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OZET

Metabolik Sendromda Erektil Yanitlar H2S ile Degisiyor mu?

Ezgi Dayar. Dokuz Eylil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji Anabilim Dali. 35340

Balgova-Izmir

Metabolik sendromun (metS) ilk belirtilerinden biri olan erektil disfonksiyon
(ED), ereksiyon fizyolojisinde rol alan vyolaklardaki bozulma sonucu meydana
gelmektedir. Nitrik oksit gibi regilatér bir gazotransmiter olarak bilinen hidrojen
sulfir (H2S), hipertansiyon, insilin salinimi ve 0&zellikle ereksiyon fizyolojisinde
vaskuler tonusun dizenlemesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu calismanin amaci,
metS modeli olusturulan sicanlarin penil hemodinamigi lzerinde sodyum hidrosiilfitin
(NaHS, H3S donori) etkisini ve penil dokudaki H2S diizeyini degerlendirerek metS'da

H>S'lin erektil fonksiyonlar Gizerine olasi etkisini ortaya koymaktir.

Wistar sicanlar randomize olarak standart diyet ile beslenen kontrol grubu ve
%60 oraninda yuksek fruktozlu diyet ile beslenen metS grubu olarak ikiye ayrilmistir.
MetS modeli biyokimyasal analizler (serum trigliserid, Urik asit, kan glukoz ve insilin
degerleri), bel cevresi/tibia uzunlugu orani, HOMA-IR (Homeostatik Model
Dederlendirmesi-Insiilin ~ Rezistans)) ve kan basinci  parametreleri ile
degerlendirilmistir. Penil hemodinamik parametreleri ise kaverndz sinir uyariimasi
sirasinda intrakaverndz basing (IKB)/ortalama arteriyel basing (OAB) orani ve egri
altinda kalan alan (EAA) o6lglimleri ile degerlendirilmistir. Bu 6lglimler intrakavernoz
NaHS (100ug/50ul) ve kontroll olarak %0.9 NaCl (50ul) enjeksiyonu 6ncesinde ve
sonrasinda olmak Uzere iki kere yapilmistir. In vitro olarak aortada L-sistein aracili
gevseme yanitlar degerlendirilmistir. Penil dokuda H.S dilizeyleri ise metilen mauvisi

yontemi kullanilarak dlgtimustir.

MetS grubunda trigliserid ve instilin degerleri, HOMA indeksi, viicut agirligi, bel
cevresi/tibia orani ve kan basinc kontrole gbre anlamli olarak yuksek bulunmustur.
MetS grubunda IKB/OAB orani ve EAA anlamli olarak diisiiktiir. intrakavernéz NaHS
uygulamasi ise yine metS grubunda IKB/OAB oraninda ve EAA’da bir artisa yol

1



acmistir ancak istatistiksel olarak anlamlilik sadece IKB/OAB oraninda saptanmistir.
Kontrol grubundaki NaHS uygulamasi sonucu goriilen artis ise anlamh degildir. In
vitro deneylerde, metS grubunda aortada L-sistein aracili olusan maksimal gevseme
(Emax) yanitlarinda bir degisiklik saptanmamistir. Penil dokudaki HS diizeylerinin ise

metS grubunda azaldigi gosterilmistir.

MetS'a bagh olarak penil dokuda H.S diizeylerinin azalmasi ve penil
hemodinamiginin NaHS aracilidiyla diizeltiimesi, H.S'lin MetS-aracili ED’da yeni bir

terapotik hedef olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: metabolik sendrom, erektil disfonksiyon, hidrojen siilfir,

fruktoz.



SUMMARY

Do Erectile Responses Change In The Presence Of H>S In The Metabolic

Syndrome?

Ezgi Dayar. Dokuz Eylul University Institute of Health Sciences, Department of Pharmacology. 35340

Balcova-Izmir

Erectile dysfunction (ED), a general marker for metabolic syndrome (metS),
occurs as a result of impairment in pathways of erectile physiology. Hydrogen
sulphide (H2S), another gasotransmitter like NO, has been revealed to involving in
hypertension, insulin secretion, and regulation of vascular tone especially in erectile
physiology. The aim of this study is to investigate sodium hydrosulphide (NaHS, H,S
donor) on penile hemodynamic and HS levels in the penile tissues in MetS rat

model.

Wistar rats were randomly divided into 2 groups as; control and MetS, which
were fed with standard diet (SD) and 60% high fructose diet (HFD) for 10 weeks,
respectively. MetS model was evaluated with biochemical analyses [serum
triglyceride, uric acid, blood glucose, and insulin levels], waist circumference/tibia
length ratio, HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment-Insulin Resistance), mean
blood pressure. Penile hemodynamic parameters were evaluated by the
measurement of intracavernous pressure (ICP)/mean arterial pressure (MAP) ratio
and area under curve (AUC) during cavernous nerve (CN) stimulation in the presence
and absence of intracavernous injection of NaHS (100ug/50ul) and its control
%0.9NaCl (50pl) in metS and control groups.In vitro I-cysteine mediated relaxation
responses were evaluated in the aorta. H>S levels were measured in penile tissues by

methylene blue assay.

Triglycerides and insulin levels, HOMA index, weight, waist circumference/tibia
percent and blood pressure were significantly increased in MetS group when
compared to control group. HFD attenuated ICP/MAP and AUC in MetS group.
Intracavernous administration of NaHS caused an increase in ICP/MAP ratio and AUC

in the MetS group but statistically significant difference is only determined in
3



ICP/MAP ratio. In control group NaHS caused an increase in ICP/MAP ratio but the
differences were not statistically significant. L-cysteine mediated maximal relaxation
responses did not change in metS group. H,S levels were decreased significantly in

the penil tissues of the MetS group.

Decreased H>S levels in penile tissue and recovery of penile hemodynamic by
NaHS in MetS group reveals the significant role of H.S in the MetS-dependent ED

that could be a new therapeutic target.

Key words: Metabolic syndrome, erectile dysfunction, hydrogen sulphide, fructose.



1. GIRIS ve AMAC

Saglkl bir penil ereksiyon, parasempatik sistem, sempatik sistem, non-
adrenerjik non-kolinerjik sistem (NANK), nitrik oksit (NO) ve cesitli elektrofizyolojik
olaylar tarafindan diizenlenen ve birkag sinyal yolaginin entegrasyonu ile sonuglanan

korporal diiz kaslara bagh hemodinamik bir sirectir [1-3].

NO’in yani sira ereksiyon fizyolojisinde rolii oldugu gosterilen diger bir
gazotransmiter olan hidrojen silftir (H2.S), penil ereksiyondaki yolaklari kontrol eden
bir mediyatérdir. H,S, memeli hiicrelerinde sistationin y-liyaz (CSE), sistationin -
sentaz (CBS) ve 3-merkaptopiirivat silfiirtransferaz (3-MST) enzimleri araciidiyla L-
sistein’den sentezlenmektedir [4]. H2S de NO gibi vaskiiler tonusun kontroliinde
O6nemli bir rol oynamaktadir. HzS, dokularin gesitli tirlerinde (mezenterik arter, aorta)
damar genisletici bir faktdr olarak bilinmektedir. Dogrudan ATP-bagimli potasyum
kanallarini (K*atp) [5, 6] veya voltaj bagimli potasyum kanallarini [7] agarak damar
basincinin azalmasina aracilk etmektedir. Sican aortasi ve mezenterik damar
yataklarinda endoteli hasara ugratiimis dokularin gevseme vyanitlarinin zayifladig
bilgisinden yola ¢ikarak HS'lin vaskiler etkilerinin endotel bagimh oldugu
distnllmektedir [6, 8]. Bunun yani sira fosfodiesteraz tip 5 (PDE-5) enzimini inhibe
ederek NO’in sentezini arttirdigindan cGMP yikimini da 6nlemektedir [9]. Damar
etkileri yaninda penil dokudaki etkilerine bakildiginda ise klinik ©6ncesi hayvan
modelleri ve in vitro insan dokusunda yapilan galismalar gevseme yaniti olusturdugu
yonlindedir. Yapilan bir calismada insan penil dokusunda CBS ve CSE enzimlerinin
varligi gosterilmis ve bu enzimlerin elde edilen doku homojenatlarinda L-sistein’i
H.S'e cevirdigini gosterilmistir. Ayni zamanda in vitro kosullarda insan korpus
kavernozum dokusunda eksojen olarak H>S donéri uygulandiginda gevseme
olustugu, H.S enzim inhibitérleri varliginda ise gevseme yanitinin azaldigi
gosterilmistir. Ayni galismada sicanlar Gzerinde in vivo kavern6z basing 6lgimlerinde

de ayni sonuglar elde edilmistir [10].

Damarlarda doza bagimli olarak gevseme olusturdugu bildirilen ve yeni bir

vazodilator olarak tanimlanan H.S'lin iskemi reperfiizyon (I/R), kalp yetmezligi,



hipertansiyon ve ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklardaki rolt isaret
edilmekte ve bu alandaki calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir. Bunun
yanisira HS’lin penil dokuda erektil fonksiyona katkida bulundugu bulgusu son

derece yeni bir bulgudur ve ED’da H>S ile ilgili bilgiler sinirlidir.

ED sekslel birlesme icin yeterli ereksiyona ulasamama veya yeterli sirede
ereksiyonu surdirememe olarak tanimlanmaktadir [11]. 40-70 yas grubundaki
erkeklerin yaklasik %50'sini etkilemekte olup bu diinya genelinde yaklasik 150 milyon
erkegin etkilendigini gostermektedir [12]. ED hipertansiyon, dislipidemi, obezite gibi
kardiovaskiler hastaliklar ile ortak olan risk faktorlerini tagimaktadir. Bu risk
faktorlerinin bir arada gorildigi MetS'lu hastalarda ED gelisimi daha da artmaktadir
[13]. MetS'un ilk bulgusu olan ED gelecekte ortaya cikabilecek olan kardiyovaskiiler
hastaliklarinda ilk belirtisi olabilecegi 6ne siiriilmektedir [14, 15]. Yapilan calismalarin
sonucunda MetS hastalarinin %96.5'da ED oldudu bildirilmistir [16, 17]. ED’un
kardiyovaskiiler hastaliklarda oldugu gibi MetS ve insilin rezistansinin habercisi
olabilecegi de iddia edilmektedir [14]. Ulkemizde MetS tanisi alan 236 erkekle yapilan
bir klinik calismada %96,5’sinda ED, %39,6'sinda cinsel isteksizlik, %22,7'sinde erken
bosalma go6zlemlendigi bildiriimektedir. Bal ve ark.lar tarafindan yapilan bu
calismada azalmis ereksiyon fonksiyonu skoru ile artmis metabolik risk faktorleri
arasindaki gucli korelasyon gosterilmistir [18]. Ayni grup bir baska calismasinda
MetS'lu hastalarda penil doplerle yapilan Olciimlerle MetS-ED iligkisini ortaya
koymuslardir [19]. MetS'da ED mekanizmalarini arastiran deneysel calismalara
bakildiginda genetik olarak obez olan sicanlarin penil dokularinda NO sentezinden
sorumlu olan nNOS ve eNOS ekspresyonunun ve aktivitesinin degistigi, rhoA/rhokinaz
yolaginin etkinliginin arttigi [20, 21], insiline bagh gevseme yanitlarinin bozuldugu,
MAPK inhibitérii varliginda insilin yanitlarinin arttigina ise sadece penil arterde
deginilmektedir [22]. Yine bu modelde penil arterde néronal ve endotelyal gevseme
yanitlarinin  bozuldugu NADPH oksidaz inhibitorli varliginda ve eNOS kofaktori
tetrahidrobiopterin (BH4) eklendiginde bu yanitlarin diizeldigi gosterilmistir [23].
Yiiksek yag diyeti ile beslenen siganlarda erektil fonksiyonlarin bozuldugu [24, 25]

rhoA/rhokinaz yolagi ve eNOS ekspresyonunun azaldigi [25], tavsanlarda ise korpus



kavernozumunda diiz kas/fibroz doku oraninin arttigi bildiriimektedir [26]. MetS ve
ED iliskisi yeni bir bilgi olmayip yapilan klinik ve deneysel calismalarla da ortaya
konmustur. Ancak ED'un MetS’da ylksek oranda goérilmesi ve erken donem bulgusu
olmasi mekanizmasini aclklamaya yonelik calismalarin  gerekliligini ortaya

koymaktadir.
Amag

MetS-ED liskisini degerlendirmek amaciyla yapilan deneysel calismalarda
genellikle yiksek yag diyeti kaynakli ve genetik temelli metS modeli ve hayvan
modelleri kullanilarak erektil yanitlar degerlendirilmistir. Yiksek fruktoziu diyetle
olusturulan hayvan modelinde hipertrigliseridemi, hiperinstilinemi, bozulmus glukoz
toleransi, hiperiirisemi, hipertansiyon ve bunlara bagh gelisen endotel disfonksiyonu
gibi metS’un bircok 6zelligi gelismektedir. Fruktoz ile olusturulan metS modeli insanda
gorilen metS'a en yakin modellerden biridir ve literatiirde bu modelde penil

hemodinamigi dederlendiren bir calismaya rastlanmamistir.

Yine yapilan literatir arastirmalarinda MetS-ED iliskisinde NO yanitlarinin
arastirldigi goriilmektedir ancak HS etkilerine dair bilgi bulunmamaktadir. ED igin
bircok risk faktoériinin bir araya gelmesiyle olusmus olan MetS'da goérilen ED

tedavisine yonelik heniz bir yol kat edilmemistir ve arastirmaya acik bir konudur.

Bu bilgiler 1siginda calismamizdaki amacimiz yiksek fruktozlu diyet ile metS
modeli olusturulan sicanlarda ED olusumunu belirlemek, H)S'lin kaverndz sinir
uyarimi aracili intrakaverndz basinci Uzerindeki etkisini degerlendirmek ve siganlarin
penil dokularindaki H,S miktarini saptayarak, H.S'lin MetS’a bagh ED’da roliini ortaya
koymaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ereksiyon Fizyolojisi

Ereksiyon, cesitli dizeylerde néronal ve humoral mekanizmalarin etkilesimine
dayanan vaskdler bir olaydir. Ereksiyon, penil afferentler tarafindan baslatilan spinal
refleks olarak bilinmektedir, ancak ayni zamanda gdrsel, koku ve dissel uyaranlar
tarafindan gerceklesir. Bu uyaranlara baglh olarak sakral parasempatik (pelvik),
sempatik torakolombar ve somatik (pudenda) sinirlerinin innervasyonu sonucu penil
dokudaki vazodilatasyon artigi ile peniste ereksiyon gergeklesir. Bu nedenle ereksiyon
birkac sinyal yolaginin entegrasyonu ile sonuglanir [3].

Penil ereksiyon vazodilatdr ve vazokonstriktor tonus arasindaki dinamik denge
tarafindan dizenlenir. Kasici ve gevsetici faktorler arasindaki denge ve etkilesim
penis diz kas tonusunda belirleyicidir. Penis dokusunda meydana gelen
vazodilatasyon timesansin  baslangicindan  sorumluyken,  vazokonstriksiyon
detiimesansi sadlar. Timesans hem kolinerjik hem de nitrerjik sistem aracilidiyla
gerceklesirken, detiimesans a-adrenoreseptdr aktivitesi sonucu kasilma yanitinin
artmasi ve PDE5 enziminin aktivasyonu yoluyla cGMP miktarinin azalmasi sonucu
olusur. Vazokonstriksiyona alfa-adrenerjik reseptorler disinda endotelin, anjiotensin
ve tromboksan A2'nin uyariimasiyla RhoA/Rho-kinaz yolagi aracilk eder ve bu
durumda detliimesans baslar, penis flasid haldedir. Timesans ise, duysal uyarinin
santral sinir sistemindeki yolaklari aktive etmesiyle baslamaktadir. Bu strec¢ penisi
innerve eden, kolinerjik ve nonadrenerjik-nonkolinerjik periferal sinirleri aktive
etmektedir [27]. Bu sinirlerin uyarilmasi sonucu sinir ucundan ve endotel
hiicrelerinden penil ereksiyondaki yolaklari kontrol eden ve tiimesansin baslamasina
aracilik eden, gaz yapili bir nérotransmiter olan NO salinmaktadir [27, 28]. NO'in yani
sira ereksiyon fizyolojisinde rolli oldugu gosterilen iki gaz yapili nérotransmiter daha

bulunmaktadir. Bunlar karbon monoksit (CO) ve H>S olarak bilinmektedir [28].

Penil ereksiyonda NO/cGMP yolagi korpus kavernozum diiz kaslarinda
gevsemeye aracilik eden klasik yolak olarak kabul edilmistir. Timesansin baslamasina

korpus kavernozumda sinir ucundan ndéronal nitrik oksit sentaz (nNOS) enzimi
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tarafindan sentezlenen NO [29] ve parasempatik sinir uyarimi sonucu sinir ucundan
salinan asetilkolinin (Ach) endoteldeki muskarinik reseptérleri uyarmasi sonucu;
endotelden endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimi tarafindan sentezlenen NO
aracilik eder. NO salinimi ile ¢dzlilebilir guanilat siklaz (sGC) aktive olur ve bdylece
guanozin trifosfattan (GTP) ikincil mesajci olan siklik guanozin monofosfat (cGMP)
donlsimii gergeklesir. Kavernoz dokuda cGMP, K* kanallarinda membran bagli
proteinlerin fosforilasyonunu baglatan protein kinaz G'yi (PKG) stimiile eder. Bu da K*
iyonlarinin  ekstrasellliler matrikse akisina neden olarak hiperpolarizasyon ile
sonuglanir. Boylece L-tipi Ca?* kanallari kapanarak intraselliiler Ca?* iyon
konsantrasyonu azalir. Bununla birlikte, miyozin hafif zincir (MLC) kinazin aktivasyonu
azalir, MLC zincirin fosforilasyonu azalir ve boylece aktin-miyozin etkilesimi azalarak
kavernozal gevseme gergeklesir. Bunlari takiben, artan kan akimi ile indiklenen
gerilim stresi, PI3-kinaz (fosfatidilinositol3-kinaz)/Akt/eNOS vyoladini aktive etmesi
sonucu, NO saliniminda bir artisa neden olarak tiimesansin devamini sadlar ve

fizyolojik ereksiyon gerceklesir (Sekil 1) [30-32].
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Sekil 1. NO/cGMP yolag araciigiyla gerceklesen penil diiz kas hiicrelerinde gevseme [31]



2.2. Hidrojen Siilfiir (H2S)

Yirmi yil 6ncesine kadar toksik ve potansiyel olarak éldlriici bir gaz olarak
bilinen H.S, son vyillarda yapilan calismalar dogrultusunda NO ve CO’e ek olarak

gazotransmiter ailesinin en geg Uyesi olarak tanimlanmistir [33].

Fizyolojik bir mediyatoér olarak bilinen H.S, diger gazotransmiterlerle ortak
karakteristik 6zellikler tagimaktadir. Gazotransmiterler hiicre membranlarindan
kolaylikla diftize olabilen ve hiicresel sinyal yolaklarini regtile edebilen gaz yapil sinyal
molekdlleridir. Bu 6zellikleri ile membran reseptodrlerine ve ikincil mesajci sistemine
ihtiyac duymazlar. Bunlar viicutta endojen ve enzimatik olarak Uretilebilen, fizyolojik
konsantrasyonlarda iyi tanimlanmis spesifik fonksiyonlara sahip mediyatorler olarak
bilinirler [34].

H,S'Gin memeli dokularindaki varligi 1980'li yillarda biliniyordu, ancak fizyolojik
roli gbz ardi edilerek metabolik bir atik Grlin olarak bilinmekteydi. 1980 yilinda
Kruszyna ve ark.’lari, azotlu bilesikler araciligiyla gerceklesen gevseme yanitlarinda
siyanilr ve slfiir bilesiklerinin etkisini tanimlamistir [35]. HxS'lin fizyolojik roli ise ilk
kez 1996 yilinda Abe ve Kimura tarafindan ortaya konmustur. Bu calismada beyinde
H)S Uretiminin - enzimatik dretim mekanizmasi, biyolojik etkileri, fizyolojik
konsantrasyon araligi tanimlanmistir [36]. 1997 yilinda ise, Hosoki, Matsuki ve
Kimura, NO'in da foksiyonlarinin birlestigi yer olan vaskiler sistem Uizerinde H,S'lin
fizyolojik rolini tanimlamiglardir. H,S Greten enzimlerin mRNA’sinin ileum, portal ven
ve torasik aortada eksprese edildigi ve ayni zamanda spesifik H>S enzim
inhibitorlerinin HxS lretimini bloke ettigi gosterilmistir. Ayrica bu calismada, adi gegen
diiz kas dokularina eksojen H,S uygulamasiyla H>S'lin gevseme yaniti olusturdugu
gosterilmistir. HxS'lin gok daha disuk konsantrasyonlari, NO'in torasik aortada

olusturdugu gevseme yanitini daha gok artirdigi belirtilmistir [37].

Son yillarda hizla artan calismalarla birlikte H.S’Un sitoprotektif bir endojen
modulatér olarak birgok fizyolojik fonksiyonu tanimlanmistir. Norolojik, kardiyak,

endokrin, kardiyovaskiiler, gastrointestinal, solunum ve erektil fonksiyonlari regtile
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eden hiicresel sinyal yolaklarinda rol oynayan H3S, hiicre metabolizmasi, canlhdi,

proliferasyonu ve apoptozisi modiile etmektedir [33, 38].

2.2.1. H>S%in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

H.S, karakteristik olarak ¢lrik yumurta kokusuna sahip, renksiz ve yanici bir

gazdir. Hem suda hem de lipidde kolayca ¢oziilebilir 6zellige sahiptir [39].

NO ve CO gibi H,S de lipofiliktir ve diger gazlardan nispeten daha az gecirgen
olmasina ragmen plazma membranindan kolayla gecebilir [40]. In vivo kosular
altinda H.S calismalarindaki en blylk zorluklardan biri, bu molekilin yarilanma

Omruniin gok kisa olmasidir [41].

Zayif bir asit olarak bilinen H,S, fizyolojik olarak kosullar altinda asadidaki

sekilde dissosiasyona ugrar (pH=7,4, 37°C, pKa=6,76, sulu ¢ozelti):
H.S ¢HS + H*¢>S%* + 2H* [32]

Solisyonda H)S’Un 1/3'i ayrismamis bilesik olarak bulunurken, 2/3'si HS
(hidrosiilfit anyonu) ve H*'e (hidrojen katyonu) aynisir. Ikinci reaksiyon ise sadece
yliksek pH'da gergeklesirken, S%'e (silfit iyonu) ayrsir. Ancak bu ayrisma fizyolojik
kosullarda énemsizdir. Hem H,S hem de HS™ sulu ¢ozelti icinde bir arada bulundugu
icin, etkilerini birbirinden ayirmak ve sinyal yolaklarina hangisinin katildigini
belirlemek mimkin degildir [39, 40]. Ayrica H>S'lin farkli sistemlerde gozlenen net
biyolojik etkileri goz éniinde bulunduruldugunda, H>S komponentlerinden (H.S, HS

veya S°) hangisinin aktif komponenti olusturdugu hala bilinmemektedir [32].

2.2.2. H>57n Biyosentezi ve Metabolizmasi

H>S endojen olarak hem enzimatik hem de nonenzimatik yolaklar Gzerinden
sentezlenmektedir. Ayni zamanda intrasellliler sulfir depolarindan da H,S salinimi

gergeklestigi bilinmektedir.

Nonenzimatik H,S sentezi, tiyol iceren molekdllerin H.S’e indirgenmesi yoluyla

gerceklesir. Diger gazotransmiterlere benzer olarak H.S, hemoglobine yiiksek affinite
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gosterir [41]. Enzimatik olarak H.S, L-sistein’den CBS, CSE ve tandem enzimler olan

sistein aminotransferaz (CAT) ile 3-MST enzimleri tarafindan sentezlenmektedir [42].

CBS ve CSE pridoksal 5'-fosfat (PLP,vitamin Bg)-bagimh sitosolik enzimlerdir ve
homosisteinin sisteine metabolize edildigi transsilfiirasyon yolu enzimleri olarak
bilinirler [39] (Sekil 2). CSE ve CBS enzimleri dokuya 6zgi dagilim gosterirler. CBS
enzimi agdirlikh olarak santral sinir sisteminde lokalize iken, CSE enzimi &zellikle
miyokardiyum ve vaskiler diiz kas hicreleri basta olmak Uzere kardiyovaskiler
sistemde lokalizedir [43].

CBS enziminin, serin ve homosisteinin  sistatiyonine  PLP-bagimli
kondensasyonunu ve sistein ile homosisteinin sistatiyonin ve H,S'e doénlisimini
katalizledigi bilinmektedir [38]. CBS homotetramerik bir proteindir ve (¢ tane yapisal
bolgesi bulunmaktadir. N-terminal bolgesi hemi baglar ve muhtemelen PLP ile
etkilesir. Merkezi bodlge katalitik bdlgeyi icerir. C-terminal bolgesinin ise regulator
bolgeyi icerdigi bilinmektedir. N-terminal bolgesindeki hem varligi, CBS'nin redoks
mekanizmasi tarafindan regiile edildigini 6ne siirmektedir. Hem grubunda meydana
gelen oksidasyon (ylkseltgenme) enzim aktivitesinin artmasina, rediksiyon
(indirgenme) ise aktivitenin azalmasina yol acmaktadir [44]. NO ve CO, CBS

aktivitesini enzimin hem grubuna baglanarak azalttigi bilinmektedir (Sekil 2) [39].

CBS enzimi temelde periferal sinir sistemde, beyin, karaciger, bobrek ve penil
dokuda eksprese edilmektedir [10, 38]. Ancak CBS enziminin ilk olarak astrositlerde
lokalize oldugu ve H,S’lin néronal uzun vadeli potensiyalizasyon potansiyelinde (LTP)
anahtar rol oynadigi gosterilmistir. CBS enziminin beyinde varlidi kesfedildikten sonra,
norolojik sinyal yolaklarini etkileyen birincil H,S Ureten enzim olarak tanimlanmistir.
CBS knockout farelerle yapilan calismalarda aortik endoteliyal disfonksiyon, anormal
lipid metabolizmasi ve plak Gretiminde artig gozlenmistir [41].

CSE enzimi ise, L-sistein’in pirlivat, amonyak ve tiyosisteine donusiimi katalize
eder. Daha sonra tiyosistein nonenzimatik olarak sistein ve H,S'e ayrismaktadir[43].
CSE homotetramerik bir proteindir. Aktivitesi intraselliler Ca?* artisi ile

gerceklesmektedir ve tipki CBS enzimi gibi redoks mekanizmasi tarafindan regiile
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edilmektedir. CSE enzimi hidroliz yoluyla L-sistein’den H,S, piriivat ve amonyum
iyonu Uretimini saglar. Alternatif olarak, CSE tarafindan sistein tiyosisteine
ddnusturilebilir. Olusan tiyosisteinden, yine CSE enzimi tarafindan H,S ve sistein
uretilir (Sekil 2) [44].

CSE enzimi ise beyin, akciger, karaciger, bobrek, penil doku ile vaskiler ve

vaskuler olmayan diiz kas hlicrelerinde eksprese edilmektedir [10, 38].

CBS ve CSE'In aksine 3-MST enzimi temel olarak mitokondride H,S Uretiminden
sorumludur [39]. L-sistein ve alfa-ketoglutarattan CAT enzimi ile etkilesime girerek
H.S Uretimini gerceklestirildigi bilinmektedir [45]. CAT L-sistein ve alfa-ketoglutarat
arasindaki reaksiyonu katalizler. Ardindan 3-merkaptopirlivat ve L-glutamat sentezi
gerceklesir. 3-MST, 3-merkaptopirlivattan sllflirlii transfer eder ve slilfiiréz asit,
pirlivat ve tiyosiilfata donustirir. Ardindan tiyosiilfat, glutatyon varliginda, glutatyon
disulfit ve H.S’e indirgenir [43]. 3-MST knockout farelerde anksiyetenin artigi ile
birlikte davranigsal bozukluklar tespit edilmis ve bu da serotonin dizeylerinin
upreglile olmasi ve H,S aracili antioksidan Uretimin azalmasi ile iliskilendirilmigstir
(Sekil 2) [45].
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Sekil 2: Memeli hiicrelerinde HzS biyosentezi

H.S cesitli yollarla hizla metabolize edilebilen kararsiz bir molekildir.
Metabolizmasinin uygun fizyolojik dengesinin muhafaza edilmesi amaciyla H>S (g
yolla elimine edilebilir. Ilk olarak, mitokondriyal oksidasyon ile H,S tiyosiilfata
doniisiir, bu déniisimi siilfit ve siilfat déntstimleri izler. ikinci metabolik yolak ise,
tiyol S-metiltransferaz enzimi araciidiyla gergeklesen dimetilsiilfit olusumu saglayan
sitosolik metilasyondur. Son olarak, H.S'lin hemoglobine baglanmasi ile gergeklesen
sulfhemoglobin formasyonudur. Hem tlrevleri ile bu etkilesim, CO Uretimi ile bir
korelasyon saglar (Sekil 3) [43, 45].
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Sekil 3. H.S metabolizasyon yolaklar [43]

2.2.3. H>SUn Kan ve Dokulardaki Fizyolojik Konsantrasyonlari

H2S uzun yillardan beri toksik bir madde olarak kabul edildigi bilinmektedir ve
toksikolojik profilinin inhale edilen konsantrasyonuna bagl oldugu yapilan ¢alismalarla
ortaya konmustur. 20-100 ppm arasinda akut H,S maruziyeti godz irritasyonu,
solunum guicligl ve bas agrisina sebep olmaktadir. Maruz kalinan konsantrasyon 500
ppm’e kadar ciktiginda ise biling kaybi, vaskdler kollaps ve pulmonar édem olusur.
1000 pmm H,S konsantrasyonu ise apneyi takiben respirator kollaps, koma ve 6lime

yol agmaktadir [43].

Kan ve dokulardaki serbest H»S dulzeylerinin gercek seviyesi hala tartisma
konusudur [46]. Fizyolojik H.S konsantrasyonunun 1uM’n altinda oldugu
bilinmektedir.  Yapilan c¢alismalarla, kanda 20-300 pM arasindaki  H)S
konsantrasyonunun giivenli bir aralik olusturdugu ve hala fizyolojik sinirlar iginde
oldugu bildirilmistir [47].

H.S'lin bir cok biyolojik olayda bliylik rol oynadigi bilindiginden dolayi, kan ve

dokulardaki konsantrasyonunun o&lgimi H.S biyokimyasinin anlasiimasi ve temel
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fizyolojik fonksiyonlarinin belirlenmesi icin oldukca dnemlidir. Deneysel ¢alismalarda
en cok kullanilan ve bilinen en eski H,S dlglim yontemleri silfit-sensitif iyon selektif
elektrot (ISE) ve metilen mavisidir [43]. Monobromobimane (MBB) adi verilen gaz
kromatografi yontemi ise yliksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) mantigina

dayanir. MBB, serbest H,S diizeylerini 6lgen bir ydntem olarak bilinmektedir [43, 48].

Deneysel calismalarda en ¢ok kullanilan yéntem olarak bilinen metilen mavisi
yontemi, serum, plazma veya dokudaki H,S diizeylerinin olglldiigi spektrofotometrik
bir yéntemdir. Bu prosediirde biyolojik drnekteki stilfit cinko ile sabitlenir. Buradaki
cinko H.S'lin volatilizasyona (buharlasma) ve hava ile oksidasyona ugramasini
engeller. Guglu asidik kosullar altinda ¢inko silfitten (ZnS) H.S salinimi gergeklesir.
Ardindan N, M-dimetil-p-fenilendiamin (DPD) ve Fe3* varlidinda metilen mavisi olusur.
Olusan metilen mavisi spektrofotometri veya HPLC yontemleriyle &lgllir. Metilen
mavisi yontemiyle saglikh insanlarin plazma veya serum HS diizeylerinin 20-60 uM
arasinda oldugu rapor edilmistir. Ancak metilen mavisi yontemiyle dnemli 6lclide
daha yuksek dizeylerde H>S konsantrasyonlari da tespit edilmistir (>100 pM).
Kemirgenlerde ise H,S diizeyinin 300 uM" astigi gosterilmistir [46].

Deney prosediriiniin kolay uygulanabilir olmasi ve spektrofotometrenin optik
yogunluk tespitini kapsayan oldukga basit kolorimetrik prosediirden olusmasi metilen
mavisi yonteminin avantajlari arasindadir. Yontemin baslica dezavantajlari ise, renkli
maddeler ile cakismalar meydana gelmesi, 1uM’in altindaki H.S dizeylerinin tespit
edilememesi ve kalibrasyon egrisinin non-lineer olmasidir [48]. Tiim bunlarin yaninda
bu yontem sadece H,S'l degil ayni zamanda biyolojik sistemlerde yaygin olarak
bulunan Fe-S bdlgesindeki sdlfit iyonlarini da o6lgmesi bu ydntemin en &énemli
sikintilarindandir [46, 48].

Tim bu problemlere ragmen, metilen mavisi ydntemi bircok laboratuvar
tarafindan kullanilan ve kontrol ile tedavi 6rneklerinde H,S dizeylerindeki goéreceli
farklilklar belirlendiginden dolayi birgok durumda kolayca uygulanabilir bir yéntemdir.

Farmakolojik girisimlerin etkinligi hakkinda bilgi sahibi olmamiza katki saglar.
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2.2.4. H>S Donor ve Inhibitorieri

Deneysel calismalarda en ¢ok kullanilan H,S (ireten bilesikler, sulfit tuzlar olarak
bilinen, sodyum siilfit (NazS) ve sodyum hidrostilfit (NaHS)tir. Na.S ve NaHS'ten
salinan H,S’lin suda ¢ozinurligu ylksek oldugundan, hizh H.S salinimhi dondrler
olarak bilinirler [49]. H.S’Uin gaz halindeki faza volatilizasyonu nedeniyle hicbir zaman
kararll duruma ulasamadigi icin, HS maruziyeti gecicidir. Tek bir bolus NaxS
enjeksiyonu sonrasinda, plazmada H>S yarilanma 6mri insanlarda yaklasik 20 dakika
iken, farelerde bu sire bes dakikadir. Volatilitesi disinda H,S oksidasyona karsi
savunmasizdir. Bu sebeplerden dolayi, klinik pratikte silfit tuzlarnin terapétik

potansiyel olarak kullanimi sinirlidir [34].

L-sistein endojen H,S Uretimini arttirmak amaciyla deneysel calismalarda
kullanilan H>S prekirsori olarak bilinmektedir. Ancak L-sistein birgok farkll yolak

tarafindan metabolize edildidi igin cok tercih edilen bir H2S dondri degildir [39].

Yavas salinmli HxS dondrli olarak kesfedilen GYY4137, vazodilator,
antihipertansif ve anti-inflamatuar aktivite gostermektedir. GYY4137 de suda ¢dzlinen
bir bilesiktir ve ¢dzlinmenin ardindan spontan olarak yaklasik dort saat H.S salinimi
gerceklestirdigi bilinmektedir [34, 39, 50]. Dider bir H,S dondri olan tiyoamino asit,
bikarbonat ile reaksiyona girerek H,S salinimi yapar. Bu salinim GYY4137'den daha
hizli bir oranda gergeklesirken, Na>S ve NaHS'ten daha yavas bir salinimdir.
Tiyoamino asit ayni zamanda eNOS aktivitesini upregiile ederek NO Uretimi saglar ve
dolayisiyla vazodilatasyona yol actigi bilinmektedir [34]. Yavas salinimli H,S
dondrlerinden bir digeri de, 5-(4-hidroksifenil)-3H-1,2-ditiyol-3-tion (ADT-OH)'dur.
ADT-OH, CSE enzimini aktive ederek glgli vazorelaksan etkiye sahiptir, ayni
zamanda oksidatif strese karsi noroprotektif etki gosterirken, ndroinflamasyon
Onleyici etkisi de vardir (Tablo 1) [50, 51].

Glcli kardiyovaskiiler koruyucu etkiye sahip oldugu bilinen sarimsak (Allium
sativum), bu etkisini HS araciligiyla gerceklestirmektedir. Oksidatif stres, platelet
agregasyonu, plazma kolesterol konsantrasyonu ve kan basincini azaltarak
kardiyovaskiiler riski azaltan sarimsagin H,S-salinimi yapan sentetik tiirevleri elde
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edilmistir [39]. Diallil tristlfit (DATS), stabil ve yavas salinmh H>S dondéri olarak

bilinen taze sarimsak tirevli polistlfit bilesendir. Yapilan bir calismada miyokardiyal

I/R modelinde H2S dondri olarak kullanilan DATS'In koruyucu etkiye sahip oldugu ve

kardiyoprotektif bir ajan olabilecegi gosterilmistir [52]. Kardiyoprotektif etkiye sahip

oldugu bilinen diger sarimsak tiirevli H.S donorleri ise S-allilsistein (SAC) ve onun

yapisal analogu olan S-propargilsistein (SPRC)'dir (Tablo 1) [53].

Tablo 1. Yavas salinimli H2S donérlerinin biyolojik 6zellikleri [50]

H>S Donorii

H>S Salinim Mekanizmasi

Terapotik Etki

GYY4137

Hidroliz

Vazodilatasyon
Antihipertansif

Anti-inflamasyon

Tiyoamino asit

Bikarbonat aktivasyonu

Vazodilatasyon

ADT-OH Karboksilesteraz-aracili Vazodilatasyon
metabolizasyon
Oksidatif strese karsi nérolojik
koruma
Anti néroinflamasyon
DATS Hidroliz Kardiyoprotektif
Iskemi reperfiizyon hasarina

kars! koruyucu

SAC Hidroliz Kardiyoprotektif
Oksidatif strese karsi koruyucu

SPRC Hidroliz Kardiyoprotektif
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Bunlarin disinda nonsteroid antiinflamatuvar ilaclarin (NSAIDs) H.S-saliveren
tirevleri sentezlenmistir. S-aspirin (ACS14), S-diklofenak (ACS15, ATB-337) ve S-
naproksen (ATB346) bu ailenin icindedir ve H>S’e hidroliz olurlar [39]. ACS14'Un
gucli antitrombotik ve antioksidan etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Ayni zamanda
ateroskleroz gelisimi ve I/R hasarina karsi koruyucu etkileri oldugu gozlenmistir [39,
50, 54]. Bir diger H,S saliveren ilag tiirevi ise, ACS6'dir. ACS6, H,S-saliveren sildenafil
olarak bilinir ve yapilan calismalarla tavsanlarin korpus kavernozumunda gevsemeyi
arttirdigi  ve endotel hiicrelerinde siperoksit anyonlarinin Gretimini  azalttigi
gosterilmistir (Tablo 2) [39].

Tablo 2. H:S-saliveren ilag tirevlerinin biyolojik 6zellikleri [50]

H:S-saliveren ilag Ana Ilag Terapétik Etki

ACS14 Aspirin Antioksidan
Antitrombotik
Noroprotektif

Ateroskleroz gelisimine
kars! koruyucu

Iskemi reperfiizyon
hasarina kars! koruyucu

ACS15 Diklofenak Anti-inflamasyon

Antianjiyogenez

Antikanser
ATB-337 Diklofenak Anti-inflamasyon
ATB-346 Naproksen Anti-inflamasyon
ACS6 Sildenafil Pro-erektil

Oksidatif strese karsi
koruyucu
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H,S sentezinin farmakolojik inhibitdrleri, H.S Ureten enzimlerin knockdownu,
ekspresyonunun azaltilmasi gibi bazi stratejiler H,S Uretimi ve etkisini bloke etmek

igin kullanilabilir.

SiRNA CSE, CBS ve 3-MST enzim ekpresyonlarinin knockdownu igin yaygin
olarak kullaniimaktadir [48]. Bu enzimlerin gen ifadelerinin ortadan kaldiriimasi
anlamina gelen bu yontem deneysel calismalarda siklikla kullaniimaktadir ve yapilan
calismalarda CSE, CBS ve 3-MST knockout hayvanlarda biiyiime geriligi, anksiyete,
norotransmitter seviyelerinde degisiklik, ateroskleroz gelisimi [43, 55], endotel
bagiml vazorelaksasyonun azalmasi, hipertansiyon, akut pankreatit [43], renal I/R

[56] gibi patolojilerin meydana geldigi gosterilmistir.

Sollisyonlar ve biyolojik sistemlerden H,S inhibisyonu, ayni zamanda kimyasallar
tarafindan da gergeklestiriimektedir. Deneylerde bu amagla kullanilan iki ajan vardir:
hemoglobin ve hidroksikobalamin. Ancak hemoglobin ve hidroksikobalamin ayni
zamanda NO'ya badlanip biyolojik aktivitesini azalttigindan cok tercih edilen ajanlar

arasinda yer almamaktadirlar.

H>S enzim inhibitdrleri deneysel calismalarda siklikla kullanilan ve ticari olarak
uygun kimyasallar olarak bilinmektedir. Bunlardan beta-siyano-L-alanin (BCA) geri
dondsumli CSE inhibitéridlr. Propargilglisin  (PAG) ise CSE inhibitori olarak
bilinmektedir. Ancak PAG'In sadece L-izoformu CSE’ inhibe etmektedir. D-PAG
metabolize edilmekte ve in vivo kosullarda bilesigin toksisite olusturmasina sebep
olmaktadir. Hem PAG hem de BCA sinirlh bir potens ve membran permeabilitesi
sergilerler ve yiksek konsantrasyonlarda (nM) kullanilirlar [48]. CSE inhibisyonunda
BCA ve PAG karsilastirildiginda ICso degerlerine gére BCA'in (ICsop=14mM) PAG'den
(IC50=40mM) daha etkili bir inhibitdér oldugu gosterilmistir. L-aminoetoksivinilglisin
(AVG) spesifik CSE inhibitdéri olarak bilinmektedir ve diger inhibitorler ile
kiyaslandiginda en potent inhibitérdtir [57]. BCA, PAG ve AVG-bagimli inhibisyon PLP’I
bloke etmektedir. Bununla birlikte, bu inhibitérlerin CAT gibi diger vitamin Bs bagimli
enzimleri de bloke ettigi gosterilmistir (Tablo 3) [48].
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Selektif CBS inhibitorii olarak bilinen aminooksiasetik asitin (AOAA), ayni
zamanda CSE enzimini de inhibe ettigi gosterilmistir. Aslinda AOAA, CSE
inhibisyonunda CBS'dan daha etkilidir. Dolayisiyla AOAA'nin  CBS/CSE’In ikili
inhibisyonunda etkili bir sekilde kullanilabilecegi dustinilmektedir. PAG ve BCA gibi
AOAA da PLP-bagimh enzimlerin katalitik etkilerini engellemektedir [48]. Hem CBS
hem de CSE enzimlerinin etkilerini bloke eden bir diger inhibitor ise hidroksilamindir.
Bu inhibitériin ayni zamanda NO (retimine katki sagladigi bilinmektedir [46]. CBS
enziminin selektif inhibisyonu siRNA veya genetik methodlar ile de gergeklesmektedir.
Son zamanlarda selektif CBS inhibitorleri icin aday hedef galismalar yapilmaktadir
(Tablo 3) [48].

3-MST enziminin selektif inhibitérleri hentz kesfedilmemistir. Deneysel
calismalarda in vitro ortamda, 3-MP aracilidiyla HxS Uretimini inhibe etmek igin, a-
ketobditirat, a-glutarat ve pirtivat kullaniimaktadir (Tablo 3) [39, 46, 48].

Tablo 3. H.S Enzim Inhibitorleri

Inhibe Ettigi Enzim Inhibitori

Beta-siyano-L-alanin

CSE Inhibitérleri Propargilglisin

Trifloroalanin

Aminoetoksivinilglisin

Aminooksiasetik asit

_ Hidroksilamin
CBS + CSE Inhibitorleri

a-ketobiitirat

a-glutarat

3-MST inhibitorleri Pirtivat
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2.2.5. H>57n Fizyolojik ve Patofizyolojik Fonksiyonlar

H,S Uretimini saglayan enzimlerin kardiyovaskiiler, ndronal, immdin, renal,
solunum, gastrointestinal, Grogenital ve endokrin sistemlerde eksprese edilmesinin
kesfinin ardindan, HyS'lin bu sistemler (izerinde 6nemli fizyolojik etkileri oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, H.S'lin hipertansiyon, ateroskleroz, kalp yetmezligi,
diabet, inflamasyon, ndrodejeneratif hastaliklar, ED, metS ve astim gibi patolojik
rahatsizliklarda rol oynadigi ve yeni bir terapdtik hedef olabilecegdi diisiiniiimektedir
[58].

2.2.5.1. H>Sln Kardiyovaskiiler Etkileri

H.S kardiyovaskiler fonksiyonlar igcin énemli bir modulatdr olarak bilinmektedir.
H>S kan basincinin homeostatik regtilasyonu tzerinde kritik rol oynamaktadir. H>S'lin
vaskiiler tonusu modiile ettigi, kalpte kronotropik ve inotropik regiilasyonda rol
oynadigi, vazorelaksasyonu indikledigi, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi ve vaskiiler endotelyal hiicre proliferasyonunu stimiile ettigi
kardiyovaskiler sistem lzerinde bilinen etkileridir [38].

Sican kalbi (izerinde yapilan calismalarda H,S’lin negatif intropik etki gosterdigi
bildirilmigtir. Kalp kontraktilitesi tzerine H.S’Un inhibitor etkisi gesitli mekanizmalar
tarafindan gosterilmistir. Bu mekanizmalar, K*arp kanallarinin agiimasi, AC/cAMP
yolaginin inhibe edilmesiyle B-adrenoreseptor sistemin baskilanmasi ve bdylece
negatif inotropik etkinin olusmasi ve kalp kontraktilitesi ile kardiyak ritmin
kontroliinde 6nemli bir role sahip olan L-tipi Ca?* kanallarinin akiminin azaltiimasidir
[59-61].

Vaskiiler doku Uzerinde H>S'lin biyolojik fonksiyonu bifaziktir. HS'lin yiksek
konsantrasyon araliinda (NaHS 100-1600uM) gevseme yanitina aracilik ederken,
disik konsantrasyonlarda (NaHS 10-100uM) konsantrasyon bagiml olarak kasilma
yanitina sebep oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir. H.S'lin gevsetici etkisi,
membran  hiperpolarizasyonuna yol acan K*arp kanallarinin  agilmasi ile
gerceklesmektedir. H.S ayni zamanda hicre igine Ca?* girisini de engelleyerek

vaskiiler doku gevsemesine neden olmaktadir [38, 59].
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H.S'lin vazodilator etkisi torasik aorta, mezenterik arter, pulmoner arter ve diger
vaskuliler dokularda bildirilmistir. HS-aracii gevseme vyanitlari temelde K*atp
kanallarinin agilmasi ile gergeklesirken, endotel-bagimli  mekanizmalar da bu
vazodilatasyona kismen aracilik ederler. Diger sinyal mekanizmalar ise, intraselliiler

ATP diizeylerinin azalmasi, cGMP/PKG yolaginin aktivasyonudur [59].

H,S'lin  anjiyogenez ve hiicre biyilmesini destekledigi son yillarda yapilan
calismalarla birlikte gosterilmistir. H>S endotel hiicrelerinde hiicre migrasyonu,
blyimesi ve gelisimini arttimaktadir. Hipoksik kosullar altinda, HS-aracil
anjiyogenez, hipoksi-kaynakli faktér (HIF)-1la/vaskiler endotelyal blylme faktori
(VEGF) tarafindan meydana gelir [59]. Ayni zamanda HS'lin anjiyogenezdeki
etkisinin PDE5 inhibisyonu araciliiyla da gerceklestirdigini arastiran bir calismada,
eksojen NaHS uygulamasiyla cGMP diizeylerinin arttigi, bunun da fosfodiesteraz

aktivitesinin engellenmesi yoluyla gerceklestirdigini gostermislerdir [62].

H,S'lin vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozisi
indikledigi yapilan calismalarda gosterilmistir. Vaskiiler diiz kas hiicre kdltiirlinde,
eksojen H,S mitojen ile aktive edilmis protein kinaz (MAPK) sinyal yoladi yoluyla doz
bagiml sekilde vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu baskilanmistir. Ozellikle,
endojen H,S hiicre proliferasyonu oranini zayiflattigi ve apoptozis oranini arttirdigi
gosterilmistir. Bu etki hem MAPK hem de kaspaz-3 proteinlerinin aktivasyonu
araciligiyla gergeklesir. Bu nedenle, H,S sadece vazorelaksan olarak degil, ayni

zamanda da hicre blylmesi reguilatori olarak bilinmektedir [38].

H.S, hipertansiyon, ateroskleroz, pulmonar hipertansiyon, sok ve miyokard
hasar gibi cesitli kardiyovaskiler hastaliklarin patogenezi Uzerinde regullator etki
gostermektedir. Sistemik ve pulmoner hipertansiyon hayvan modellerinde H,S
eksikligi gozlemlenmistir. HxS'in ayni zamanda iskemik miyokard ve septik sok
uzerinde kardiyoprotektif etkileri tanimlanmistir. Genellikle, bu hastaliklarin siddeti
H.S diizeyleri ile iliskili oldugu gosterilmistir. H.S Uretimi veya metabolizmasinda
meydana gelen bir fonksiyon bozuklugu ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi

arasinda bir iligki olabilecegi 6ne sirilmistir [38].
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Hipertansiyon gelisimi gdzlenen hayvan modellerinde yapilan calismalarda,
eksojen H.S uygulamasinin (NaHS ve GYY4137) kan basincini anlamli olarak azalttigi
gosterilmistir. Ancak, klinige yansimis H,S tabanli bir tedavi uygulamasi heniiz hayata

gegcmemistir [63].

Kalp yetmezligi olan farelerde, oral SG-1002 (H.S dondrii) tedavisiyle CSE/H>S
yolaginin kalp yetmezliginde kardiyak fonksiyonlari korumada kritik bir 6neme sahip
oldugunu gosterilmistir [64]. Klinikte yapilan bir gézlemsel calismada, koroner arter
hastaligi (KAH) olan hastalarin plazma H;S konsantrasyon diizeylerinin kontrol
grubuna goére anlamh derecede diistik oldugu gosterilmistir ve bdylece diisiik plazma

H.S diizeylerinin KAH siddeti ile iliskili olabilecegi 6ne siriilmistir [65].

Iskemik kosullar altinda, kalpte, hem in vivo hem de in vitro calismalarda, CSE
aktivitesinin ve mRNA gen ekspresyonunun downregule oldugu ve dolayisiyla da
endojen HyS Uretimi azaldi§i gosterilmistir. H.S, I/R hasari sonrasinda apoptozis
gelisimini inhibe etmektedir. Bu inhibisyonu pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu
baskilayarak gerceklestirmektedir. Bu bulgular H>S'lin iskemik kalp hastaliklarinda

potensiyel bir biyomarker olarak kullanilabilecegini diistindirmistir [59].

H.S’'Un hem vaskiler yataklarda hem de plazmada ateroskleroz gelisimini
anlaml olarak azalttigi 6ne slrilmustir. CSE/H,S vyolaginin ateroskleroza karsi
koruma icin 6nemli bir terapotik hedef olabilecegini 6ne siiren bir calismada,
ateroskleroz modeli olusturulan CSE-knockout farelere, 12 hafta boyunca NaHS
tedavisi uygulanmis ve sonucunda ateroskleroz gelisiminin inhibe edildigi

gosterilmistir [55].
2.2.5.2. H>S7in Erektil Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

Ereksiyon fizyolojisinde rolli oldugu gosterilen diger bir gazotransmiter de
H.S'dir. H.S de NO gibi kardiyovaskiiler homeostaziyi dlizenleyen fizyolojik bir
regilator olarak tanimlanmigtir [27].

H,S'lin erektil fonksiyonundaki potansiyel rol, ilk olarak 2006 yilinda Srilatha ve
ark.larinin  yaptiklari bir calismayla tanimlanmistir. Bu c¢alismada primatlarda
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intrakavernozal NaHS enjeksiyonunun penis uzunlugu ve kaverntz basingta anlamli
olarak artis gosterdigi belirtilmistir. Ayni calismada sicanlarda ise, spesifik CSE enzim
inhibitdrt olan PAG uygulamasinin kaverndz sinir stimilasyonu ile uyarilmis perfiizyon
basinci anlamli olarak azaltti§i gosterilmistir. Bu sonug pro-erektil yolakta PAG'In
inhibitdr etkisi ile desteklenmistir [66].

2009 yiinda yapilan bir calismada insan korpus kavernozum dokusunda L-
sistein/H,S yolaginin varhigi acikca gosterilmistir. Ozellikle, insan korpus kavernozum
homojenatlarinda CBS ve CSE enzimlerinin varlidi ve etkili bir sekilde L-sistein’den
H.S (retimi gergeklestirdigi belirtilmistir. CBS ve CSE enzimleri penil arterin diiz kas
hiicreleri ve kas trabekiillerinde lokalizedir. Diger yandan, CSE periferal sinirlerde
eksprese edilmektedir. Dahasi ayni ¢alismada, insan korpus kavernozum seritlerinde
L-sistein ve NaHS'in konsantrasyon badimli gevsemeye yol actigi gosterilmistir.
NaHS'i gevsetici etkisi nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME, NO inhibit6ri)
inklibasyonunun ardindan azaldigi, glibenklamid (Kate kanali inhibitorii) ile de inhibe
edildigi gosterilmistr. L-sistein’in gevsetici etkisi ise AOAA tarafindan inhibe edilmistir.
Erektil fonksiyonlarinda bu yoladin roli sicanlar (izerinde in vivo olarak da
dogrulanmistir. NaHS ve L-sistein intrakaverndz enjeksiyonu ardindan anlaml olarak
ikB artisi gordlmis ve L-sistein cevaplarinin PAG tarafindan bloke edildigi
gosterilmistir. Sicanlarda H.S’in penil ereksiyonda dogal bir mediyatér oldugu
gosterilmistir. Bu goézlemlerin H,S’Gn insan penil ereksiyon patofizyolojisi altinda
yatan kompleks mekanizmalarin agiga cikariimasina yardim ettigi ve ED ve seksiel
uyarilma bozuklugu tedavisinde yeni tedavi yaklagimlari gelistiriimesine katkida
bulunmasina yol acgabilecegi disiinilmektedir [10]. Ancak hali hazirda patofizyolojik
kosullarda H,S'lin artisinin veya azalmasinin ED’a katkisini arastiran gok fazla galisma
bulunmamaktadir. Yapilan bir calismada, tavsan korpus kavernozumunda in vitro
olarak HyS-salinimi yapan sildenafil (ACS6), sildenafil ve NaHS'in gevseme yanitlari
lUzerine etkisi degerlendirilmistir. Bulgulara gore, ACS6 ve sildenafilin doz-bagimli
gevseme vyaniti olusturdugu, NaHS'in ise 100uM konsantrasyona kadar etki
gostermedigi, 100uM’dan yiiksek konsantrasyonlarda ise gevseme yanitlarina aracilik

ettigi ancak ACS6'nin NaHS'ten daha etkili oldugu gosterilmistir. Sonugta H,S-salinimi
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yapan ACS6'nin ED tedavisinde potansiyel ilag olarak kullanilabilecegi ©ne

surtlmustir [67].

Endotel ve korpus kavernozum diiz kas hicrelerinde H>S ve NO arasinda
karsilikll  bir etkilesim oldugu varsayllmaktadir. Bu isbirligi, hiicresel yanit olan
vazorelaksasyona aracilik etmektedir. Endotel hiicrelerinde, asetilkolin M3 reseptoériine
baglandiginda, hiicre ici Ca?* artisina badimli olarak hem eNOS hem de CSE enzimleri
aktive olarak, sirasiyla NO ve H)S sentezi meydana gelmektedir. Endotelde H,S'lin
PI3-kinaz/Akt/eNOS yoladinin aktive olmasina aracilik ettigi disiintilmektedir. Diiz kas
hiicrelerinde ise, cGMP'yi hidrolize edip gevseme yanitlarini dnleyerek detlimesansin
baslamasina aracilik eden enzim olan PDE5 enzimini inhibe ettigi dislnilen H,S'lin
hiicre ici cGMP'yi arttirarak vazorelaksasyona yardimci oldugu sdylenmektedir. Ayni
zamanda eksojen H2S diiz kas hiicrelesine diffiize olduktan sonra Ca%*-bagimli veya
K*atp kanallarini aktive ederek gevseme sadladigi, dolayisiyla da penil ereksiyona
katkida bulundugu disinilmektedir (Sekil 4) [9, 27].

Kaverniz sinir | Endotel hiicresi

]

o] i ’ CI i == a) X o
T HO P i ST 55 -
_ Difiizyon Diftizyen
' -
Aktivasyon | PDES /__ CBS/CSE

cTP Coziilebilr guanilat siklaz

L

EoHE Aktivasyon _-H25 . aktivasyon

|.-l'"f h--H"“-h.|
R ||
Diiz kas hiicresi Y . r ]
® ®
Ca?*-bagimh ATP-bagiml
K* kanall K* kanali

Sekil 4. Diiz kas hiicresinde Hz2S ve NO yolaklari [27]
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2.2.5.3. H>Sn Endokrin Etkileri

H,S pankreatik yapi, fonksiyon ve regulasyonunda énemli bir endojen regtilator
olarak bilinmektedir. Pankreas adaciklarinda H.S Ureten temel enzim CSE enzimidir.
Pankreatik adaciklardan salinan insilin, glukoz metabolizmasinin homeostatik
kontroliinde ve diabet de dahil olmak Uzere insllin rezistansi gelisiminde dnemli bir
olaydir [38].

Pankreatik K*atp kanallari insllin sekresyonu modiilasyonunda oénemli rol
oynamaktadirlar. Artmis glukoz konsantrasyonu hiicrede ATP birikimine, K*atp kanal
blokajina, plazma membran depolarizasyonuna, Ca?* girisine ve insilin sekresyonuna
neden olur. INS-1E (pankreatik insiilinoma hiicre hatti) kultlirinde, eksojen H.S,
glukozla uyarilan instlin salinimini K*atp kanal acilmasi araciligiyla inhibe etmektedir.
Boylelikle H.S’Un K*ate kanallarini aktive ederek pankreatik insilin salinimini inhibe
edebildigi gosterilmistir. Ayrica, hiicre apoptozisine bagli olarak H.S, insiilin {iretiminin
azalmasina yol acan pankreatik B hiicre kitlesini azaltabilir. Pankreatik H>S'lin bu
etkisi, glukoz homeostatik regilasyonla birlikte pankreatik instlin metabolizmasinin
homeostatik kontrolii icin aday mekanizmalar temsil edebilecedi 6ne sirilmistir.
Ozellikle pankreasta dedismis H.S metabolizmasi diabet patogeneziyle yakindan
iliskilidir [38, 40, 58].

Endojen H.S instlin sekresyonunu inhibe ederek, glukoz tretimini azaltmaktadir.
Diger bir deyisle, H.S downreglilasyonu glukozla uyarilan insilin sekresyonuna yol
acmaktadir. H>S glukoz metabolizmasi ve ATP Uretimini inhibisyonunda rol
oynamaktadir. H>S'lin asiri Uretimi insilin sekresyonunda bozulmaya yol actigi éne

surdlmastdr [40].

H>S kaynakl insilin saliniminin inhibisyonu biyilk oranda B hiicrelerindeki K*atp
kanallarinin stimllasyonu ile iligkilidir. Bu inhibisyon INS-1E ve HIT-T15 (insllin-
salgilayan htcre hatti) hicre hatlarinda goésterilmistir. INS-1E hicrelerinde, 300pM
konsantrasyona kadar eksojen H,S uygulamasinda, K*atp kanallari lizerinde herhangi
bir etkisi gorilmemistir. Ancak, PAG varliginda 100uM ve altindaki H>.S
konsantrasyonlarinda K*atp kanallarinin aktive edildigi gosterilmistir. Bu sonuglar,
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INS-1E hicrelerindeki K*atp kanallarinin zaten endojen H,S tarafindan tam anlamiyla
stimiile edildigi, bdylece bazal kanal aktivitesinin muhafaza edildigini gostermektedir.
CSE gen ekspresyonunun inhibe edilmesi durumunda, endojen H.S dlizeyleri anlamli
olarak azaldigindan dolayi, K*ate kanallari eksojen H,S stimiilasyonu ile onariimistir
[58].

CSE-H,S sistemi B-hlicre fonksiyon regtilasyonunda énemli bir rol oynamaktadir.
H.S tip 2 diabette glukoz geri alim mekanizmasini ve insiilin duyarlihgi olusumunu
destekler. Yapilan bir in vitro calismada, H,S'iin adipositlerde glukoz alimini arttirdigi
gosterilmistir. Bu etki, insilin reseptdr, PI3kinaz ve Akt fosforilasyonunun upregiile
edilmesi aracilidiyla gerceklesmektedir. Goto-Kakizaki diabetik sicanlarda, kronik
NaHS tedavisinin (30pmol/kg/giin) aclik kan glukozunu azalttidi, insiilin duyarliigini
arttirdidi ve kaslarda PI3kinaz ve Akt fosforilasyonunu arttirarak glukoz toleransini
arttirdigi gosterilmistir. NaHS tedavisi sonucu gozlenen etkiler Wistar tiirii sicanlarda
da benzer sonuglarl vermistir. Bu sonuglar H,S’lin, insilin rezistansina karsl yeni bir

terapotik hedef olma konusunda umut vaat ettigini gostermektedir [58, 68].

Streptozotosin-kaynakli diabet sican modelinde, plazma H;S dlzeyleri
degismezken, pankreas ve karacierde H,S (retiminin arttigi gosterilmistir.
Pankreastaki CBS ekspresyonu diabetik grupta anlamli olarak yliksek bulunmustur ve
instilin tedavisi ile tedavi saglanmistir. Bu calismanin aksine, tip 1 diabet fare
modelinde H;S biyosentezinin azaldigi gosterilmistir. Yapilan bircok calismada, H»S
dondrlerinin eksojen uygulamasinin pankreatik B hticrelerinde insilin salinimini inhibe
ettigi ve H,S'lin glukoz metabolizmasini bozdugu ve insiilin saliniminin inhibisyonu ile
diabet patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir [40, 68]. NOD (non-obez diabetik)
farelerde diabetik patolojinin H,S Uretimine etkisi degerlendirilmistir. Hastalik siddeti
ile paralel olarak H,S’lin plazma ve aortadaki diizeylerinde azalma meydana gelmistir.
Organ banyosu calismasinda aortada L-sistein bagimli vazodilatasyonun anlamli
olarak azaldigi gosterilmistir. Endojen H.S Uretimi hiperglisemik NOD farelerde
anlaml olarak azaldigi tespit edilmistir [69]. Streptozotosin ile indliklenen diabetik
sicanlarda, plazmada H.S diizeylerinin azaldigi, in vivo intrakavernoz basinglarda

azalma meydana geldigi, korpus kavernozumda ise CBS ve CSE ekspresyonlarinin
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azaldigi gosterilmistir. H2S sinyal yolaginin hiperglisemi kaynakl ED ile ilgili olabilecegi
dastnilmektedir [70].

2.3. Erektil Disfonksiyon

Ereksiyon fizyolojisi korpus kavernozum diz kas hiicrelerinde vazodilatasyon
(timesans) ve/veya kontraksiyonun azalmasi (detlimesans) ile sonuglanan vaskiiler,
norolojik ve endokrin faktorlerin etkilesimidir. Bu sistemlerin herhangi birinde
gerceklesen bir aksaklik sonucu ereksiyon gergeklesmez ve bu durum multifaktériyel
bir hastalik olan erektil disfonksiyon olusumuna neden olabilir [28]. Yaklasik 15 yil
Oncesine kadar bu durumu tanimlamak igin kullanilan bir terim ‘iktidarsiziik” olmustur.
Ancak gunimizde bu patolojik durum daha acklayici bir terim olan ‘erektil
disfonksiyon (ED)" adiyla tanimlanmaktadir. ADB Ulusal Saglik Enstitlisi ED’u tatmin
edici cinsel iligki icin ereksiyonun basglamasi ve slrdirilmesinde yetersizlik olarak
tanimlamistir [27]. ED, 40-70 yas grubundaki erkeklerin yaklasik %50’sini etkilemekte
olup, diinya genelinde yaklasik 150 milyon erkedin ED hastasi oldugu soylenebilir
[12].

Seksliel birlesme icin vyeterli ereksiyona ulasamama veya yeterli slrede
ereksiyonu stirdiirememe olarak tanimlanan ED, organik, psikojenik veya organik ve
psikolojik etmenlerin etkilesimi olan karma ED olarak siniflandiriimistir [71, 72]. En
yaygin formu olan organik ED, eger travmatik degilse, penil vaskiiler sistemindeki
anormal fonksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Organik ED'nin birincil sebebi olarak
yaslanma olarak gdsterilmistir, bunun digindaki nedenleri arasinda vaskdler,
hormonal, ndérojenik nedenler ve penil hasar sayilabilir [71]. Psikojenik ED ise,
depresyon, performans anksiyetesi, iliski problemleri, psikososyal problemler gibi

psikolojik nedenlerden dolayi gériildiigi bilinmektedir.

ED dinyada erkeklerin énemli bir kismini etkileyen ve yasam kalitesi Uzerinde
olumsuz etkilere sahip yaygin bir klinik durumdur. Bitlin epidemiyolojik calismalarda
acikca ED'un yasa bagli olarak prevalansinin ve siddetinin arttigi gosterilmistir. ED
popllasyonda prevalansi %30 ile %50 arasinda tahmin edilen ve giderek yayginlagsan

bir durumdur. 40-70 yagslari arasindaki Amerikan erkeklerinde, %52 oraninda veya 18
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milyon civarinda cesitli derecelerdeki ED’den etkilendigi gosterilmistir. Massachusetts
Erkek Yaslanma Calismasi (MMAS) verilerine gore, ED goriiime olasiliginin 40
yasindaki erkeklerde %5, 70 yasindaki erkeklerde %15 oraninda goriildigl ve yasa
bagh olarak 3 katina kadar gikabilecedi belgelenmistir. Avrupa Erkek Yaslanma
calismasinda ise, 40-49 yaslari arasindaki erkeklerde ED prevalansinin 70 yas ve Uzeri

yas grubunda en yiiksek oranda gorildiigu bildirilmistir [73].

ED dinya capinda giderek blytliyen bir sorun haline gelmistir ve ABD’de yaklasik
30 milyon erkegin bu hastalia sahip oldugu bilinmektedir. ED etiyolojisi ndronal,
vaskiler ve hormonal komponentleri icermektedir ve multifaktoriyel bir hastalik
olarak bilinmektedir. KAH'na sahip insanlarda ED semptomlarinin insidansi
artmaktadir. KAH ve ED, MetS'un da komponentlerini olusturan hipertansiyon, diabet,
sigara kullanimi, hiperkolestrolemi gibi ortak risk faktdrleri icermektedirler. Dolayisiyla
ED kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde erken dénem bulgusu kabul edilmektedir.
Bu nedenlerden dolayli ED’'un MetS hastaliklari teshisinde iyi bir gosterge olabilecegi
distinilmektedir [72].

Bugiine kadar ED tedavisinin temeli, NO/cGMP yoladinin modile edilmesine
dayanan PDES5 inhibitorleri (PDE5i) olarak gorilmekteydi. PDESi cGMP etkisini
uzatarak ve boylece erektil fonksiyonlari arttirarak etkisini gdstermektedir. Ancak
%40tan fazla ED hastasinin NO biyoyararlaniminin bozulmasiyla PDE5i tedavisine

yanitsiz kaldigi yapilan calismalarla gosterilmistir [34].

2.4. Metabolik Sendrom

Ik olarak 1920'lerde tanimlanan metS, hipertansiyon, gut ve hipergliseminin bir
arada gorildigl bir hastalik olarak tanimlanmistir. 1988 yilinda ise Reaven, insiilin
rezistansi sendromu olarak adlandirdigi bu hastaligi ateroskleroz icin onemli risk
faktorl olarak tanimlamistir. Ayni zamanda metS’'un kardiyovaskuler hastaliklarla
baglantili ciddi kronik hastaliklar ve tip 2 diabetten orijinlendigini gostererek insiilin
rezistansi kavramini genisletmistir [74]. 1998 yilinda ise Diinya Saglik Orgiitii (DSO)

tarafindan bu sendromun diabet ve komplikasyonlari ile iligkili oldugu gosterilmistir.
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MetS ayni zamanda insllin rezistansi sendromu, sendrom X ve kardiyometabolik

sendrom gibi farkl terimlerde de kullaniimaktadir [73].

MetS, abdominal obezite, yiksek kan basinci, hiperglisemi, dislipidemi, insilin
rezistansi ve glukoz intoleransi gibi metabolik anomali toplulugundan olusan ve birgok
klinik durumda tip 2 diabet ve vaskiler patolojilerle ile iligkilendirilen progresif bir
hastaliktir [72, 75]. Uluslararasi Diabet Federasyonu, DSO, Avrupa Grubu Insiilin
Rezistansi Calismasi, Amerikan Kalp Dernegi, Yetiskin Tedavi Paneli III (ATP III) ve
ABD Ulusal Kolesterol Egitim Programi (NCEP) gibi kuruslar farkli kombinasyonlardan
olusan MetS tani kriterlerini tanimlamiglardir. NCEP-ATP III tarafindan tanimlanan
metS kriterlerine goére kiside (i)abdominal obezite (bel gevresi erkeklerde>102cm
kadinlarda>88cm), (i)hipertrigliseridemi (=150mg/dL), (iin)duguk HDL
(erkeklerde<40mg/dL, kadinlarda <50mg/dL), (iv)hiperglisemi (aghk kan
glukozu>110mg/dL), (v)hipertansiyon (kan basinci>130/85mm Hg, sayllan bu
faktorlerden en az Uglinin bulundudu takdirde metS tanisi koyulabilir. DSO’niin
tanimladigi metS tani kriterlerine gore ise, kiside insiilin rezistansi varliginda; artmis
yuksek bel cevresi orani, trigliserit dlzeylerinin yiksek veya HDL kolesterol
konsantrasyonun dtisik olmasi, kan basinci artisi gibi faktorlerin en az ikisini

karsiliyorsa metS tanisi koyulabilir [72, 73, 76].

Diinya genelinde yapilan epidemiyolojik calismalarda metS prevalansinin énemli
Olclide arttigi tespit edilmistir. MetS sikhidi, ilerleyen yas ve vicut agirhgi artisiyla
artmaktadir ve ayni zamanda incelenen toplumlara gore degiskenlik gostermektedir.
ABD'de metS 9%35-39 oraninda gorilirken, bu oran Avrupa’da 9%09.5%r (3).
Ulkemizde 2000 yilinda yapilan TEKHARF calismasina gore, Tiirkiye genelinde 30 yas
ve Uzerindeki 9.2 milyon kiside metS mevcuttur ve KAH gelistiren bireylerin % 53'U
ayni zamanda metS hastasidir. Ulkemizde metS goériilme sikigi, erkeklerde % 28,
kadinlarda ise % 40tir. 2004 yilinda yapilan METSAR (Turkiye Metabolik Sendrom
Arastirmasi) sonuglarina gore 20 yas ve (izerindeki erigkinlerde metS sikligi %35
olarak saptanmistir. Bu arastirmada kadinlarda metS sikligi erkeklere gére daha
yuksek bulunmustur (kadinlarda % 41.1, erkeklerde % 28.8) [77, 78].
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MetS, vaskiler hastaliklarda rol oynayan endotelyal disfonksiyona ve sonucta da
ED ile sonucglanan bozukluklara sebep olmaktadir. Endotelyal disfonksiyon,
vazodilatasyonun bozulmasi ile sonuglanan vaskiler NO dizeylerinin azalmasina ve
aterosklerotik hasara neden olan serbest radikal konsantrasyonunun artmasina yol
acmaktadir. Bu faktorler géz 6niinde bulunduruldugunda, MetS'un ED igin gigcli bir
risk faktdrii oldugu ve bunun yanisira ED'un kardiyovaskiiler hastaliklarin habercisi
olabilecegi gosterilmistir [14]. MetS hastalarinda ED’un iki kat daha fazla goruldigu
gosterilmistir. MetS-ED arasindaki iligki daha gok klinik ve epidemiyolojik calismalarla
ortaya konmustur [24]. Ulkemizde MetS tanisi alan 236 erkekle yapilan bir klinik
calismada %96,5'inda ED, %39,6'sinda cinsel isteksizlik, %22,7'sinde erken bosalma
gozlemlendigi bildirilmistir. Bu calismada azalmis ereksiyon fonksiyon skoru ile artmis
metabolik risk faktdrleri arasinda glgli korelasyon gosterilmistir [18]. Ayni arastirma
grubu bir bagka calismalarinda MetS’lu hastalarda penil doplerle yapilan dlglimlerle
ED ile MetS iliskisini ortaya koymuslardir [19]. MetS’da ED mekanizmalarini arastiran
deneysel calismalara bakildiginda genetik olarak obez olan sicanlarin penil
dokularinda NO sentezinden sorumlu olan nNOS ve eNOS expresyonunun ve
aktivitesinin degistigi [20], rhoA/rhokinaz yolak etkinliginin arttigi [20, 21], insiline
bagl gevseme yanitlarinin bozuldugu, penil arterde MAPK inhibitori varliginda insiilin
yanitlarinin arttigi bildirilmektedir [22]. Yine obez sican penil arterinde néronal ve
endotelyal gevseme yanitlarinin bozuldugu NADPH oksidaz inhibitorli varliginda ve
eNOS kofaktoérii BH4 eklendiginde bu yanitlanin diizeldigi gosterilmistir [23]. Tip 2
diyabet olusturulan siganlarda erektil fonksiyonlarin bozuldugu buna NO yolagindaki
hasarin veya kalsiyum duyarliligini arttirarak diiz kas kasilmasindan sorumlu bir yolak
olan RhoA/Rhokinaz yolaginin aktivitesinin artmasinin neden oldugu bildirilmektedir
[79]. Yiksek yag oranli diyet ile beslenen siganlarda erektil fonksiyonlarin bozuldugu
[24, 25], rhoA/rhokinaz yolagi ve eNOS ekspresyonunun azaldigi [25], tavsanlarda
ise korpus kavernozumda diiz kas/fibréz doku oraninin arttigi bildirilmektedir [26]. ED
icin bircok risk faktdrtinln bir araya gelmesiyle olusmus olan MetS'da goérilen ED
tedavisine yonelik henlz bir yol kat edilmemigtir. Patolojinin gelismesini énlemekten
cok fonksiyonu arttirmaya yonelik olarak kullanilan PDES inhibitdrleri pek ok hastada
yetersiz kalmaktadir. Bu konuda yeni ilaglarin gelisimine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2.4.1. Erektil Fonksiyonlarin Degerlendirildigi MetS Modelleri

ED'un MetS'da yliksek oranda goriilmesi ve erken dénem bulgusu olmasindan
dolayr mekanizmasini acgiklamaya ydnelik calismalar édnem kazanmaktadir. Ancak
literatlirde MetS-ED iliskisini ortaya koyan klinik calismalarin olmasina ragmen tedavi
hedeflerini arastirmaya yonelik deneysel calismalar hem az sayidadir [24]. Deneysel
calismalar ve klinik arastirmalar yiiksek yag ve seker tiiketimine bagli olarak uzun
vadede diabet gelisimi ve ilgili metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarin goérilme

oraninin arttigini géstermektedir [80].

Deney hayvanlari lizerinde yapilan calismalarda yliksek yag veya yiiksek fruktoz
tiiketimine baglh ve ayni zamanda genetik temelli modeller {izerinde metS modelleri
kullaniimistir. Fruktoz ile olusturulan MetS modeli insanda goériilen MetS’a en yakin
modellerden biridir. Bu modelin 6nemli olmasinin nedenlerinden biri misirdan yapilan
ve yuksek miktarda fruktoz igeren misir surubunun tim dinyada kullaniminin
yayginlasmasi, alinan total kalori miktarinda artisa ve MetS goriilme sikhidinda artisa
yol agcmasidir [81, 82]. 1986 ile 2007 yillan arasinda kisi basi ortalama fruktoz
tiketimi ortalama %16 artmistir. Son 50 yildir fruktoz tiketimindeki artigla beraber
obezite insidansida artmistir [81]. Bir diger nedeni ise MetS anomalilerinin bir cogunu
olusturuyor olmasidir. Asiri miktarda fruktoz alimi karaciger serbest yag asitlerinde
artisa neden olmakta olusan serbest yag asitleri diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL)
olarak kana salinmakta, dolasima katilan fazla miktarda VLDL viseral dokuda ve
iskelet kaslari etrafinda depolanmaktadir. Karaciger ve viseral dokuda depolanan yag
miktar IR'na, glukoz toleransinda azalmaya sonug olarak da MetS'a yol agmaktadir.
Fruktoz insan vicudunda Urik asit miktarini da yukseltmektedir [83]. Artan Urik asit
konsantarsyonu hiperglisemi, hiperinsulinemi, IR ve hipertrigliseridemiye yol
acmaktadir [84]. Fruktoz ince barsak ve bobrekte sodyum klortir (NaCl)
absorbsiyonuna yol acarak hipertansiyon olusmasina katkida bulunmaktadir [85].
Sonu¢ olarak ylksek fruktozlu diet ile beslenen deney hayvanlaryla yapilan
calismalarda glukoz intoleransi, insllin rezistansi, hiperinsilinemi ve dislipidemi

olusumu gosterilmistir. Bu metabolik bozukluklar, genel olarak hem insan hem de
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hayvan modellerinde yliksek fruktozlu besleme ile gbzlenen insiilin direnci olusumunu
tetiklemektedir [86].

ED-MetS iliskisini degerlendiren deneysel calismalarda yiiksek yag diyeti modeli,
genetik olarak olusturulan model (obez zucker), streptozotosin ve yiksek yag
diyetinin birlikte kullanildigi modeller kullaniimistir. MetS'a bagl ED geligimini
degerlendiren bir calismada, sicanlar 12 hafta boyunca yiiksek yagli diet ile beslenmis
ve metS modeli olusturulmustur. MetS grubunda degerlendirilen viicut agirhd, sistolik
kan basinci, insulin dizeyleri ve HOMA-IR parametrelerinin anlamh olarak yiksek
oldugu gosterilmistir. In vivo erektil yanitlarda ise metS grubunun IKB/OKB oraninda
bakildiginda anlamli olarak azaldigi ve ED gelisimi gosterilmistir [24].

Yaplilan calismalar dogrultusunda MetS’a bagh ED olusumu gdsterilmis ancak bu
patogenezin tedavi degeri (izerinde yapilan bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle

bu konuda yapilacak calismalara ihtiyag duyulmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi

Randomize kontrollii deneysel aragtirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma Mayis 2015-Mayis 2016 tarihleri arasinda yapilmistir. In vivo ve in vitro
deneyler Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvari ve Ege
Universitesi Eczacillk  Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Arastirmanin evreni ve drneklemi yoktur.
3.4. Calisma Materyali
Arastirmada 42 adet Wistar tiri erkek sican kullanilmistir.

Deney hayvanlari Mayis 2015te Dokuz Eyliil Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Anabilim Dali'ndan temin edilmistir ve calisma modeli olan metabolik sendrom modeli
10 hafta boyunca burada olusturulmustur. 10 haftanin sonunda deney yapilacak

sicanlar calisma sabahi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Badimli dediskenler: Erektil yanitlar, metabolik sendrom

Badimsiz degiskenler: Hidrojen siilfiir, yliksek fruktoz diyeti

3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1. Metabolik Sendrom Modelinin Olusturulmasi ve Gruplandirma
Calisma modeli olan metS modeli 10 hafta siiresince Dokuz Eyliil Universitesi

Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Anabilim Dali'nda olusturulmustur.
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Baslangic adirliklari 200-250g olan sicanlar randomize olarak iki gruba
ayrilmiglardir.

1. Kontrol Grubu: Sicanlar 10 hafta boyunca standart yem ve su ile beslenmistir (n=21).
2. MetS Grubu: Sicanlar metS modeli olusturmak icin 10 hafta %60 fruktoz iceren
diyet (Altromin Spezialfutter) ve normal su ile beslenmistir (n=21) (Sekil 5).

Metabolik Sendromda Erektil Yanitiar H2s ile|
Degisiyor mu?
Ezgi Dayar

Farmakoloji Anabilim Dal
0555 566 25 77

MAKOLOUJI KAFES|

Sekil 5. Deney hayvanlarinin barindirildigi kafesler

10 haftanin sonunda, deney protokolli baglamadan hemen énce kontrol ve metS

gruplari uygulanacak protokole gére randomize olarak lger gruba ayriimiglardir (Sekil
6).
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Kontrol MetS
n= 21 n= 21
1.grup 2.grup 3.grup 1.grup 2.grup 3.grup
Dokudan Kavernoz Kavernsz Dokudan Kavernsz Kavernoz
H.S enjeksiyon enjeksiyon H.S enjeksiyon enjeksiyon
olculecek (SF) (H,S) dlculecek (SF) (H2S)
grup (n=7) (n=7) (n=7) grup (n=7) (n=7) (n=7)
Penis In vivo erektil parametrelerin Penis In vivo erektil parametrelerin
dokusu degerlendirilmesi dokusu degerlendiriimesi
eksizyonu eksizyonu
Metilen Metilen
Blue ile Blue ile
H2S H.S5
dlctimleri alctmleri

Sekil 6. Deney protokoliiniin gruplara ve n sayisina gore ayrimini gésteren sema

Calismaya alinan tim siganlar standardizasyon amaci ile bir hafta sire ile
standart yem ve icme suyu ile beslenerek ortama uyumlari saglanmistir. Sicanlarin
beslenme siiresi 10 hafta olarak belirlenmistir. Tim deney sliresi boyunca sicanlar 12
saat gece 12 saat giindiz sirkadiyen ritminde, ortam sicakligi 24-26°C'de sabit
tutulmustur. Deney yapilacak hayvanlarin 12 saat 6ncesinden yemleri alinmis, sivi

alimlarina ise izin verilmistir.

3.6.2. Biyokimyasal Analizler

Baslangic kanlari calisma protokoli baglamadan o©nce hayvanlarin kuyruk

veninden, bitis kanlar sakrifikasyon isleminden sonra kalplerinden 1 cc kan alinmistir.

Metabolik degisiklikleri degerlendirmek amaciyla igin serum trigliserid, Urik asit,
kan glukoz ve insilin degerleri degerlendirilmistir. Glukoz, trigliserid ve (rik asit
degerleri Hitachi 902 otoanalizér cihazi kullanilarak enzimatik yontemle olgtlmistir.
Insiilin degerleri ise kolorimetrik yonteme dayall insiilin elisa kit (Merck Milipore,
Katalog No: EZRMI-13K) ile ARLAB laboratuarinin Sinergy HT Biotek cihazi ve Kc4

yazihmi kullanilarak spektrofotometrik dlgimler yapilmistir.
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3.6.3. Viicut agirli ve Bel Cevresi Olgiimdi
Gruplarin baslangic agirliklari ve bel gevresi/tibia uzunlugu belirlendikten sonra

galisma sonuna kadar 10 hafta boyunca haftada bir dlgtimler tekrar edilmistir.

3.6.4. Insiilin Rezistansi Olgiimii

Olgiilen insulin ve glukoz degerleri HOMA-IR hesaplamasi icin kullanilmistir.

HOMA-IR formulasyonu=aclik serum insilin x aglik serum glukoz/22.5 [24].

3.6.5. In vivo Intrakaverndz Basing Olciimdi

Sicanlar Uretan ve alfa-kloraloz ile anestezi edilmistir (500 and 50 mg/kg,
sirasiyla). Hava yolunun acik tutulmasi icin trakea PE-240 polietilen tlip ile, sistemik
arteriyel basinclarin 6lglilmesi icin sol karotis arteri PE-50 tip ile kanile edilmistir.
Abdominal orta hat kesisi ile prostat ve mesane eksplore edilmis (Sekil 7), prostatin
posterolateralinde kavernozal sinir bulunup bipolar kanca (Harward Dastre elektrodu
USA) ile askiya alinmistir (Sekil 8).

Sekil 7. Trakea ve karotis kanilasyonu
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Penis (zerindeki deri, korpus kavernozumlar acgida cikacak sekilde diseke
edilmis, intrakavernozal basing 6lgimi icin sag kruraya 25G igne, sol kruraya ise ilag
enjeksiyonu icin 25G igne yerlestirilmistir. Hem arteriyel kateterler hem de kavernozal
kateterler islem 6ncesi 250 U/ml heparinli sollisyondan gegirilmistir. Sistemik arteriyel
ve kavernozal basinglar siirekli olarak MP30 BPT300 transducer aracidi ile bilgisayarli
bir sistem (MP30 Biopac systems Inc., Santa Barbara California, U.S.A) yardimiyla
kaydedilmistir.

Sekil 8. Penis kanilasyonu ve kaverndz sinir diseksiyonu
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Kontrol ve MetS gruplar erektil parametlerin dederlendiriimesi igin ilag ve
¢oziliclsinlin enjekte edilecedi grup olarak her bir grup kendi icinde tekrar iki ayri
gruba aynlmistir. Baslangic asamasinda I-sistein enjeksiyonu olarak planlanan ilag
grubu penil dokuda I-sisteinle uyarilan H;S miktar 6lglilecegi icin, H2S yolagini daha
kapsaml  dederlendirecegimiz dondr olan NaHS enjeksiyon grubu olarak
degistirilmistir. Sonug olarak ilk grup kavernozal SF enjeksiyonu (n=7); ikinci grup ise

kavernozal NaHS enjeksiyonu (n=7) yapilacak grup olarak belirlenmistir.

Cerrahi islemleri takiben sicanlar 15 dk stabilizasyon icin bekletilmis, bu esnada

IKB ve OAB bazal degerleri kaydedilmistir.

Erektil yanitlari degerlendirmek amaciyla 1 dakika boyunca 20 Hz'de 1
milisaniye frekansla 7,5V ile kavernéz sinir uyariimasi esnasinda IKB ve OAB degerleri
kaydedilmis ve sonrasinda maksimum intrakavernozal basing (maksimum IKB: derin
penis arterin maksimum gevseme kapasitesi)/ortalama arteriyel basing (OAB),
IKB/OAB (penise kan pompalanmasi esnasindaki korpus kavernozumun maksimum
gevseme kapasitesi) ve egri altinda kalan alan (EAA: kavernozal sinir uyarimi

esnasindaki IKB degisiklikleri, ereksiyon kapasitesi) hesaplanmistir.

Kontrol ve MetS gruplarinda SF veya NaHS enjeksiyonu yapiimadan o6nce,
IKB/OAB oranlari ile total IKB de§erini gosteren EAA hesaplanarak ED olusumu

degerlendirilmistir.
Sonrasinda siganlar iki gruba ayrilmistir;

Kavernozal SF enjeksiyonu yapilacak grupta 50pl SF enjeksiyonunun ardindan
bir dakika bekledikten sonra kaverndz sinir uyarilarak erektil yanitlar
degerlendirilmistir. Ayni elektriksel uyari 3. ve 5. dakikalarda da uygulanmis, sonuglar
kaydedilmistir (Sekil 9).

Kavernozal NaHS enjeksiyonu vyapillacak grupta 50ul NaHS (100ug)
enjeksiyonunun ardindan 1 dakika bekledikten sonra kaverndz sinir uyarilarak erektil

yanitlar degerlendirilmistir. Ayni elektriksel uyari 3. ve 5. dakikalarda da uygulanmis,
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sonuglar kaydedilmistir. 1. ve 5. dakikalarda etki gozlenmedidi icin sadece 3.

dakikadaki Olglimler degerlendirmeye alinmistir (Sekil 9).

Galisma sonunda hayvanlar intrakardiak girisimle kani alinarak sakrifiye

edilmistir. Alinan kanlar biyokimyasal analizler igin kullaniimak (zere -20°C'de

saklanmistir.
€, Biopac Student Lab® ||
File Edit Display Lessons

Pressure
[Segment 1 (=)=

AT [a

Sekil 9. Kavernéz sinir uyarimi sonucu intrakaverndz basing ve ortalama arteriyal basing diizeyi

3.6.6. Izole Organ Banyosunda gevseme yanitlarinin dederlendirilmesi

Pozitif kontrol olarak aortada H,S bagimli gevseme yanitlari degerlendirilerek
penil doku ve vaskiiler yapidaki H>S yolaginin korelasyonu arastirilmistir. Bu amagla
organ banyosu sisteminde H>S’Gin metabolik prekirsori olan L-sistein aracili gevseme
yanitlari degerlendirilmistir.

Kontrol grubu ve MetS gruplarindan izole edilen esit olarak 4 mm uzunlugunda
parcalara ayriimis aorta parcalari 5 ml'lik % 95 Oz, % 5 CO; karisimiyla strekli olarak
gazlandirimig 370C’'de pH1 7.4 olan Krebs sollisyonu (mM olarak NaCl 118, KCI 4.8,
CaCl, 2.5, KH2PO4 1.2, NaHCO3 24, glikoz 11, MgSO4 1.2, Na;EDTA 0.01) iceren DMT
marka myografin (Danish Myograph, Danimarka) banyolarina konularak, izometrik
olarak aortalara 15 mN &ngerilim uygulanmistir. Daha sonra dokular 90 dakika

dinlenme periyoduna birakiimis dinlenme periyodu boyunca banyo icerisindeki Krebs
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soliisyonu 15 dakikalk aralarla degistirilmistir. Izometrik gerilimdeki degisiklikler
powerlab kayit sistemi ile bilgisayar ortamina aktarimistir. Dinlenme periyodu
sonunda fenilefrin ile kastirilan aort halkalar tizerine kiimdiilatif olarak L-cystein (1073-

3x107?) uygulanarak yanitlar degerlendirilmistir.

3.6.7. Metilen Mavisi Deneyi ile H2S Olgiimii

Kontrol (n=7) ve MetS (n=7) gruplarindaki penil dokudan H,S dlizeyi dlglilecek
gruplarin penil doku eksizyonlari yapilmistir ve metilen mavisi deneyi yapilana kadar

once sivi azotta dondurulmus, ardindan -80 °C'de saklanmistir.

75-80 mg yas adiridindaki korpus kavernozum dokulari 200 pl hacimde 101 M
potasyum fosfat tamponu (PPB) ile mini potter kullanilarak homojenize edilmistir.
Tamamen toz haline gelen 6rnekler 40 dakika, +4°C'de rotatorde dondirilup
ardindan 10.000 rpm’de, yine +4°C'de, 10 dakika boyunca santrifiij edilmis ve
ependorf tlplerden supernatantlar protein miktar tayini icin alinmistir. Bradford
yontemi kullanilarak protein miktar tayini yapilmistir. Ornekler bir sonraki giin metilen

mavisi deneyi icin kullaniimak Utzere -20°C'de saklanmistir.

Homojenatlar, ependorf tipte total hacim 200 ul hazirlanip, bazal ve L-sistein ile
stimile edilmis olmak (zere iki ayn &rnek grubu olusturularak HpS Uretimi

incelenmistir.

Tablo 4. Metilen mavisi deneyinde kullanilan kimyasallari hacimleri

Kullanilan .
miktar (pl) PPB Ornek Saline Pridoksal- | L-sistein
5’-fosfat

Bazal H>S

450-V \Y 30 20 -
L-sisteinle
uyartlmis 450-(V+50) v 30 20 50
H2S

Eppendorf tliplerde bulunan tim d&rneklerin kapaklari kapatildiktan sonra

parafilm ile kaplanmistir. L-sisteinin H.S’e metabolizasyonu icin érnekler 40 dakika,
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37°C'deki su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince0.1 M PPB
dilisyonu ile 250 uM 125 uM, 62,5 uM, 31,25 uM, 15,6 uM, 7,8 uM, 3,9 uM NaHS
konsantrasyonlari kullanilarak bir standart egrisi hazirlanmigtir. Kor olarak PPB

kullaniimistir.
Inkiibasyonun ardindan tiim érnekler, standartlar ve kér icin:

*250 pl %1 c¢inko asetat (ZnAc) konularak yavas bir sekilde eppendorf tip

parmaklar arasinda sallanmustir.

*250 I %10 trikloroasetik asit (TCA) konularak higbir sallama hareketi

yapilmamistir.

*133 pl DPD konularak eppendorf tupler hizli ve gugliu bir sekilde dik olarak

parmaklar arasinda sallanmistir.
*133 pl Demir-III-klorlr (FeClI3) konularak higbir sallama hareketi yapilmamistir.

Butiin gruplar 15 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda bekletilerek ardindan
10.000 rpm, 4° sicaklkta 5 dakika santrifij edilmistir. Mikroplate’e ornekler,
standartlar ve korden 200 pl duplike olarak konulmus 650 nm'de kolorimetrik
spektrofometrede (Thermo Sci., Varioscan flash Type: 3001) her 5 dakikada bir ve
son olarak 20. dakikada son Ol¢iim alhinmistir. 10. dakikadaki sonuglar en verimli
sonucun alindigi zaman oldugu icin 10. dakikaya gore Graph Pad Prism'de analiz
edilmigstir. Sonuglar 10. dk'da mg protein basina dakikada Uretilen nmol cinsinden H.S

miktari olarak verilmistir (nmol[H.S]/mg protein*dk).

3.6.8. Kullanilan Arag, Gereg ve Kimyasallar

Cihazlar

1. Izole organ banyosu sistemi (DMT, Danish myograph, Danimarka)
2. Varioscan Spektrofotometresi (Thermo Sci., Varioscan flash Type: 3001)

3. Spektrofotometre (Sinergy HT Biotek cihazi)
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4. MP30 Biopac systems Inc., Santa Barbara California, U.S.A), MP30 BPT300
transduser, bipolar kanca (Harward Dastre elektrodu USA)

5. Tarti (ACCULAB ACL3100)

6. Hassas terazi (Precisa XB220A)

7. Vorteks (Heidolph Reax top, Germany)

8. Swvi nitrojen tanki (AirLiquid GT2)

9. Argelik No-frost buzdolabi

10. -80°C derin dondurucu (Thermo Scientific Forma Upright Freezer, TF88400V)

Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

1. Cerrahi aletler

2. Basing transduseri (BPT300)

3. N, M-dimetil-p-fenilendiamin (DPD) (Sigma, Uriin No: 186384)

4, Demir-III-kloriir (FeCI3) (Santa Cruz, Uriin No:sc-215192A)

5. Cinko asetat (ZnAc) (Sigma, Uriin No:Z0625)

6. Trikloroasetik asit (TCA) (Sigma, Uriin No:T9159)

7. Propargilglisin (PAG) (Santa Cruz, Uriin No:sc-294408)

8. Pridoksal-5"-fosfat (PP) (Sigma, Uriin No:P3657)

9. L-sistein (Sigma, Uriin No:C1276)

10. Sodyum hidrosiilfit hidrat (NaHS) (Sigma Aldrich, Uriin No:161527)
11. SMART BCA Protein Assay (Intron Bio, Uriin No:21071)

12. Complete™ Protease Inhibitor Cocktail (Santa Cruz, Uriin No:sc-29130)

13. Phosphatase Inhibitor Cocktail (Santa Cruz, Uriin No:sc-45065)
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14. Insulin Elisa Kit (Merck Milipore, Uriin No:EZRMI-13K)
15. Uretan (Aldrich, Uriin No:U2857)

16. Alfa-kloraloz (Sigma, Uriin No:C0128)
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Mawyis 2015

42 adet Wistar erkek sican randomize olarak
iki gruba ayrilmasi

\ \

Kontrol Grubu MetS Grubu
n=21 n=21
*10 hafta-standart divet ve su *10 hafta -9%60 fruktoz diveti ve su
Mayis 2015

Beslenme protokolii baslamadan once deney hayvanlarinin, agirhik ve bel
cevresi dlgiimlerinin yapilmasi

\

Mawyis 2015

Biyokimyasal analizler icin kuyruk veninden kan alinmasi

\

Mayis 2015-Temmuz 2015

Deney hayvanlarinin beslenmesi

\

Temmuz 2015-Eyliil 2015

In vivo ve in vitro deneylerin yapilmasi

\

Ekim 2015-Kasim 2015

Verilerin degerlendirilmesi ve
istatistiksel analiz

\

Aralik 2015-Mayis 2016

Tez yazimi

Sekil 10. Arastirma Plani ve Takvimi



3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler ortalama+SEM olarak hesaplanmistir. Istatistiksel yéntem olarak ikili
grup karsilastinlmasinda student t-testi kullanilmistir. P<0.05 degeri istatistiksel

olarak anlaml kabul edilmistir.

3.9. Arastirmanin Sinirliliklarn

Calismanin baglangicinda sicanlarin kuyruk veninden alinan kanlar hemolizli
oldugundan ve kalan plazma ile serum miktari 6lgim icin yeterli olmadigindan
baslangic biyokimyasal parametreleri dederlendirmeye alinamamistir. Bu nedenle
kontrol ve metS gruplarinin sadece bitis parametreleri karsilastirimistir. Bu durum

galismamizin sinirliliklarindan biridir.

In vitro organ banyosu deneylerinde, H,S ‘(in vaskiiler etkilerini degerlendirmeyi
amaglayarak saglikli ve metS olusturan sican aortlarinda L-sistein bagimh gevseme
yanitlarini dederlendirdik. Bulgularimizda L-sistein aracii gevseme yanitlarinda bir
farklihk gorilmemistir. Ancak net sonucun ortaya konmasi icin bu bulgumuzun aorta
H)S dizey oOlgimu ile desteklenmesi gerekmektedir. Bu da c¢alismamizin

sinirliliklarindan biridir.

3.10. Etik Kurul Onayi

Calismamiz Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurul Baskanliginca

degerlendirilerek 57/2014 no'lu karari ile onaylanmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Parametlerin Degerlendirilmesi

On hafta boyunca standart diyet ile beslenen kontrol grubu ve %60 fruktoz
iceren diyet ile beslenen metS grubunun plazma trigliserid, Urik asit ve kan glukoz
insllin degerleri olglilmistir. Kontrol ve metS grubunda metabolik degisiklikleri
degerlendirmek amaciyla baslangig ve bitis kanlari alinmistir.

Calismanin baglangicinda kuyruk veninden alinan baslangic kanlari hemolizli
oldugundan ve alinan kandan kalan plazma miktar 6lglim igin yeterli olmadigindan

dolayi baslangic parametreleri degerlendirilememistir.

MetS grubunda bitis trigliserid ve insiilin degerleri ortalamalari kontrol grubu ile
karsilastinldiginda anlamh olarak yiiksek bulunmustur (sirasiyla, p=0,0029;
p<0,0001) (Sekil 11,12) (Tablo 5).

80+

*k

=
s

F'S
T

Trigliserid (mg/dL)
N

0 T
Kontrol Grubu MetS Grubu

Sekil 11. Kontrol ve metS gruplannda trigliserid dederleri karsilastiriimasi
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0.6+

o
T

o
N
1

Insilin (pU/L)

0.0

I . )
Kontrol Grubu MetS Grubu
Sekil 12. Kontrol ve metS gruplarinda insilin dederleri karsilastiriimasi

Glukoz ve lrik asit degerleri ortalamalarina bakildiginda metS grubunda kontrol
grubuna gore artis goriilmustiir, ancak bu artis anlamh degildir (sirasiyla, p=0,1259;
p=0,5127) (Sekil 13,14) (Tablo 5).

400+
—
~T 300
=)
S
3
~ 2004
o
=
=
O 1004
0 T
Kontrol Grubu MetS Grubu

Sekil 13. Kontrol ve metS gruplannda glukoz dederleri karsilastiriimasi
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Sekil 14. Kontrol ve metS gruplannda Urik asit degerleri karsilastirimasi

Insiilin rezistansi olusup olusmadigini belirlemek icin HOMA-IR formulasyonu
kullaniimigtir. HOMA-IR hesaplamasina gére, metS grubu ortalamasi anlaml olarak
yuksek bulunmustur (p<0,0001) (Sekil 15) (Tablo 5).

0.4

0.3

HOMA-IR

0.2+

0.1-

0.0 ! I 1
Kontrol Grubu MetS Grubu

Sekil 15. Kontrol ve metS gruplarinda HOMA-IR karsilastiriimasi

Ayni zamanda metS grubunda hipertansiyon olusumunu belirlemek igin in vivo
kan basina olgiiml araciligiyla kontrol ve metS grubu ortalama tansiyon degerleri
karsilastinlmistir. MetS grubu OAB ortalamasi kontrol grubuna goére anlamh olarak
yuksek bulunmustur (p=0,0011) (Sekil 16) (Tablo 5).

50



Tansiyon (mm-Hg)

100+

80-

60+

40+

20+

]
Kontrol Grubu

MetS Grubu

Sekil 16. Kontrol ve metS gruplannda tansiyon ortalamalar karsilastiriimasi

Tablo 5. Plazma glukoz, trigliserid, Urik asit, insilin dederleri, HOMA-IR hesaplamasli ve tansiyon

ortalamalari (Bagimsiz gruplarda t test, p<0,05 dederleri anlamli olarak kabul edildi)

Kontrol Grubu MetS Grubu

(n=21) (n=21) p degeri
Glukoz 316,1+£12,47 351,7+19,03 0,1259
(mg/dL)
Trigliserid 44,38+2,18 58,14+3,76 0,0029**
(mg/dL)
Urik Asit 1,95+0,17 2,18+0,27 0,5127
(mg/dL)
Insiilin 0,01+0,003 0,48+0,04 <0,00071 ***
(HU/L)
HOMA-IR 0,01+0,001 0,41+0,04 <0,0001 ***
Tansiyon 83,29+1,62 92,52+2,06 0,0011**
(mm-Hg)
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4.2. Viicut Agirhigi ve Bel Cevresi Olciimlerinin Karsilastiriimasi

Deney hayvanlarinin viicut agirliklar ve bel gevresi/tibia oranlari her iki grupta

da calisma baslangici ve 10. hafta sonunda degerlendirilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Deney hayvanlarinin deney baslangici ve 10. hafta sonundaki agirliklari (Bagimh gruplarda t
test, p<0,05 degerleri anlamh kabul edildi).

Kontrol Grubu (n=21) MetS Grubu (n=21)

1. Hafta 10. Hafta 1. Hafta 10. Hafta

Viicut Agirhg1 (g) 202,7+2,46 3394548  205,8+2,04 447,2+9,68

Bel Gevresi/tibia (cm)  3,7+0,04  3,7+0,03  3,7+0,03  4,6+0,08

Calisma sliresi boyunca her iki gruptaki hayvanlarda kilo alimi olmus, baslangic
ve bitis adirlik ortalamalari gruplar icinde karsilastirildiginda her iki grupta da anlaml
bir artis saptanmistir. Iki grubun 10. hafta dederleri karsilastirildiginda, metS grubu
bitis agirlik ortalamasi, kontrol grubuna gore anlaml olarak ytiksektir (p<0,0001). Bel
cevresi/tibia uzunlugu ortalamalar baslangic ve bitis degerleri, kontrol grubunda
degismezken, metS grubunda artis gdstermistir. Iki grubun 10. hafta degerleri
karsilastiriidiginda ise, metS grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml bir artis saptanmistir (p<0,0001) (Sekil 17,18).

500
]

dede

Agrik (9)
200 300 400

100

L]
Kontrol Grubu MetS Grubu

Sekil 17. Kontrol ve metS grubu adirlik ortalamalan karsilastiriimasi
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Sekil 18. Kontrol ve metS grubu bel gevresi/tibia uzunlugu ortalamlan karsilastiriimasi

4.3. In vivo intrakavernoz basing degerlendirilmesi ve H>S'iin Etkisi

MetS grubunda ED gelisimini belirlemek igin kontrol grubu ve metS grubunun SF
veya NaHS enjeksiyonu yapilmadan hemen o6nceki IKB/OAB ve EAA ortalamalari
degerlendirilmistir. Sonuc olarak metS grubu bazal IKB/OAB ve EAA ortalamasinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu gosterilmistir (sirasiyla, p<0,0001,
p=0,0274). Bu durumda metS grubunda ED gelisimi gb6zlenmistir (Sekil 19,20)
(Tablo 7).
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Sekil 19. Kontrol ve metS grubu IKB/OAB ortalamalari karsilastirimasi
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Sekil 20. Kontrol ve metS grubu EAA ortalamalari karsilastiriimasi

Tablo 7. Kontrol ve metS grubu IKB/OAB ve EAA ortalamalar (Bagimsiz gruplarda t test, p<0,05

degerleri anlamli kabul edildi)

Kontrol Grubu MetS Grubu

(n=14) (n=14)
iKB/OAB 0,50+0,03 0,32+0,02
EAA 1573+133,4 1181+102

MetS ve kontrol gruplarinda SF ve NaHS enjeksiyonunun erektil yanitlara etkisini

degerlendirdigimizde;

Kontrol grubunda, SF enjeksiyonu yapilmadan oénce 6lciilen IKB/OAB orani ve
EAA degerleri ile 3. dakikada alinan degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamistir (IKB/OAB p=0,9361, EAA p=0,4991). Benzer olarak NaHS
enjeksiyonu yapilmadan 6nce olciilen IKB/OAB orani ve EAA degerleri ile NaHS
uygulamasi yapildiktan sonra 3. dakikadaki IKB/OAB orani ve EAA arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamistir (sirasiyla, p=0,0772, p=0,3099)
(Sekil 21) (Tablo 8).
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Sekil 21. Kontrol grubu SF ve NaHS enjeksiyonu éncesi ve sonrasi IKB/OAB ortalamalari

karsilastiriimasi

MetS grubunda, SF enjeksiyonu dncesi ve sonrasi 3. dakikadaki IKB/OAB orani
ve EAA arasinda anlamh bir fark yoktur (sirasiyla, p=1,000, p=0,2617). SF
grubundan farkli olarak NaHS enjeksiyonu éncesi ve sonrasi 3. dakikadaki IKB/OAB
orani ve EAA degerleri karsilastiridiginda 3. dakikadaki IKB/OAB orani, NaHS
uygulamasindan énceki IKB/OAB oraninina gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksektir (p=0,0436). Ancak EAA ortalamalar arasinda anlamli bir fark yoktur
(p=0,3134) (Sekil 22) (Tablo 8).
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Sekil 22. MetS grubu SF ve NaHS enjeksiyonu dncesi ve sonrasi IKB/OAB ortalamalari
karsilastiriimasi
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Tablo 8. Kontrol ve metS grubu SF ve NaHS enjeksiyonu dncesi ve sonrasi (3.dakikadaki) IKB/OAB

ve EAA ortalamalar (Bagimsiz gruplarda t test, p<0,05 dederleri anlamli kabul edildi)

Gruplar IKB/OAB | 3.Dakika |EAA 3. Dakika
IKB/OAB EAA
SF 0,58+0,04 |0,58+0,04 |1831+182 |1911+179
Kontrol | (n=7)
Grubu
NaHS |0,42+0,03 |0,47+0,02 |1315+ 148 | 1489+130
(n=7)
SF 0,35£0,03 |0,35£0,03 |1258+168 |1192+141
Mets | (n=7)
Grubu
NaHS |0,30+0,02 |0,41+0,05 |1103£122 |1272+162
(n=7)

4.4. In vitro organ banyosunda gevseme yanitlari iizerine H,S'iin etkisi

Aorta dokusunda H,S bagiml gevseme yanitlari dederlendirilerek penil dokudaki

H>S yolaginin vaskiler yapi ile korelasyonu belirlenmistir. Bu amagla organ banyosu

sisteminde H)>S’ln metabolik prekirsorii olan L-sistein aracii gevseme yanitlari

degerlendirilmistir. In vitro deneylerde, metS grubunda aortada L-sistein aracili

olusan maksimal gevseme (Emax) yanitlarinda bir degisiklik saptanmamistir (Sekil

23).
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Sekil 23. Kontrol ve metS grubunda fenilefrin ile kastirilan dokularin L-sistein aracil
maksimal gevseme yanitlari

4.5. Penil dokudaki H>S diizeylerinin degerlendirilmesi

MetS patofizyolojisinde penil dokudaki H.S diizeyleri degisimini dederlendirmek
amaciyla metilen mavisi deneyi yapilmistir. MetS grubunda penil dokudaki H.S
dizeyleri kontrol grubuna gbére azalmistir. Bazal degerler g6z Oninde
bulunduruldugunda bu azalma istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
(p=0,0819), L-sistein ile uyarimis o6rneklerde MetS grubundaki H,S dizeylerinin
kontrol grubuna goére anlaml olarak azaldigi gosterilmistir (p=0,0003) (Sekil 24,25).
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Sekil 24. Kontrol ve metS gruplarinda bazal homojenatlarda H.S dizeyleri karsilastiriimasi
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Sekil 25. Kontrol ve metS gruplarinda L-sistein ile uyarilmis homojenatlarda H2S dizeyleri

karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

21. yy'da temel yasam tarzi bozukluklarindan biri olarak kabul edilen metS
insidansi gun gectikce artmaktadir. MetS gelisimine yol agan faktorlerin basinda
yliksek karbonhidrat ve yiiksek yagli diyet ile beslenmenin yani sira sedanter yasam
tarzi gelmektedir. MetS'nin ilk bulgularindan biri olarak kabul edilen ED’un ise metS
gelisimi ile yakindan ilgili oldugu konu alaninda hizla artan calismalar araciidiyla
gosterilmistir [24, 87]. Ancak halen metS-ED mekanizmasini arastiran detayl
calismalara gereksinim vardir. Calismamizda amaglanan, ytksek fruktozlu diyet aracili
metS olusumunu, metS’a bagl ED gelisimini, bu patogenez (izerinde H,S’lin etkisini
ve metS'da penil dokudaki H.S konsantrasyonlarini dederlendirerek, metS'a bagl
ED’da H2S'lin erektil fonksiyonlar Uzerine olasi etkisini ve patofizyolojik kosullar
altinda dokudaki dlzeyini ortaya koymaktir. Bu amacla yiksek fruktoziu diyet
araciligiyla (%60 oraninda) metS modeli olusturulan Wistar sicanlarin 10. hafta
sonunda viicut agirliklari, biyokimyasal parametreleri, in vivo ortamda intrakavernz
NaHS/SF uygulamasi ile IKB/OAB orani, in vitro ortamda aortada L-sistein aracili
gevseme vyanitlari ve metilen mavisi yontemiyle penil dokudaki H.S diizeyleri
degerlendirilmistir. Calisma bulgularina gére metS grubunda trigliserid ve insdlin
degerleri, HOMA indeksi, vicut adirhgi, bel cevresi/tibia orani ve kan basinci
ortalamasi kontrol grubuna gore anlaml olarak yliksek bulunmustur. MetS grubunda
IKB/OAB ve EAA orani anlamli olarak diisik oldugu gésterilerek ED olusumu
bildirilmistir. Intrakaverndz NaHS uygulamasi ise yine metS grubunda IKB/OAB
oraninda anlamli bir artisa yol agmistir. Fakat kontrol grubundaki NaHS uygulamasi
sonucu gorilen artis anlamh dedildir. In vitro organ banyosu calismasinda ise metS
grubunda aortada L-sistein aracili gevseme yanitlarinda bir degisiklik yoktur. Penil

dokudaki H»S diizeylerinin ise metS grubunda azaldigi gosterilmistir.

MetS, abdominal obezite, yliksek kan basinci, hiperglisemi, dislipidemi, insilin
rezistansi ve glukoz intoleransi gibi metabolik anomali toplulugundan olusan ve bircok
klinik durumda tip 2 diabet ve vaskiler patolojilerle ile iliskilendirilen progresif bir
hastaliktir 48-49. DSO'niin tanimladi§i metS tani kriterlerine gére, kiside insiilin

rezistansi varliginda; artmis yiliksek bel gevresi orani, trigliserid degerlerinin yliksek
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veya HDL kolesterol konsantrasyonun dustik olmasi, kan basinci artisi gibi faktorlerin

en az ikisini karsiliyorsa metS tanisi koyulabilir [76].

Son vyillarda deney hayvanlar Gzerinde yapilan galismalar ve klinik calismalarin
verileri dogrultusunda yiiksek yag ve seker tiiketimine bagl olarak uzun vadede
diabet gelisimi ve ilgili metabolik ve kardiyovaskiler hastaliklarin goérilme orani
artmaktadir. Tip 2 diabet gelisimi riskini arttiran en dnemli faktdrlerden biri fruktoz
iceren besin tiketimidir. Bu nedenle, metS ve tip 2 diabet hayvan modellerinde
insandaki patofizyolojiyi en iyi temsil eden modellerden biri olarak éngérilen yiksek

fruktozlu diyet temel ve vazgecilmez unsur olarak disiindlmektedir [80].

Deneysel modellerde yiiksek yag ile yiiksek fruktoz tiiketimine bagll ve genetik
temelli modeller Gzerinde metS gelisimi gdsterilmistir. Metabolik hastaliklar Gzerinde
yapllan calismalarda modeli daha iyi temsil ettigi ve daha dodru sonuclar ortaya
koydugu igin genellikle Wistar tiri sicanlar tercih edilmektedir. Ancak deney
hayvanlari icin, insanlarda tanimlanan metS tani kriterleri gibi belirgin ve standart tani
kriterleri heniiz ortaya konmamistir. Ylksek fruktozlu diyet ile beslenen deney
hayvanlariyla yapillan calismalarda glukoz intoleransi, inslilin  rezistansi,
hiperinstlinemi ve dislipidemi olusumu gosterilmistir. Bu metabolik bozukluklar, genel
olarak hem insan hem de hayvan modellerinde yiiksek fruktozlu besleme ile gdzlenen
instilin rezistansi olusumunu tetiklemektedir. Yiksek fruktoz diyeti ile metS modeli
olusturulan deney hayvanlarinda fruktoz orani, beslenme siiresi ve bunlara bagh
olarak meydana gelen metabolik degisiklikler, calismalar arasinda deney dizaynina
gore oldukca farkhlik gdstermektedir. Ayni zamanda kontrol diyetindeki dogal
varyasyonlar da deney hayvani calismalarinda bir baska potansiyel sorundur.
Calismalarda fruktoz uygulamasinda kullanilan farklh deney dizaynlan fizyolojik
yanitlarda degiskenliklere yol agmaktadir. Yapilan calismalarda, genellikle 8-12 hafta
arasl icme suyuna fruktoz ilave edilerek (%10, %20, %25 oraninda) veya yuksek
oranda fruktoz iceren (%60-65 oraninda) 6zel diyetler kullanilarak deney hayvanlari

Uzerinde metS modeli olusturulmustur [80, 86].
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Farkl deney protokolleri olusturarak, farkli oranlarda ve sirelerde yuksek
fruktoz tlketimi ile Wistar sicanlarin metabolik parametlerini analiz eden bir
calismada g farkli deney protokolline gdre, icme suyuna %10 fruktoz ilave edilen ve
standart diyetle 8 hafta beslenen birinci grup; %60 fruktozlu diyetle 4 hafta beslenen
ikinci grup ve %60 fruktozlu diyetle 8 hafta beslenen Uglincii grup olarak dizayn
edilmistir. Sonucgta %60 fruktozla 8 hafta boyunca beslenen (glincli grupta diger
gruplara gore daha etkili bir sekilde metS belirtilerine sahip oldugu gosterilmistir [86].
Bir baska calismada ise diizenli olarak farkl oranlarda yiiksek fruktoz ve yiiksek yag
tiiketiminin tip 2 diabet ve metS gelisimi lizerine etkisini degerlendirmek amaciyla
model olusturulacak sicanlar kontrol, yiksek fruktozlu (HF) (icme suyunda %25
oraninda fruktoz), ylksek yagl (HFD) ve hem yiiksek fruktoz hem de yiiksek yagh
diyetle (HFHF) 8 ay boyunca beslenmek lizere dort gruba ayrilmistir. Bu calismada ise
fruktoz ve yag kombinasyonu uzun sireli tiiketiminin metabolik bozukluklara yol

actigi gosterilmistir [80].

Padiya ve ark.’larinin yaptigi baska bir calismada 8 hafta boyunca %65 oraninda
fruktoz iceren diyet ile metS modeli olusturulmustur. Bu calismanin bulgularina gére
kontrol ve metS grubunun viicut adirliklari arasinda bir fark goriilmezken glukoz ve
urik asit degerleri metS grubunda diger gruplara oranla anlamli olarak bir artis
gostermistir. Serum trigliserid ve insilin degerleri de benzer olarak yiksek
bulunmustur. Glukoz tolerans testinin sonuclarina gore ise metS grubunda instlin
rezistansi olusumu bildirilmistir. Sonucta yiksek fruktoz kaynakli diyetin instlin
rezistansi ve metabolik bozukluk kaynakli metS gelisimine neden oldugu gdésterilmistir
[88].

Bu bilgilerden yola gikarak bizim ¢alismamizda da insana en yakin modeli temsil
eden yiksek fruktoz alimina baglh olarak metS modeli olusturulmustur.
Degerlendirilen metabolik parametrelerde insanda belirlenen tani kriterlerine en yakin
parametreler baz alinmigtir. Wistar sicanlarin 10 hafta %60 fruktoz diyetiyle
beslenme sonunda viicut agirligi, bel cevresi/tibia orani, glukoz, Urik asit, trigliserid,
urik asit, insllin degerleri HOMA-IR ve ortalama kan basinci sonuglari

degerlendirilmistir. Bulgularimiza gére Padiya R ve ark.’larinin galismalarina benzer
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olarak serum trigliserid ve insiilin degerleri yliksek bulunmustur. Bu calismadan farkli
olarak calismamizda glukoz dizeylerinde metS grubunda bir artis gorilmekle
beraber, bu artisin anlaml olmadigi saptanmistir. Bu sonuca gore, kontrol grubundaki
hayvanlarin glukoz diizeylerinin yasa bagiml olarak arttigi distinilmistir. Yine Urik
asid duzeyinde de Padiya R ve arkadaslarindan farkli olarak anlamli bir artis
saptanmamistir. Sonug olarak ¢alismamizda metS grubunda instilin rezistansi, serum
trigliserid artisi ayrica tani kriterlerinde bulunan obezite ve ortalama kan basinci artisi

ile metS modeli olusturulmustur.

MetS-ED arasindaki iliski daha ¢ok klinik ve epidemiyolojik calismalarla ortaya
konmustur. MetS hastalarinda ED prevalansinin iki kat daha fazla oldugu bildirilmistir.
MetS risk faktorlerinin gogu ED goriilme riskini arttirmaktadir [24]. Yapilan deneysel
calismalarda ise genellikle yiiksek yag diyeti kaynakli metS modeli ve streptozotosin-
kaynakll diabet hayvan modelleri kullanilarak erektil yanitlar dederlendirilmistir [15].
Bizim calismamiz yliksek fruktoz diyeti aracili olusturulan metS modelinde, metS-ED
iliskisini arastiran ve bu patoloji lizerinde in vivo kaverntz basing Olgimi ile HS'lin

etkisini degerlendiren ilk calismadir.

MetS-ED iliskisini arastiran calismalarinda Kim SD ve ark.’lar1 12 hafta boyunca
yiuksek yagh diyet ile beslenmis sicanlarda metS modeli olusturmuslardir. Bu
calismada MetS grubunda degerlendirilen viicut agirhdi, sistolik kan basinci, insiilin
degerleri ve HOMA-IR parametrelerinin anlaml olarak yiksek oldugu bildirilmektedir.
In vivo erektil yanitlara bakildiginda IKB/OAB oraninin metS grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml derecede disik oldugu belirtilerek ED
gelisimi gdzlendigi bildirilmistir. Bu calismada ayrica IKB degerleri karsilagtiriimis ve
metS'da dedisiklik olmadigi bildirilmistir [24]. Bizim calismamizda ise 10 hafta
boyunca ylksek fruktoz diyeti ile beslenen hayvanlarda, kontrol grubuna gore
IKB/OAB oraninda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gésterilmistir.
Calismamizda Kim SD ve ark.larinin calismasindan farkli olarak ayrica total IKB'In
gostergesi olan EAA dederlerinde de azalma saptanmistir. Bulgularimiza gére metS’a

bagli erektil fonksiyonlarda bozulma saptanmustir.
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H.S’Un sitoprotektif bir endojen modilatér olarak birgok fizyolojik fonksiyonu
tanimlanmistir. H.S (retimini saglayan enzimlerin kardiyovaskiler, néronal, immin,
renal, solunum, gastrointestinal, Urogenital ve endokrin sistemlerde eksprese
edilmesinin kesfinin ardindan, H.S'Gn bu sistemler Uzerinde énemli fizyolojik etkileri
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, H,S’in hipertansiyon, ateroskleroz, kalp
yetmezligi, diabet, inflamasyon, norodejeneratif hastaliklar, ED, metS ve astim gibi
patolojik rahatsizliklarda rol oynadigi ve yeni bir terapétik hedef olabilecegi diistiniilen
H.S’Un  patofizyolojik durumlardaki rolli ve etkisi hala tartisma konusudur ve

calismalar halen devam etmektedir [34].

Kardiyovaskiler sistemde H)S’Un koruyucu roli ile ilgili yapilan calismalara
bakildiginda H.S eksikliginde hipertansiyon gelisimi goézlendigi ve HS'lin
kardiyovaskiiler hastaliklar ({zerinde vyararli bir tedavi hedefi olabilecegi ©ne

surtlmusttr [89, 90].

MetS’da H,S'lin roliinl irdeleyen caligmalarda ise insilin sekresyonunda anahtar
rol oynadigi bilinmesine ragmen insiilin rezistansi (zerindeki roli hala tartisma
konusudur. Zucker diabetik fatty (ZDF) sicanlarda yapilan bir calismada H,S
sentezinden sorumlu enzim olan CSE ekpresyonunun anlamli derecede arttigi
gosterilmistir. Ayrica serum insilin degerlerinin, hiperglisemi ve insiilin rezistansinin
azaldig: bildirilerek instlin rezistansinda H>S'lin kompanzatuvar olarak arttigi ortaya
konmustur . Ayni galismada, pankreatik H>S Uretimi inhibe edildiginde, serum instilin
degerlerinin arttigi ve hipergliseminin azaldig bildirilmektedir. Bu sonuglar, pankreatik
H.S dretimin inhibisyonunun, insilin sekresyonunun artmasi ile diabet gelisiminde

yeni bir terapdtik olarak kullanilabilecegini 6ne siirmektedir [91].

Calismamizda ilk kez H)S'ln metS-bagimh ED’nda intrakavernozal basing
Uzerindeki etkisi arastiriimistir. H,S'lin erektil fonksiyonlar tzerine etkisini inceleyen in
vivo kosullar altinda, saglikli sicanlarda yapilan galismada, H.S'lin penil ereksiyonda
dogal bir mediyator olarak gorev aldigi 6ne siriimustiir. 2009 yilinda d’Emmanuele
ve ark.’lari tarafindan yapilan bu ¢alismada ayni zamanda, insan penil dokusunda CSE

ve CBS enzimlerinin eksprese edildigi ve H,S Uretiminin gerceklestiginin yani sira; in
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vitro olarak NaHS ve L-sistein’in gevseme vyanitina aracilk ettigi gosterilmistir.
Sicanlar Uzerinde ise intrakavern6z NaHS ve L-sistein uygulamasi yapilmis ve
kaverndz sinir stimiilasyonu sirasindaki toplam IKB degerinde (EAA) doza bagimli
olarak anlamli bir artis oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte L-sistein cevaplari PAG
tarafindan inhibe edilmistir [10]. Bizim c¢alismamizda ise kontrol grubu
hayvanlarimizda intrakavernéz NaHS uygulamasina bagl IKB/OAB oraninda bir artis
gorilmistir ancak bu artis anlamh degildir. Ancak patolojik kosullar altinda yani
metS grubunda NaHS'in IKB/OAB oraninda anlamli bir artisa neden oldugu ve erektil
yanitlari diizelttigi gosterilmistir. Calisma sonuglarimiza goére saglikli hayvanlarda
eksojen HyS'lin erektil yanitlara sagladigi katki patolojik kosullar olustugunda
belirginlesmektedir. Bu da bize H,S'deki azalmanin metS'a bagl ED’dan sorumliu

olabilecegini diisiindirmistir.

MetS, vaskiler hastaliklarda rol oynayan endotelyal disfonksiyona ve sonucta da
ED ile sonuglanan bozukluklara sebep olmaktadir. Buradan yola ¢ikarak H,S'Un erektil
ve vaskller vyanitlar Uzerindeki etkilerinin korelasyonunu saptamak amaciyla
olusturdugumuz metS modelinde endotel bagimh gevsemeye aracilik ettigi 6ne
stirlilen HS ‘in vaskiler etkilerini dederlendirmeyi amagladik. Bu amacla saglkli ve
metS olusturan sican torakal aortlarinda L-sistein bagimli gevseme vyanitlarini
degerlendirdik. Bulgularimizda L-sistein aracii gevseme yanitlarinda bir farklihk
saptamadik. Ancak net sonucun ortaya konmasi icin bu bulgumuzun aorta H,S dlizey

Olglimu ile desteklenmesi gerekmektedir. Bu da calismamizin kisithliklarindan biridir.

Cesitli dokularda H»S diizeylerinin patolojik kosullar altinda hem azaldigini hem
de artugini dolayisiyla etkilenen organa bagl olarak H>S regiilasyonunun
degisebilecegini gosteren birgok calisma bulunmaktadir. Bu galismalarda genel olarak
tip 1 diabette HyS dizeyleri arastiriimistir. Brancaleone V ve ark.larinin yaptigi
calismada diabet olan ancak obez olmayan farelerde hastalik siddetine paralel olarak
plazma ve aortadaki endojen H,S Uretiminin azaldigi gosterilmistir [69]. Benzer
sekilde tip 1 modeli olusturulmus farelerde H.S biyosentezinin azaldigi bildirilmistir

[92]. Tam tersi sonuclara sahip bir baska calismada ise diabet patolojisi ile iligkisi
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tanimlanan HyS'Uin streptozotosin-kaynakl diabet sican modelinde plazma H3S

diizeyleri degismezken, pankreas ve karacigerde Uretimin arttigi gosterilmistir [93].

Yiksek fruktoz diyeti ile metS modeli olusturulan deney hayvanlarinda serum
H.S diizeyleri dederlendirileren bir calismada ise, metS grubunun H.S diizeylerinde
anlamli dusts gosterilmistir [88]. Patolojik kosullarda H.S’Gn  penil dokudaki
degisimini arastiran calismalara baktigimizda, streptozotosin-kaynakli diabetik ED
modelinde ve in vitro hiicre kiiltiriinde yapildigi gozlenmektedir. Zhang Y ve
ark.larinin 2016 yilinda yaptiklari calismada, streptozotosin-kaynakl diabete bagli
olusan ED'lu siganlarin penil dokusunda metilen mavisi yontemiyle endojen H>S
Uretimin azaldigi gosterilmistir. Ayni zamanda in vitro hiicre Kkiltliriinde de
hiperglisemik kosullar altinda, korpus kavernozum diz kas hicrelerinde H,S
Uretiminin azaldigi gosterilmistir [94]. Yine streptozotosin-kaynakli diabet modeli
olusturulmus sicanlar lzerinde yapilan bir calismada, diabetik sicanlarin penil korpus
kavernozum dokularinda CBS ve CSE ekspresyonlarinin azalmasi ve H>S
konsantrasyon duizeylerinin dismesi, hiperglisemi kaynakli ED (lizerinde H,S sinyal
yolaginin rol oynayabilecedi disinulmistiir [70]. Bu calismalardan farkli olarak
calismamizda literatiirde ilk olarak metS kosulunda penil dokudaki H,S diizeylerini
arastirdik. Calisma sonuclarimiza goére metS’lu hayvanlarin penil dokularinda hem
bazal hem de L-sistein varliginda H,S diizeyleri azalma gdstermistir. Bu bulgumuz
H,S'deki azalmanin metS’a bagli ED’dan sorumlu olabilecegini goriisiimiizii destekler

yéndedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizdaki yiiksek fruktoz diyetine bagh metS modeli olusumu ve H,S'lin

metS-bagimh ED'ndaki etkisine dair temel bulgularimiz asagidaki sekildedir:

1. %60 oraninda fruktoz diyeti ile beslenen deney hayvanlarinda metS geligimi
gosterilmigtir.

2. MetS grubu sicanlarda ED olusumu in vivo kaverndéz basing &lgimi
araciligiyla bildirilmistir.

3. HyS'lin metS-bagimli ED’da erektil yanitlar dizelttigi gosterilmistir.

4. Aortada L-sistein aracili gevseme yanitlarinin metS grubunda degismedigi
gosterilmistir.

5. MetS grubunda penil dokudaki H>S diizeylerinin azaldigi tespit edilmistir.

Deney hayvanlarinda metS modeli olusumu Uzerine yapilan galismalar igerik,
zaman ve kullanilan hayvan tlriine goére farkliliklar godstermektedir [86]. Biz
calismamizda son yillarda tliim diinyada fruktoz tliketiminin artmasindan ve fruktoz
tiiketiminin metS gelisiminde temel rol oynadigi bilindiginden dolayi, insana en yakin
modeli temsil eden yiiksek fruktozlu diyet aracili metS modeli olusturduk. Yaptigimiz
analizler sonucunda da kontrol grubuna gdre patolojik grupta metS gelisiminin
olustugu gosterilmistir.

Calismamiz ylksek fruktozlu metS-aracili ED olusumunu gésteren ilk calisma
olmasinin yani sira bu patoloji tzerinde H>S'lin in vivo etkisini de degerlendiren ilk
calismadir. Yapilan calismalarda H>S’Un patolojik durumlarda plazma ve cesitli
dokulardaki konsantrasyonlari farklilik géstermektedir. Biz calismamizda, metS-aracili
ED patogenezinde penil dokudaki H,S dizeylerinin azaldigini gosterdik. Benzer
sekilde Zhang Y ve ark.larinin yaptiklari calismada, streptozotosin-kaynakli diabetik
ED’lu sicanlarin penil dokusunda da endojen H,S (retimin azaldigi gosterilmistir [94].
Bu bulgular dogrultusunda, penil dokudaki H,S diizeylerinin azalmasi ile ED gelisimi
arasinda bir iligki olabilecedi sonucuna varilmistir. Bu calisma sonuglarinin HS'ln
metS aracili ED (izerinde alternatif bir tedavi hedefi olabilecegini arastiracak olan

gelecek calismalara kaynak olusturabilecegini diisiinmekteyiz.
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