU aracili nérojenik “off” kasilma yanitlan iizerine PAG (10” - 3x10°
M)’ in etkisi. Kasilma yanitlari guanetidin (1 0° M), indometasin (10'5 M) ve L-NAME
(10'4 M) varliginda alindi. Kasilma yanitlari kontrol kasilma yanitlarinin yiizdesi
olarak ifade edildi (*, p<0,05, n=5).
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4.4. EAU Aracii NANK Nérojenik Kasilma Yanitlari Uzerine
Hidrojen Sulfur’an Etkisi:

Guanetidin (10® M), indometasin (10° M) ve atropin (10°® M)
varliginda NaHS (10° — 3x10°® M) EAU aracili “off” kasilma yanitlarini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti (%78,64 * 6,90) (Grafik 8).
NaHS’in bu azaltici etkisi zamanla geri déndld. Maksimum geri dénls %
73,89 = 10,71 olup, dénistn ortalama 79 dk. (60 — 111 dk.) da oldugu

gb6zlendi.
NaHS'in EAU Aracili NANK Nérojenik "off"
Kasilma Yanitlari Uzerine Etkisi
120
100 O Kontrol
@ NaHS 10-6 M
g 80 ]
£ NaHS 10-5 M
& 60 @ NaHS 10-4 M
¥
40 £ NaHS 3x10-4 M
@ NaHS 10-3 M
20 NaHS 3x10-3 M
0

Grafik 8: EAU aracili norojenik “off” kasilma yanitlan {izerine NaHS (10° — 3x10°
M)’in etkisi. Kasilma yanitlari guanetidin (10'6 M), indometasin (10'5 M) ve atropin
(10® M) varliginda alindi. Kasilma yanitlar kontrol kasilma yanitlarinin yiizdesi
olarak ifade edildi (*, p <0,05, n=5).
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Guanetidin (10® M), indometasin (10° M) ve atropin (10°® M)
varliginda L-sistein (10° - 3x10° M) EAU aracili “off” kasilma yanitlarini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti (%53,02 £ 7,42) (Grafik 9).

120
100
80
60
40

% Kasilma

20

L-Sistein'in EAU Aracili NANK Norojenik "off"

Kasilma Yanitlari Uzerine Etkisi

O Kontrol

B L-Sistein 10-5 M
@ L-sistein 10-4 M
L-sistein 3x10-4 M
8 L-sistein 10-3 M

@ L-sistein 3x10-3 M

Grafik 9: EAU aracili norojenik “off” kasilma yanitlari Gizerine L-sistein (10° - 3x10°
M)’in etkisi. Kasilma yanitlari guanetidin (10° M), indometasin (10° M) ve atropin
(10® M) varliginda alindi. Kasilma yanitlar kontrol kasilma yanitlarinin yiizdesi

olarak ifade edildi (*, p<0,05, n=5).
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Guanetidin (10® M), indometasin (10° M) ve atropin (10°® M)
varhginda PAG (10° - 3x10° M) EAU aracili “off” kasilma yanitlarini
etkilemedi (Grafik 10).
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100
80
60
40

% Kasilma
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PAG'In EAU Aracili NANK Norojenik "off" asilma

Yanitlan Uzerine Etkisi

B Kontrol

B PAG10-5M
@ PAG 10-4 M
PAG 3x10-4 M
B8 PAG10-3M
PAG 3x10-3 M

Grafik 10: EAU aracili nérojenik “off” kasilma yanitlan iizerine PAG (10° - 3x10° M)
’In etkisi. Kasilma yanitlar guanetidin (1 0° M), indometasin (10'5 M) ve atropin (10'6
M) varliginda alindi. Kasilma yanitlari kontrol kasiima yanitlarinin yiizdesi olarak
ifade edildi ( n=5).

41



4.5. Ekzojen Potasyum Kloriir ile Olusan Kasilma Uzerine
Hidrojen Sulfur’an Etkisi:

Alt 6zefagus sfinkter seritleri 80 mM potasyum klortr (KCI) ve 2,5
mM kalsiyum (Ca*?) ile kastirilmis olan dokuda NaHS istatistiksel olarak
anlaml gevsemeye (%89,79 + 4,67) neden olurken, L-sistein ve PAG

istatistiksel olarak anlamli gevsemeye neden olmadi (Grafik 11).

NaHS'in Gevsetici Etkisi

6 5 4 3x4 3 3x3

% Gevseme

100

Grafik 11: 80mM KCL ile kastiriimis dokularda NaHS (10-6-3x10-3 M)’in gevsetici
etkisi. Gevseme yanitlari guanetidin (10'6 M) ve indometasin (10'5 M) varhginda
alindi. Gevseme 80mM KCL ile olusan kasilmalarin ylizdesi olarak ifade edildi
( *,p<0,05, n=5).
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5. TARTISMA

Sunulan calismada alt 6zefagus sfinkter dokusunda EAU aracili
bifazik yanitlar elde edildi. Bifazik yanitlar EAU baglamasiyla olan “on” fazi
ve EAU bitmesiyle baslayan “off” fazi olarak elde edildi. “off” fazi tim
dokularda stabil iken, “on” fazi ¢ogunlugu kasilma, bazi dokularda da
gevseme yaniti olarak gdzlendi. “on” gevseme yanitlari nitrik oksit sentaz
inhibitérid L-NAME ile ortadan kalkti. Bu sonuglar on fazinin NO aracili
oldugunu gdéstermektedir. Ayrica “on” fazinda kasilma olan dokularda da
NO’nun bu yaniti baskiladigini géstermektedir. L-NAME ayni zamanda
“off” kasilma fazini da azaltti. Cellek ve Moncada’'nin 1997 yilinda keseli
sican alt 6zefageal sfinkterinde yaptigi calismada da bifazik yanitlar elde
edilmis ve “on” gevseme fazinin endotelyal nitrik oksit sentaz inhibitéri NG
— nitro —L- arjinin (L-NOARG) tarafindan ortadan kalktigi gdsterilmis. Bu
calismada da “off” kasilma yanitlari EAU bittigi anda oldugu gézlenmis
(131)  Sempatik sinir sonlanmalarindan noradrenalin saliverilmesini inhibe
eden guanetidin ve siklooksijenaz inhibitdéri indometasin bifazik yanitlarda
anlamh bir degisiklige neden olmadi. Muskarinik reseptdér antagonisti
atropin “off” kasilma yanitlarini azaltti, ancak bu yanitlar tamamen ortadan
kalkmadi. Kolinesteraz enzim inhibitéri neostigmin de “off” kasiima
yanitlarini arttirdi. Bu bulgular “off” kasilma vyanitlarinda kolinerjik
komponentin oldugunu gdéstermektedir. Ancak bu yanitlarda atropin ve
guanetidinle ortadan kalkmayan NANK kasiima yanitlari da bulunmaktadir.
Cellek ve Moncada’'nin calismasinda tim dokularda kasiima yanitlarinin
skopolaminle, hem gevseme hem de kasiima yanitlarinin tetrodotoksin
(TTX) ile ortadan kalktigi gésterilmis. Bu sonuglar EAU aracili kasiima
yanitlarinin sinirsel uyariya bagl oldugunu gdstermektedir *". 1969
yiinda Lund ve Christensen de keseli sican &zefagusunda yaptiklari
calismada EAU sonrasi kasilma fazi oldugunu ve bu yanitlarin TTX'e

duyarl oldugunu, ancak bu yanitlarin atropin ile bloke olmadigini tespit
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etmislerdir 132

. Knudsen ve ark. yaptiklari bir calismada benzer sekilde
“off” kontraksiyonlarini L-NAME’in azalttigini gostermigler ve bu olasi
rebaund kasilmada nitrerjik transmisyonun dizenleyici olabilecegdini ileri

strmuslerdir (139,

Bu calismada H.S donéri NaHS’in guanetidin ve indometasinli
ortamda, NO bagimsiz ve NANK EAU aracili nérojenik “off” kasiima
yanitlari GOzerine etkileri degerlendirildi. NaHS, b0tin dokularda EAU
aracill noérojenik “off” kasilma yanitlarini istatistiksel olarak anlamli
dizeyde azaltti. NaHS “on” kasilma yanitlarini da azaltti. NaHS “on”
gevseme fazini da ortadan kaldirdi, ama bu NaHS dokunun tonusunu
azaltmasina bagl olabilir. NaHS’in NO bagimsiz dokularda etkisi anlamli
dizeyde azaldi. Ayrica NANK cevaplarda da NaHS'in etkisi potansiyelize
olmadi. NaHS uygulandiktan sonra kasiima yanitlarni yaklasik %80
oraninda geri déndd. Geri dénls zamani dokular arasinda farklihk
gbsterdi. Sadece iki dokuda hi¢c geri dénis olmadi. NaHS’in 80 mM KCL
ile kastiriimis dokularda da gevsetici etkisi gortldi. Ayni zamanda H,S'’in
endojen prekiirséri L-sistein ve CSE enzim inhibitéri PAG’'In guanetidin
ve indometasinli ortamda, NO bagimsiz ve NANK EAU aracili nérojenik
“off” kasillma yanitlan Uzerine etkileri degerlendirildi. L-sistein tim
dokularda EAU aracili nérojenik “off” kasilma yanitlarini istatistiksel olarak
anlamh diizeyde azaltti. Ancak bu etkisi NO bagimsiz dokularda ve NANK
cevaplari alindigi dokularda artti. PAG, guanetidin ve indometasinli
ortamda ve NO bagmsiz dokularda azalmaya neden oldu. NANK
yanitlarin alindigi dokularda hi¢ etki gdstermedi. L-sistein ve PAG 80 mM
KCL ile kastiriimis dokularda gevsetici etkisi gortlda.

Gastrik mukozada CSE ve CBS enzimlerinin her ikisinin de

eksprese edildigi gdsterilmistir ®¥. Endojen H»S’in mukozal yaralanmaya
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karsl koruyucu faktér oldugu ileri strtlmustir. CBS ve CSE kobay ve
insan  kolonunda submukozal ve myenterik sinir pleksusunda
immUnhistokimyasal olarak saptanmistir ®°. Kobay ileumunda yapilan bir
calismada L-sistein ile dokular inkibe edilmis ve CBS antagonistleri ile
inhibe edilen H,S dretimi oldugu saptanmistir 4.

H.S’in gastrointestinal motilitenin dizenlenmesi ile iligkili oldugunu
gbsteren calismalar yapilmistir. Tavsan ve kobay ileumunda yapilan
calismalarda H.S’in spontan ve asetilkolin ile indiklenmis kasiimalari

inhibe ettigi tespit edilmistir '“2” . Kobaylarda yapilan bir calismada
gastrik antrum diz kasinda ekzojen H,S kaynagi olarak kullanilan NaHS’in

cift yonli etkisi goérilmuUstir. Dusik konsantrasyonlarda NaHS, Karp

kanallarini direkt aktive ettigi, K*un digsari atiimasina ve membranin

hiperpolarizasyonuna neden oldugu gdsterilmistir. Buna bagh kalsiyumun
hicre igine gqirisini azalttigi ve spontan kontraksiyonun amplitGdind
disUrdaga gézlemlenmistir Ayni zamanda Ky agiimasini kismen inhibe
ettigi, bdylece membran depolarizasyonuna neden olup hicre ici kalsiyum
seviyesinin artmasina sebep oldugu ve gastrik diiz kasin istirahat gerimini
arttirdigi saptanmigtir. Memelilerdeki H,S’in fizyolojik
konsantrasyonlarindan ¢ok daha yiksek NaHS konsantrasyonlarinda
yapillan bir calismada ise Karp kanalinin acimasini indikledigi
gbzlemlenmistir ?®. Teague B ve ark. tavsan ve kobay ileumunda yapmis
olduklari calismada H.S’in spontan ve asetilkolin ile indiklenmis
kasilmalari inhibe ettigi, ancak buna Katp blokéri glibenklamid’in bu

27) . Fare ve insan kolonunda da

134)

inhibisyonu etkilemedigi gdsterilmistir ¢
NaHS yapti§i gevsemeyi glibenklamid’in engellemedigi saptanmistir ¢
Kasparek ve arkadaslari rat jejunumunda yaptiklari calismada spontan
kasilmalari ve betanekol ile olusturulmus kasilmalari NaHS'in inhibe
ettigini gbéstermisler. Bu calismada NANK durumda spontan kasiimalar
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Uzerine NaHS'’in etkisinin arttigi, glibenklamid’in spontan kasiimalar
tzerine NaHS'’in etkisini degistirmedigi ancak betanekol ile olusturulmus
kasilmalar  Gzerindeki inhibitér  etkisinin  azaldigi  bulunmustur.
Glibenklamid’in bu etkisinin spesifik olmadigi ileri strdIimustdr. Ayrica NO
sentaz inhibitérii L-NG-nitro arjinin (L-NNA)’in, NaHS’in hem spontan
kasllmalar hem de betanekol ile olusturulmus kasiimalar Gzerindeki

1% Fare kolonunda ve kobay

inhibitor etkinligini arttirdigi gdsterilmistir |
leumunda yapilan calismalarda L-sistein (102 M)in H.S sentezini
arttirdigi, ancak endojen Uretilen HyS’in  kasilmayi inhibe etmedigi

gosterilmistir (142"

. H2S’in gastrointestinal sistemde gevsetici etkisinin
diginda sekresyonlari artirici etkisi de bulunmaktadir. Kobay ve insan
kolonunda NaHS veya L-sistein seroz alana uygulandiginda Iimen igine
klor sekresyonu artmaktadir. Bu etki tetradotoksinle, afferent sinirlerin
kapsaisinle desensitize edilmesiyle veya TRPV-1 antagonisti olan
kapsazepinle bloke edilmektedir. Buna ek olarak NaHS'’in sekretuar etkisi
insan kolon epitelyal hlcrelerinde gbzlenmemektedir. Bu veriler
dogrultusunda H,S'’in enterik sinir sisteminden kaynaklandigi ve mukoza
veya submukozal sekretomotor sinirlere kollateraller veren TRPV-1
reseptdrleri iceren duyusal sinir sonlanmalarinin indirekt olarak mukozal
sekresyonda rol oynadigi go6sterilmistir. Bdylelikle H.S’'in mide

motilitesindeki ve sekretuar fonksiyonundaki rolii belirlenmistir ¢,

Sunulan calismada AOS'de EAU aracili nérojenik kasilma yanitlari
Uzerine HyS’in inhibitdr etkilerinin gésteriimesi diger calismalarla da
uyumludur. Ancak H.S'in KCL ile kasilmig dokularda da ayni
konsantrasyonlarda  benzer  etkiyi  gOstermesi  etkisinin  sinir
sonlanmalarindan daha c¢ok diz kas U(zerinde postsinaptik bir etkisi
oldugunu goéstermektedir. Ancak EAU aracili nérojenik kasilma yanitlari
Uzerine HyS’in etkisinin zaman bagml olarak %80 oraninda geri

dénmesine ragmen KCL ile kasilmis dokularda geri déniisiin olmamasi

46



H.S’in  sinir sonlanmalarindan no6rotransmitter saliverilmesine etkisi

oldugunu disundirmektedir.

H.S’in gastrointestinal diiz kasta gevsetici mekanizmasi tam olarak
bilinmemesine ragmen vaskiler diz kasta Kare kanallarini agarak
hiperpolarizasyona neden oldugu ve voltaj bagimh kalsiyum kanallarini
kapatarak diiz kas gevsemesine neden oldugu tespit edilmistir 7?2 . H,S,
NO ve CO benzer olarak gevsemeye neden olmaktadir ve damar diz
kasinda guclU gevsetici etki gdsteren bir gazotransmitter olabilecegi ileri
sUrllmektedir ©'?22) H,S, NO ve CO'dan farkl olarak vaskiler
endotelyumdan degil, vaskller diz kas hulcresinden saliveriimektedir
(17.22136) n vitro yapilan bir calismada norepinefrinle kasilmis sican torasik
aortasinin ve portal veninin H>S ve NaHS ile gevsedigi tespit edilmigtir.
Ozellikle periferal dayaniklihidi olan sican mezenterik arterinde H,S'in
vaskuler direncin ve kan basincinin dizenlenmesinde yiUksek debili
damarlara g6re daha belirgin gevsetici etkiye sahip oldugu bulunmustur
3 vaskdler dokularda rolli iyi bilinen NO tarafindan indiklenen gevseme
yaniti NO’ya duyarli guanilat siklaz inhibitéri ODQ tarafindan ortadan
kaldirimaktadir. Fakat HoS tarafindan indiklenen gevseme yanitinin

21,22

lizerinde bir etkisi yoktur #"??. Sonug olarak H.S, NO’dan farkli olarak

vaskuler dokularda sGMP yolaginin aktivasyonundan bagimsiz gevsetici

etki gostermektedir "

. HoS'’in torasik aortada Karp acarak damarlari
gevsettigi ve in vivo hipotansiyon olusturdugu bildirilmistir ®. Ayrica bu
dokuda cok disik konsantrasyonda H,S, NO ile indiklenmis diz kas
gevsemesini arttirdigi da gdsterilmistir . H,S’in diiz kas gevsetici etkisi
sican mezenter arterinde Katp kanallar aracihdiyla meydana geldigi ileri
surblmektedir. Mezenterik arterde endotelin uzaklastiriimasiyla veya
potasyum kanallarini bloke eden ayrica endotel bagimh vazodilatasyon
kismen inhibe etmekie yaygin kullanilan apamin ve karibdotoksinin

uygulanmasiyla H.S’in ylksek gaz konsantrasyonunda indikledigi
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gevseme yanitinin azaldi§i saptanmistir ®®. Vaskiller diiz kasta NO’nun
CSE ekspresyonunu ve aktivitesini arttirarak H.S’in gevsetici etkisini

22130 Geng B. ve arkadaslarinin sican aortunda

arttirdigi gosterilmistir ¢
yaptiklari galismada H.S'’in L-arjinin-NO-NOS yolagini down regule ettigini
bildirmiglerdir. H,S ve NaHS’in eNOS ekspresyonunu ve L-arjinin
transportunu azalttigini bildirmiglerdir. Bunun mekanizmasinin HoS'in Katp
kanallarini agmasinin eNOS ekspresyonunun baskilanmasina ve NO’nun
sentezinin azalmasina neden oldugunu ileri strmuslerdir. Katp kanal
acicisi pinasidil'in pulmoner arter endotelyal hicresinde NO sentezini
azaltmasi ve bu etkinin glibenklamid ile kalkmasininda baska bir

calismada gosteriimis olmasi bu teoriyi desteklemektedir (138139

Wang Y ve arkadaslarinin sican pulmoner arterinde yaptiklari bir
calismada sodyum nitroprussid’in etkisinin PAG varliginda azaldigini,
benzer sekilde NaHS'in etkisinin de L-NAME varlidinda azaldigini
gbstermigler. Bunun nedeninin endojen NO’nun pulmoner arterde H,S’in
gevsetici etkisini baslatic rolii olabilecegini ileri stirmuslerdir "*? . NO ve
H.S arasindaki etkilesimin arastirildigi aortta yapilan ¢alismalarda celigkili
sonuglar bulunmustur. Hosoki ve arkadaslari sican aortunda SNP’nin
gevsetici etkisini NaHS’in arttirdigini, aksine Zhao ve arkadagslarn ise
yaptiklari calismada SNP’nin gevsetici etkisini NaHS’in azalttigini

bildirmislerdir 4141

Sunulan c¢alismada NO’nun etkisinin arastinldigr EAU aracili
nérojenik kasiima yanitlari Gzerinde NaHS’in inhibitor etkinligindeki azalma
NO ile HoS arasinda bir etkilesim oldugunu diisindirmektedir. Bu sonuclar
Wang Y ve arkadaslarinin sican pulmoner arterinde yaptiklari ¢calisma ile
uyumludur.  Ayrica guanetidin ve indometasinli ortama atropin ilave

edilmesiyle elde edilen NANK cevaplarda da NaHS’in etkisi potansiyelize
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olmadi. Ancak L-sistein’in etkisi NANK ortamda potansiyelize oldu. L-
sistein’in etkisindeki bu artis kolinerjik sistemin H,S’in sentez asamasinda
bir inhibitdr etkisi olabilecegini gdstermektedir. Bu sonuglar H>S’in etkisinin
tek bir noérotransmitter UGzerinden spesifik olmadigini  ve birgok
nérotransmitter Uzerinden oldugunu géstermektedir. Diger taraftan H.S'’in
sinir sonlanmalarindaki ve diz kastaki bu etkilerinin iyon kanallar
tzerindeki etkilerinin arastiriimasi gerekmektedir.
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6. SONUC

On calismalarda dokularda bifazik yanitlar elde edildi. Bifazik
yanitlar EAU baslamasiyla olan “on” fazi ve EAU bitmesiyle baglayan “off”
fazi olarak elde edildi. Guanetidin ve indometasin EAU aracili nérojenik
“off” kasilma yanitlari CUzerine istatistiksel olarak anlamh bir etki
olusturmadi. Atropin EAU aracili “off” kasilma yanitlarini istatistiksel olarak
anlaml oranda azaltti. Ayrica atropin “on” kasilma fazi olan dokularda bu
fazi ortadan kaldirdi ve “on” gevseme fazinin ortaya ¢ikmasina neden
oldu. Neostigmin EAU aracili “off” kasilma yanitlarini istatistiksel olarak
anlamh oranda arttirdi. L-NAME EAU aracili “off” kasilma yanitlarini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti. Ancak bazi dokularda EAU
aracili “off” kasilma yanitlarini etkilemedi veya artisa neden oldu. L-NAME
‘on” gevseme fazi olan dokularda bu fazi ortadan kaldirdi. “on” fazi
kasiima olan dokularda bu fazda artisa neden oldu.

NaHS, EAU aracili “off” kasilma yanitlarini istatistiksel olarak
anlamli oranda azaltti. NaHS'’in bu etkisi NO bagimsiz ortamda azalirken,
NANK yanitlar Gzerinde de ayni oranda inhibisyona neden oldu. NaHS'’in
bu azaltici etkisi zamanla geri déndid. Maksimum geri dénlsin %80
oldugu goézlendi. Ayrica NaHS KCL ile kastiriimis dokularda da istatistiksel

olarak anlamli gevsemeye neden oldu.

L-sistein EAU aracili “off” kasilma yanitlarini istatistiksel olarak
anlamli oranda azaltti. L-sistein’in etkisi, NO bagimsiz ortamda artarken,
NANK ortamda potansiyelize oldu. Bu sonug¢ kolinerjik sistemin H,S'’in
sentez asamasinda inhibitér bir etkisinin olabilecegini géstermektedir. L-

sistein KCL ile kastiriimis dokularda gevsemeye neden olmadi.
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PAG EAU aracili “off” kasiima yanitlarini azaltti. PAG’in etkisi, NO
bagimsiz ortamda artarken, NANK ortamda etkisi olmadi. PAG KCL ile
kastiriimis dokularda gevsemeye neden olmadi.

Bu sonuclar H,S’in etkisinin tek bir ndrotransmitter (zerinden
spesifik olmadigini ve birgcok ndérotransmitter Gzerinden oldugunu

gbstermektedir.
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7. OZET

izole Tavsan Alt Ozefagus Sfinkterinde Elektriksel Alan Uyarisi
Aracili Nérojenik Kasilma Yanitlar Uzerine Hidrojen Siilfirin Etkisinin

Arastiriimasi

Dr. Halil KARA

Bu galismada izole tavsan alt 6zefagus sfinkterinde EAU’ya bagli
nérojenik kasilma cevaplarinin tanimlanmasi ve bu yanitlar Uzerine
hidrojen sulfirin etkisinin arastiriimasi amaclanmistir. Deneylerde 4-6
aylhk 3-3,5 kg. agirhginda 18 adet albino tavsandan elde edilen alt
6zefagus sfinkter seritleri Krebs sollsyonu iceren organ banyosuna
izometrik kasiimalari kayit etmek icin Grass izometrik kuvvet transdiserine
bagll olacak sekilde yerlestirilmistir. On calismalarda dokularda bifazik
yanitlar elde edildi. Bifazik yanitlar EAU baglamasiyla olan “on” fazi ve
EAU bitmesiyle baslayan “off” fazi olarak elde edildi. Guanetidin ve
indometasin EAU aracili nérojenik “off” kasilma yanitlari Gzerine anlamli
bir etki olusturmadi. Atropin EAU aracili “off” kasilma yanitlarini anlamli
oranda azaltirken, neostigmin bu yanitlari anlamli oranda arttirdi. L-NAME,
EAU aracili “off” kasilma yanitlarini anlaml oranda azaltti. L-NAME “on”
gevseme fazi olan dokularda bu fazi ortadan kaldirdi. NaHS, EAU aracili
“off” kasilma yanitlarini istatistiksel olarak anlaml oranda azaltti. NaHS’in
etkisi NO bagimsiz ortamda azalirken, NANK yanitlar Gzerinde de ayni
oranda inhibisyona neden oldu. NaHS'in azaltici etkisi zamanla %80
oraninda geri déndl. Ayrica NaHS, KCL ile kasilmis dokularda da anlaml
gevsemeye neden oldu. L-sistein, EAU aracili “off” kasilma yanitlarini
anlamli oranda azaltti. L-sistein’in etkisi, NO bagimsiz ortamda artarken,
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NANK ortamda potansiyelize oldu. Bu sonug¢ kolinerjik sistemin H,S'’in
sentez agsamasinda inhibitdér bir etkisinin olabilecedini gbéstermektedir.
PAG, EAU aracili “off” kasilma yanitlarini azaltti. PAG'In etkisi, NO
bagimsiz ortamda artarken, NANK ortamda etkisi olmadi. L-sistein ve
PAG, KCL ile kastinimis dokularda gevsemeye neden olmadi. Bu sonuclar
H.S’in etkisinin tek bir nérotransmitter Gzerinden spesifik olmadigini ve
bircok nérotransmitter tGzerinden oldugunu gbstermektedir.
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8. SUMMARY

Isolated Rabbit Lower Esophageal Sphincter Neurogenic
Contractile Responses Mediated Research for Alert Electrical Field Effects
of Sulfur on the Hydrogen.

Dr. Halil KARA

In this study, contractile responses in isolated rabbit lower
esophageal sphincter (LOS) EAU’s identification of neurogenic contractile
responses to study the effect of sulfur on the hydrogen. In the experiments
3-3,5 kg of 4-6 months weight of 18 albino rabbits LOS strips obtained
from the organ bath containing Krebs solution Grass isometric force
transducer for recording of isometric contractions of the way that they are
connected. Preliminary studies, tissues were obtained from biphasic
responses. Biphasic responses of the start of the EFS, "on" phase and
starting the end of the EFS, "off" phase was obtained. EFS guanethidine
and indomethacin-mediated neurogenic "off" has not created a significant
impact on the contractile responses. Atropine EFS mediated "off"
responses to contraction were significantly reducing, Neostigmine
significantly increased these responses. L-NAME, EFS mediated "off"
significantly reduced the contractile responses. L-NAME in the "on"
relaxation phase, this phase of the tissues removed. NaHS, EFS mediated
"off" statistically significantly reduced the contractile responses.
Independent effect of NO decreased NaHS’s environment, NANC on the
responses caused by the same percentage inhibition. NaHS returned to
the effect of reducing by 80% over time. In addition, NaHS, the tissues
contracted with KCI also caused significant relaxation. L-cysteine, EFS
mediated "off" significantly reduced the contractile responses. L- cysteine
effect, while NO independent environment, NANC environment was

potentiated. This result shows that the cholinergic system may have the
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effect of HoS synthesis of an inhibitory phase. PAG, EFS mediated "off"
reduced the rate of contraction responses. PAG’s effect, while NO
independent media, did not take effect NANC environment. L-cysteine,
and the PAG, did not cause relaxation in tissues precontracted with KCL.
This results in a single neurotransmitter through the specific impact of H.S

over there and show that many neurotransmitters.
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