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OZET

Fare Korpus Kavernosum Duz Kasinda L-Sistein/Hidrojen Salfur Yolag ile
Muskarinik Reseptorlerin iliskisi

Hidrojen sulfur (H,S)’Un gevsetici etkisi fare, sican, tavsan, maymun ve
insan korpus kavernosum dokularinda gosterilmistir. Ancak bu gevsetici etkilerin
mekanizmalan hala bilinmemektedir. Bu cahsmamn amac fare korpus
kavernosum dokusunda L-sistein/H,S ve muskarinik reseptorler arasindaki
etkilesimi arastirmaktir.

Fare korpus kavernosum dokularinda L-sistein (endojen H,S; 10° M),
sodyum hidrojen siilfir (NaHS; ekzojen H.,S; 10°-10° M) ve asetilkolin (10° M) ile
gevseme yantlan elde edildi. 1k olarak L-sistein ve asetilkolin gevseme yantlar
Uzerinde H,S sentez enzimleri olan sistatiyon gama liyaz (CSE) inhibitoru
proparjilglisin (PAG; 1072 M) ve sistatiyon beta sentaz (CBS) inhibitori
aminoksiasetik asit (AOAA; 10~ M)’in tek baslarina ve kombinasyonlarinin
etkileri arastirildi. L-sistein ile olusan gevseme yanitlari PAG ile azalirken, AOAA
ile degismedi. Diger yandan PAG, asetilkolin ile olusturulan gevseme yanitlarin
azaltirken AOAA anlamh olarak artirdi. Ayrica fenilefrin (5x10° M) ile kastirilan
dokularda asetilkolin, L-sistein ve ekzojen H,S ile olusturulan gevseme yanitlari
lizerine secici olmayan muskarinik reseptér blokérii atropin (5x10° M), secici M
reseptdr blokérii pirenzepin (10° M), secici M, reseptor blokérii AF-DX 116 (107
M) ve secici Ms reseptor blokérii 4-DAMP (107 M)"in etkileri arastirildi. Atropin,
pirenzepin, AF-DX 116 ve 4-DAMP asetilkolinin gevseme yamtlarim azaltt.
Atropin, pirenzepin ve 4-DAMP L-sisteinin gevsetici yanitlarim azaltirken AF-DX
116 anlamh bir degisiklige yol agmadi. Ekzojen H,S aracihikh gevseme yanitlar
atropin, pirenzepin, 4-DAMP ve AF-DX 116 tarafindan anlamh olarak azald.

Sonu¢ olarak, fare korpus kavernosum dokusunda L-sistein aracilikh
gevseme yanitlarina CSE enzim etkinlesmesinin aracihk ettigi, muskarinik
reseptérlerden M; ve Mj3’Un L-sisteinin gevsetici etkisinde rolu oldugu, fakat
My’nin herhangi bir Kkatkisitnin olmadigi ve ekzojen H,S ile olusturulan
gevsemelerde M3, M, ve M3 muskarinik reseptdrlerin rol oynadig: gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: asetilkolin, hidrojen sulfir, korpus kavernosum, L-sistein,
muskarinik reseptorler
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ABSTRACT

The Interaction of L-Cysteine/Hydrogen Sulfide Pathway and Muscarinic
Acetylcholine Receptors in Mouse Corpus Cavernosum

The relaxant effect of hydrogen sulfide (H,S) has been demonstrated in
mouse, rat, rabbit, primate and human corpus cavernosum (CC) tissues. However,
the mechanism of this relaxant effect is still unclear. The aim of this study was to
investigate the possible interaction of L-cysteine/H,S pathway and muscarinic
receptors in the mouse CC.

The relaxant responses to L-cysteine (endogenous H,S substrate;10°M),
sodium hydrogen sulfide (NaHS;exogenous H,S; 10°-10° M) and acetylcholine (10°
®M) were obtained in isolated mouse CC tissues. Firstly, the effects of endogenous
H,S synthesis inhibitors propargylglycine (PAG; cystathionine-gamma-lyase(CSE)
inhibitor; 1072 M), aminooxyacetic acid (AOAA; cystathionine-g-synthase(CBS)
inhibitor; 107 M); seperately or their combination, on the relaxant response to L-
cysteine and acetylcholine were investigated. PAG, but not AOAA, significantly
reduced the relaxant responses to L-cysteine. PAG reduced the relaxant response
to acetylcholine, while AOAA increased. The role of non-selective muscarinic
receptor antagonist atropine (5x10° M), selective M, antagonist pirenzepine (10
M), selective M, antagonist AF-DX 116 (10° M) and selective M; antagonist 4-
DAMP (107 M) were investigated on the relaxant responses to L-cysteine, NaHS
and acetylcholine in the tissues which were pre-contracted by phenylephrine (5x10°
® M). Atropine, pirenzepine and 4-DAMP, but not AF-DX 116 inhibited the
relaxant responses to L-cysteine. Acetylcholine- and NaHS-induced relaxations
were reduced by atropine, pirenzepine, AF-DX 116 and 4-DAMP.

We conclude that L-cysteine-induced relaxant response is mediated via
activation of CSE. Muscarinic receptors M; and Ms;, but not M,, contributes to
relaxant effect of L-cysteine in mouse CC. Also, it is shown that M;, M, and
M3 receptors play role in NaHS-induced relaxation in this tissue.

Keywords: acetylcholine, corpus cavernosum, hydrogen sulfide, L-cysteine,
muscarinic receptors
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1. GIRIS

Penil ereksiyonu, arterler ve kavernozal dokulardan endoteliyal faktorlerin ve
intramural sinirlerden noérotransmiterlerin  saliverilmesini de iceren kompleks bir
norovaskiler olaydir. Penil ereksiyonu korpus kavernosum trabekiler diz kas
gevsemesinin sonucu olarak gerceklesmektedir. Duz kas gevsemesi lokal olarak
vaskiler endoteliyumdan saliverilen endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) aracilig
ile ve aym zamanda Kkolinerjik, adrenerjik ve non-adrenerjik non-kolinerjik
norotransmiterler araciligiyla da kontrol edilmektedir™.

Korpus kavernosum ve penil damar yapisinin yaygin bir sekilde kolinerjik
sinirlerle inerve edildigi gosterilmistir’. Asetilkolin insan korpus kavernosum
seritlerindeki kolinerjik sinirlerde dretilip saliverilmektedir®. Kolinerjik sinirlerden
saliverilen asetilkolin, korpus kavernosum diiz kas hicrelerinde, sinusoid ve damar
endoteliyumunda bulunan muskarinik reseptérler tizerinden etkisini gostermektedir®.
Insan penil arterlerinde ve korpus kavernosum seritlerinde yapilan in vitro deneylerde
asetilkolin ve karbakol endoteliyuma bagiml gevsemeye neden olmustur™”’. Vaskiiler
endoteliyumdan muskarinik reseptor araciligiyla gevsetici faktorlerin - saliminin
kolinerjik proerektil bir etki olusturabilecegi 6ne siiriilmiistiir’. Bu durumun fare erektil
dokularr icin de gegerli oldugu disunulmektedir.

Son vyillarda memelilerde yapilan calismalarda hidrojen sulfiir (H,S)’Un sinir
iletiminin duzenlenmesi ve damarlarin gevsemesini de iceren ¢esitli fizyolojik strecleri
duizenlemede rol alan bir sinyal molekult oldugu gosterilmistir®**. Hicrelerde endojen
H,S, L-sistein ve homosisteinden piridoksal-5’-fosfat (vitamin B6)’ya bagimli enzimler
olan sistatiyon gama liyaz (CSE), sistatiyon beta sentaz (CBS) ve 3-merkaptopurivat

1216 fnsan ve diger

stlfurtransferaz (3-MST) enzimleri araciligiyla sentezlenmektedir
memelilerde L-sistein/H,S yolaginin penil ereksiyonunun dizenlenmesine katkida
bulundugu dustntlmektedir. insan korpus kavernosum dokusunda gercek zamanh
kantitatif PCR (qRT-PCR) ve Western Blott yontemi kullanilarak CBS ve CSE
enzimleri tespit edilmistir'’. Ayrica, sican®®, tavsan'® ve insan'’ korpus kavernosum
dokularinda L-sisteinden H,S sentezi ve gevsetici etkileri gosterilmistir. L-sistein/H,S
yolaginin insan korpus kavernosumunun erektil islevinde rol alabilecegi 0One

strtilmiistr®”.



H,S’in fizyolojik olarak Gretiminden sorumlu enzimlerden birisi olan CSE
enzimin geninin silinmesi ile serum, kalp, aort ve diger dokularda H,S diizeylerinin
belirgin Olcude dustligli ve CSE geni silinmis farelerde endoteliyuma bagimli damar
gevsemesinin azaldigi g6zlenmistir®. Ayrica, CSE geni silinmis farelerde fenilefrinle
kastirilmis mezenterik arterlerin  metakolin aracilikli gevsemeleri belirgin 6l¢lide
azalmistir. Aym calismada hem saghkli hem de mutant farelerde endotelinin
uzaklastiriimast ile metakolin gevsemeleri ortadan kalkmistir®. Fare korpus kavernosum
dokusunda yapilan c¢alismada, endojen H,S gevsemelerinin endoteliyuma bagimh
oldugu ve 0zgul olmayan muskarinik reseptdr blokort atropinin ekzojen H,S
gevsemelerini azaltign gosterilmistir®. Atropin ile elde edilen sonuclar, korpus
kavernosum dokusunda H,S’in gevsetici yanitinin muskarinik reseptorlerin etkinlesmesi
ile iligkili olabilecegini dlstndirmustr.

Literatur arastirmalarimiza gore, simdiye kadar korpus kavernosum dokusunda
L-sistein/H,S yolag: ile muskarinik reseptorler arasindaki etkilesimini 6zgll olarak
arastiran bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu calismada muskarinik
reseptorlerin endojen ve ekzojen H,S kaynakli gevsemelere katkida bulunup
bulunmadigini arastirmay: amacladik. Bu ama¢ dogrultusunda, H,S substrati olan L-
sistein, ekzojen H,S ve asetilkolin aracilikli gevsemeler tizerinde CBS enzim inhibitori
aminoksiasetik asit (AOAA) ve CSE enzim inhibitori proparjilglisin (PAG) etkileri ve
ayrica secici ve non secici muskarinik reseptér blokorleri pirenzepin (My reseptor
blokori),  11-[[2-[(Dietilamino)metil-1-piperidinil]asetil]-5,11-dihidro-6H-pirido[2.3-
b][1,4]benzodiazepin-6-on (AF-DX 116; M, reseptor blokort), 4-difenil-asetoksi-N-
metil-piperidin metiyodit (4-DAMP; M3 reseptor blokori) ve atropin (secici olmayan

blokér)’in etkileri arastirildi.



2. GENEL BiLGI

2.1. Hidrojen Sulfar

Hidrojen sulfirin (H,S) karakteristik ve kotl curik yumurta kokusu ile yalnizca
zehirli bir gaz oldugu diistinilmekteydi®. Fakat sonradan Abe ve Kimura? tarafindan
H,S’in endojen olarak Uretilen bir ndromodilatér oldugu 6ne strilmustir. Son yillarda,
H,S’in memelilerde Nitrik oksit (NO) ve karbonmonoksit (CO) gibi bir gaz
norotransmiter oldugu kabul edilmistir?2. H,S’in insan ve memeli dokularinda enzimatik
ve non-enzimatik yollarla sentezlendigi belirlenmistir'®.

Yiksek derisimlerde yanict ve zehirli bir gaz olan H,S’in, 500 ppm’lik akut
maruziyette 6lime neden olabildigi gosterilmistir™®. H,S suda coziinebilmektedir®.
H,S’in sudaki ¢ozeltisi ucucudur. H,S gaz fazi ile sivi fazi arasinda daima denge
halindedir®*(Sekil 1). H,S lipofiliktir ve bu nedenle membranlardan kolaylikla
gecebilmektedir®.

HoSg+—= HySpg +—— HS +H" «—= S2 +2H"

Sekil 1. Hidrojen siilfiiriin sulu ¢ozeltilerde ¢6ziinmesi?*.

H,S’in, biyolojik dokularda ve sivilardaki derisimi degisiklik gostermektedir?®*,
H,S’in belirli derisimlerde fizyolojik olarak 6nemli etkilerinin oldugu ve cesitli

hastaliklarin patolojisinde rol aldig: ileri siirtilmuistir?” 22,

2.1.1. Hidrojen Sulfurin Sentezi

H,S’in  enzimler aracihigiyla Kkardiyovaskuler, gastrointestinal, Grojenital
sistemlerde ve sinir sisteminde, ayrica karaciger, iskelet kasi1 ve adipoz dokularda
sentezlendigi belirlenmistir'®3%33,

H,S Uretiminin t¢ enzimatik yolag: gosterilmistir. Bunlardan ikisi homosisteinin
sisteine metabolize edildigi transsilfirasyon yolaginin piridoksal 5'-fosfat (PLP; B6
vitamini)’a bagiml sitozolik enzimleri olan sistatiyon beta sentaz (CBS) ve sistatiyon
gama liyaz (CSE)'dir*. Ayrica Uclncti bir yolak olan 3-merkaptopiirivat

stlfurtransferaz (3-MST) enziminin, H,S sentezinden sorumlu oldugu ve a-ketoglutarat



varliginda sisteinden sistein aminotransferaz (CAT) enzimi ile birlikte H,S

sentezlendigi bildirilmistir***.

2.1.1.1. Sistatiyon-beta-sentaz (CBS)

CBS enzimi ilk kez beyinde Abe ve Kimura'? tarafindan eksprese edilmis ve
CBS enzim inhibitor ve etkinlestiricileri kullanilarak sisteinden H,S olusumunu katalize
ettigi gosterilmistir. Ayrica, memeli karaciger, bobrek, ileum, plasenta ve pankreas gibi
bircok dokuda da CBS enzimi eksprese edilmistir®>. CBS aracilikli H,S olusumundaki
ana mekanizmanin, homosistein ve sisteinden sistatiyonin olusumu ile iliskili oldugu ve
bu tepkime sonrasinda H,S’in agiga ciktigi bildirilmistir®® (Sekil 2). Insanlarda CBS

enziminin PLP ve hem olmak (izere iki farkl ko-faktérii oldugu bildirilmistir®’.
1. Sistein + H,0O i, L-serin + H,S
2. Sistein + homosistein &, sistatiyonin + H,S

. iR CBS o
3. Sistein + sistein ——— lantionin + H»S

Sekil 2. Sistatiyon beta sentaz (CBS) enzimi aracihgiyla H,S sentezi®®.

2.1.1.2. Sistatiyon-gama-liyaz (CSE)

CSE enziminin sisteinden H,S, amonyak (NH*") ve pirivat olusumunu katalize
ettigi  gosterilmistir® (Sekil 3). Ayrica, H,S sentezinde homosistein ve sistein
kombinasyonunu da kullanabilmektedir. Bunlardan baska, sistin’in B-eliminasyonu ile
tiyosistein olusumunu katalize edebilir ve tiyosisteinden enzimatik olmayan bir sekilde
H,S olusur.

CSE’nin ekspresyonu beyin, karaciger, bobrek, torasik aort, mezenterik arter,
pulmoner arter, portal ven, ileum, kolon, uterus, plasenta ve endotel hiicrelerinde de

gosterilmistir?®133%-42,



1. Sistein + homosistein CS—E, sistatiyonin + H,S
- . CSE o
2. Sistein + sistein —— lantionin + H,S
3. Sistein _CSE | Piirivat + NH5* + H,S
L CSE s +
4. Homosistein — o-ketobutirat + NH3™ + H,S

L L CSE o
5. Homosistein + homosistein —— homolantionin + H,S

Sekil 3. Sistatiyon gama liyaz (CSE) enzimi aracilikh H,S sentezi®’

2.1.1.3. 3-Merkaptopurivat Sulfurtransferaz (3-MST)

3-MST enzimi beyinde norogliyal hiicrelerde, karacigerde perisantral
hepatositlerde, bobrekte proksimal tibuler epitelyumda, kardiyak hticrelerde, akciger,
torasik aort endoteliyumunda, timus ve testiste tespit edilmistir***>*.

CAT enzimi, sistein ve a-ketoglutarat arasindaki tepkimeyi katalize ederek 3-
merkaptopirivat (3-MP)’1 olusturmaktadir. 3-MST enzimi ise, 3-MP’den H,S
olusmasina neden olmaktadir (Sekil 4). CAT, PLP’ye bagimh bir enzim iken, 3-
MST’nin ko-faktori cinkodur. CAT/aspartat aminotransferaz (AAT) ve 3-MST,

mitokondriyel ve sitoplazmik kompartmanlarda bulunmaktadir'®**,

CAT

L-sistein + a-ketoglutarat ————» 3-merkaptopirivat + L-glutamat
Vit B6
+
3-MST SOz>
CAT
Purivat + H,S Ginko

Tiyosulflr +Purivat
l GSH
H,S + H,SO3 + GSSG

Sekil 4. 3-Merkaptostlfurtransferaz (3-MST) ve sistein aminotransferaz (CAT) aracihigiyla H,S
sentezi
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Sekil 5. H,S’in hicre igindeki sentez yolaklari. Endojen H,S Uretimi iki temel yolak tizerinden
meydana gelmektedir: revers transsulfirasyon ve kismen mitokondri i¢inde gerceklesen
sistein oksidasyonu®.,



2.2. Hidrojen Sulfurun Fizyolojik Etkileri
H,S’in, kardiyovaskiiler sistem, santral sinir sistemi, solunum sistemi,
gastrointestinal sistem, endokrin ve Grojenital sistemlerdeki bircok islevi diizenlemede

rolii oldugu gosterilmistir'®*.

2.2.1. H,S ve Urojenital Sistem

H,S ve sentez enzimlerinin memeli tdrlerin alt Griner yollarinda bulundugu
gosterilmistir®®. insan, sican ve fare vas deferens dokularinda CSE ve CBS enzimleri
islevsel olarak eksprese edilmistir*’. H,S, sican mesane diiz kasinda derisime bagimh
olarak kasiimay1 indiiklemis*®; domuz (ireter ve mesane boynunda diiz kas gevsemesi
meydana getirmis**>’; sican vas deferensinde H,S derigime bagl olarak gevseme yaniti
olusturmus™; kobay mesane diiz kasinin spontan kasilmalarinda artisa neden olmus;
sigcan mesanesinde, detrusor kasinda yine derisime bagimh kasilma yaniti
olusturmustur®.

Insan prostatik doku ve hiicrelerinde, endojen H,S ve sentez enzimleri CBS ve
CSE’nin varlig1 gosterilmis ve H,S’in benign prostat hiperplazisi ve prostat kanseri gibi
hastaliklarda bazi etkiler olusturabilecegi diistintlmustur™.

Endojen H,S’in mesane fizyolojik islevinde ve/veya asiri aktif mesane gibi
patolojik durumlarda rolii olabilecegi distiniilmektedir®. Sicanlarda yapilan calismada
ekzojen H,S ve sistein uygulamas: penil ereksiyonuna neden olmus, CSE inhibitori
varhginda sistein ile olusan ereksiyonun onlendigi gosterilmistir™. insan ve diger
memelilerdeki penil ereksiyonuna L-sistein/ H,S yolaginin katkida bulunabilecegi ileri
strtilmustr®?’.

Insan ve sican intraiiterin dokularinda, CBS ve CSE enzimleri eksprese edilmis,
bu dokularda H,S’in in vitro olarak bu enzimler araciligiyla sentez edildigi
belirlenmistir>*. insan miyometrium dokusunda, dogum sirasinda CBS ve CSE enzim

diizenlenmesinin ve H,S diizeyinin azaldig: bildirilmistir>.

2.2.1.1. H,S ve Korpus Kavernosum
Maymunlara kavernoz i¢i H,S donori NaHS uygulanmasi ve sinirsel uyari
sonucunda kavernoz ig¢i basincinin arttigi; sicanlarda kavernoz sinir stimialasyonu ile

elde edilen perflizyon basincinin proparjilglisin ile CSE enziminin inhibe edilmesiyle



anlamli olarak azaldigi gosterilmistir. Bu ¢alisma endojen H,S’in sinir aracilikli penil
tiimesansini kolaylastirmada rolii olabilecegini diisiindiirmektedir®.

Insan korpus kavernosum dokusunda, CBS ve CSE enzimleri eksprese edilmis,
her iki enzimin secici inhibitorleri varliginda H,S olusumunun azaldigi gosterilmistir.
Insan korpus kavernosum dokusunda, H,S’in endojen olarak olustugu ve L-sistein/H,S
yolaginin ve ekzojen olarak uygulanan H,S’in derisime bagimh olarak bu dokunun
gevsemesine neden oldugu, H,S’in insan korpus kavernosum diiz kasini regile ettigi
gosterilmistir'’.

Tavsan korpus kavernosum dokusunda, H,S’in endojen olarak sentezlenmesi ve
bu dokuda NaHS’in gevsetici etkisinin adenilat siklaz inhibitorl ile bloke edilmesi,
H,S’in etkisinin SAMP yolag:1 ile iliskili olabilecegini distindurmustar'®. NaHS
uygulamasi si¢an korpus kavernosum dokusunda, nNOS’un protein ve mRNA diizeyini
etkilemezken, eNOS’un protein ve mRNA diizeyini arttirmigtir. H,S’in proerektil
etkisini NO olusumunu artirarak gerceklestirdigi belirtilmistir™®. Kobay mesane diiz kas:
Uzerine yapilan bir ¢alismada H,S’in noronal kalsiyum influksuna bagli olarak ndronal
asetilkolin salimint artirdigi ve dogrudan ylksek-kondiktansli voltaj bagimli ve
kalsiyum ile aktive olan potasyum (BK) kanallarinin inhibisyonuna sebep oldugu
gosterilmistir®’. Ayrica, H,S’in yashhga bagh olarak gelisen erektil islev bozuklugunun
bir gostergesi olabilecegi bildirilmistir™.

Son zamanlarda H,S’in erektil islev bozuklugunun potansiyel tedavisinde etkili
olabilecegi belirlenmistir. Ancak H,S’in molekuler etki mekanizmasinin tam olarak
anlasilmasinin, erektil islev bozuklugu icin yeni bir tedavi olarak gelistirilmesi igin
gerekli oldugu duistiniilmektedir®.

2.2.2. H,S ve Kardiyovaskiiler Sistem

Endojen veya ekzojen H,S’in, vaskiler veya myokardiyal hicrelerde ¢ok genis
etki olusturdugu bildirilmistir®. Sican mezenterik arter ve aortunda yapilan in vitro
deneylerde, H,S derisime bagl olarak gevseme yaniti olusturmus ve H,S’in intravendz
olarak uygulanmasi sicanlarda kan basincinda gegici bir azalmaya yol agmustir®®.

CSE geni silinmis farelerde, kalp, damar ve diger dokulardaki H,S diizeyinin ve
endoteliyuma bagli gevseme yanitinin anlamli olarak azaldig: ve bu farelerde yasa bagl

olarak hipertansiyon gelistigi bildirilmistir®.



2.2.3. H,S ve Solunum Sistemi

H2S’in, memeli solunum sisteminde 6nemli bir gaz transmitter oldugu kabul
edilmektedir. Memelilerin akciger ve diger solunum yolu dokularinda, CSE ve CBS
enzimleri eksprese edilmis, endojen H,S’in solunum sistemindeki fizyolojik islevler ve
astim, kronik obstriktif akciger hastaligi (KOAH) gibi patolojik olaylarla iliskili oldugu
bildirilmistir®®. KOAH hastalarinin ve sigara igen kisilerin akciger dokular tizerinde
yapilan caligmada CSE ekspresyonunun azaldigi ve H,;S metabolizmasinin degistigi

gosterilmistir®.

2.2.4. H,S ve Gastrointestinal Sistem

H,S’in gastrointestinal sistemle yakindan iligkili oldugu, gastrointestinal yapida
bircok etkiye aracilik ettigi gosterilmistir®’. Sican kolon diiz kasinda CBS ve CSE
enzimlerinin varlig1 ve H,S’in endojen olarak sentezlendigi gésterilmistir®.

H,S donori olan NaHS, farkl: turlere ait mide fundus, ileum ve distal kolon
preparatlarinda derisime bagl: olarak gevseme yanit: olusmasina neden olmustur*®46°¢.
H,S’in gastrointestinal yapinin ¢esitli dokularinda duz kasi gevseterek ve peristaltizmi

inhibe ederek motiliteyi regiile ettigi ileri stirilmuistiir®.

2.2.5. H,S ve Santral Sinir Sistemi

Fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda rol oynayan H,S’in beyinde gorece fazla
eksprese edildigi, hipokampal uzun-dénem potansiyelizasyonu NMDA reseptor-
aracihkli yanitlari artirarak kolaylastirdigi 6ne  stirtilmistir'?.  Ayrica néronlarda,
mikroglial hiicrelerde ve astrositlerde intraselliiler Ca®* ve pH homeostazini modiile
ettigi ve bu nedenle néromodilator etkilerinin oldugu gosterilmistir® . Alzheimer
hastaligi ve parkinson hastaligi gibi cesitli santral sinir sistemi rahatsizliklarinda
bozulmus H,S metabolizmasina rastlanms, felgli hastalarda plazma H,S seviyelerinin

uzun dénem klinik sonuglarla iliskili oldugu rapor edilmistir®.



2.3. Hidrojen Sulfurun Etki Mekanizmalar

2.3.1. Kolinerjik Sistem

Farelerde yapilan bir ¢calismada CSE geninin silinmesiyle, asetilkolin ile olusan
endotel’e bagl gevseme yaniti anlamli olarak azalmis ve endotel hiicrelerinde metakolin
ve kalsiyum iyonoforu A23187’in neden oldugu H,S diizeyindeki artista anlamli bir
dusus gozlenmistir. A23187°nin endotel hiicrelerde H,S sentezi zerindeki bu artirici
etkisi, intraselliler kalsiyumun selasyonu ile ortadan kalkmstir®. CSE enziminin
proparjilglisin ile inhibe edilmesiyle sican aort preparatinda asetilkolin ile olusan
gevseme yanitlarinin azaldig: bildirilmistir®. Kobay mesane diiz kas: {izerinde yapilan
bir calismada ise H,S dondri GY'Y4137 kullanilmis ve H,S’in ndronal Ca*" influksuna

bagl: olarak néronal asetilkolin salimin: artirdig: gosterilmistir’™.

2.3.2. Endoteliyum

CSE enziminin vaskiler endoteliyal hucrelerde varligi ve endotel-bagiml
gevsemelere katkida bulundugu gosterilmistir. Yapilan c¢alismada endoteliyum
tabakasinin uzaklastiriimas: HS ile olusan gevsemeleri azaltmistir®. Ayrica, sigan
aortunda endojen H,S sentezinin inhibisyonunun endoteliyum bagimli ve bagimsiz
gevsemeleri azalttigi gosterilmistir’®. Bu bulgularin tersine izole fare torasik aortunda
H,S ile olusan gevsemenin endoteliyumdan bagimsiz oldugu bildirilmistir. Sican
vaskiler endoteliyumunda 3-MST ve CAT’in varligi gosterilmis, H,S sentezinden
sorumlu enzimlerin 3-MST ve CAT oldugu bildirilmistir**. H,S’in endotel koruyucu
etkisinin oldugu ve bu etkinin anjiyotensin 11 reseptorlerinin inhibisyonunu, oksitazlarin
duzenlenmesinin azalmas: ve antioksitant enzimin diizenlenmesinin artmasin: da iceren

vaskiiler oksitatif stresi baskilamasina bagl: oldugu 6ne stirtilmuistiir2.

2.3.3. Nitrik Oksit/Siklik Guanozin Monofosfat Yolag:

H,S’in distk derisimde NO’nun vazodilator etkisini arttirdigi gosterilmis ve diiz
kas tonusunun H,S ile NO arasindaki etkilesimle regule edilebilecegi 6ne strdlmastar®,
Vaskiiler dokularda H,S dretiminin NO tarafindan artirildig: gosterilmistir®®. Son

yillarda, mirin korpus kavernosum dokusunda CSE ve 3-MST aracilikli endojen H,S
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kaynakli gevsemenin artis1 gozlenerek, H,S’in NO yoklugunda dengeleyici etki
gosterdigi bildirilmistir’.

H,S’in NO dondrlerinin vazorelaksan etkilerinde inhibisyona neden oldugu ve
bu inhibisyonun NO ve H,S arasindaki dogrudan bir tepkime sonucunda olusan
nitrozotiyole benzeyen bir molekiil ile iliskili oldugu bildirilmistir’®. Ayrica, yiiksek
derisimlerde NaHS’iin eNOS’u inhibe ettigi rapor edilmistir”. Son yillarda sican
serebral arterinde vyapilan bir c¢alismada NaHS aracilikli vazokonstriksiyonun
endoteliyumun silinmesi ile veya NOS inhibitori L-NAME varliginda arttig

gosterilmistir™®.

2.3.4. Adenilil Siklaz/Siklik Adenozin Monofosfat Yolag

H,S’in fizyolojik derisimde serebral korteks, serebellum sinir hiicreleri ve beyin
hiicrelerinde  SAMP  olusumunu artirdigr  gosterilmistir’”’. NaHS’in  gastrik  asit
sekresyonu artirict etkisinin adenil siklaz inhibitori SQ22536 ile ortadan kalktigi, bu
etkinin olusmasinda adenilil siklaz/sAMP yolaginin etkinlesmesinin etkili oldugu
gosterilmistir®. Rat aortunda H,S’in vazokonstriiktif etkilerine SAMP’nin roliiniin
aragtirlldigt  bir calismada, NaHS’in derisime bagimli olarak p-adrenoseptor
agonistlerinin ve adenilil siklaz etkinlestiricisinin meydana getirdigi gevseme yanitin
ve SAMP olusumunu inhibe ettigi belirlenmistir. Bu dokuda H,S’in vazokonstriktif
etkisinin adenilil siklaz/SAMP yolag: ile iliskili oldugu ileri surtilmistir®. H,S’in
normal baslangi¢ geriliminde serebral arterlerin vazokonstriksiyonunu indukledigi, bu
etkinin serebral vaskiler duz kas hucrelerinde SAMP dizeyini dustiren adenilil siklaz

inhibisyonunun aracilik ettigi gésterilmistir’.

2.3.5. Potasyum Kanallar:

Sican aort ve mezenterik arter diiz kaslarinda, ekzojen H,S’in Katp kanallarin
aktive ederek, hiicre membraninda hiperpolarizasyona neden oldugu pacth-clamp
yontemi ile gosterilmis ve in vivo H,S uygulamasinin neden oldugu hipotansif etkinin
Kare kanal inhibitorii varhginda ortadan kalktig: bildirilmistir®®. Benzer sekilde sican
mezenterik arterinde yapilan bir bagka calismada da voltaj bagimli potasyum kanal
blokdrlerinin NaHS gevsemelerini inhibe ettigi rapor edilmis; H,S’in distik mikromolar

derisimlerinin diz kas kalsiyum duzeyini dustrmesini takiben potasyum kanallarinin
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acilmasina neden oldugu gésterilmistir®®. GYY4137’nin yiiksek kondiiktansh voltaj
bagimli ve kalsiyumla aktive olan potasyum kanallarin: (BK kanallari) dogrudan inhibe
ederek kobay mesane diiz kasinin spontan fazik ve sinirsel uyarimli kasilmasini artirigi
gosterilmistir’®. Kardiyovaskiiler sistemdeki H,S ile olusan gevsemelerin kismen Karp
kanallari, kismen de kiiciik kondiiktansh kalsiyumla etkinlesen potasyum (SKca2*) ve
orta-kondiiktansl: kalsiyumla etkinlesen potasyum (IKc.>") kanallarinin etkinlesmesi

Uzerinden gerceklestigi belirlenmistir®..

2.3.6. Endotel Kaynakh Hiperpolarizan Faktor (EDHF)

Sican mezenterik arterinde ylksek derisimlerde ekzojen H,S ile olusan
gevsemelerin arasidonik asid kaskadindaki sitokrom P450 metabolitleri ile iliskili
oldugu belirlenmis ve H,S’in EDHF salverilmesine neden oldugu ileri siirtilmiistiir®.
H.,S’in sican serebral arterlerindeki EDHF aracilikli yanitlarinin Kc;** kanallarini aktive
etmesine bagh ortaya ciktigi gosterilmistir®. Sican mezenterik ve karotid arterde EDHF

aracilikli gevsemeler CSE inhibitori proparjilglisinle ortadan kalkmugstir®.

2.4. Penil Erektil Doku

Penis, lateralde bulunan iki korpus kavernosum dokusu ile ortada yer alan
korpus spongiosum dokularindan olusmaktadir. Her bir erektil yap: tunica albuginea
adli Ozel bir bag dokusu ile cevrilmistir. Bir ¢ift vaskuler erektil doku olan korpus
kavernoza, ramus iskiyopubica boyunca yerlesmislerdir ve her biri kok penisi
olusturmaktadir®. Erektil doku genis kavernozal sinusoidlerinden ibarettir. Bu
sinusoidler normalde bos olup, arteriyal kan ereksiyon aninda vendz damarlarin kismen
kapal: olmas: nedeniyle biyiik bir basing ve hizla sinusoidlere dolar®®. Kavernozal ve
arter diz kasinin gevsemesi, kanin korpus kavernosumdaki sinusoidal bosluklara
gecmesine ve intrakavernozal basincin artmasina ve buna bagli olarak da penil
ereksiyonuna neden olur®’.

Penil ereksiyonu, kavernoz diiz kas ve kan damarlarinda sempatik, parasempatik
ve nitrerjik sinirler arasindaki dengeye bagl: olarak gerceklesmektedir’. insan penisinde
erektil doku, korpora kavernoza ve diiz kas demetini saran sinusoidal boslugu
cevreleyen endoteliyumdan olusmaktadir. Korpus kavernosum diiz kasinin gevsemesi

penil ereksiyonunun baslamasi ve devam etmesi i¢in énemlidir. Korpus kavernosum
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diiz kasinin tonusu sinirler ve endoteliyum tarafindan kontrol edilmektedir®®. Bu diiz

kasin gevsemesine yol acan mekanizmanin bozulmas: impotense neden olur®.

2.4.1. Penil Erektil Dokunun Periferik Inervasyonu
Korpus kavernosum diiz kas tonusu adrenerjik, kolinerjik ve non-adrenerjik non-
kolinerjik (NANK) olmak Uzere en az Ug¢ noroefektdr sistem ve endoteliyumdan

saliverilen gevsetici ve kasici faktorler tarafindan kontrol edilmektedir®.

2.4.1.1. Parasempatik Etkinlesme

Penil erektil dokunun diiz kas tonusu, pelvik parasempatik sinirler tarafindan
kontrol edilmektedir. Pregangliyonik otonom sinir liflerinin  timunun ve
postgangliyonik parasempatik sinirlerin gogunun nérotransmiteri asetilkolin olup, insan
korpus kavernosumunda kolinerjik sinirlerin®, muskarinik reseptérlerin bulundugu® ve
bu sinirlerden asetilkolin sentez edilip sahverildigi gosterilmistir’. Penil ereksiyonunda
oncelikle, pelvik parasempatik sinir etkinlesmesi ile penil arteriyel dilatasyon meydana
gelmektedir. asetilkolin kolinerjik sinir uglarinda kolin asetiltransferaz enzimi araciligi
ile kolin’in enzimatik asetilasyonuyla sentez edilir®®. Asetil kaynagi, sinir ucundaki
mitokondrilerde sentez edilen asetilkoenzim A’dir.  Kolin sinir ucuna sinaps veya
kavsak araliginda bulunan transportér molekdlleri tarafindan aktif transport yoluyla
alinir.  Sinirlerden saliverilen asetilkolinin etkisine korpus kavernosum diiz Kkasi,
sinlizoitlerdeki endoteliyum ve damarlarda bulunan muskarinik tipteki kolinerjik
reseptorler aracilik ederler. Insan korpus kavernosum dokusunda, dort muskarinik
reseptor alt tipinin (M1-Mg) bulundugu gosterilmis ve bunlardan M, alt tipinin diiz kasta,
Mj alt tipinin ise endoteliyumda lokalize oldugu saptanmistir®. asetilkolin ile olusan
gevsemelerin noradrenalin gibi kasici bir faktoriin inhibisyonuna ve NO gibi gevseme
olusturan bir faktoriin saliverilmesine bagli olustugu bilinmektedir. Adrenerjik sinir
uclarinda inhibitér presinaptik muskarinik reseptorler yerlesim gostermektedir;
parasempatik sinirlerin etkinlesmesi, adrenerjik sinir terminallerindeki muskarinik
reseptorlerin stimiilasyonuyla noradrenalin saliverilmesini inhibe ederek® ve ayrica
endoteliyumdan ve sinirlerden NO ve diger vazodilator peptitlerin saliverilmesini

saglayarak ereksiyon ve penil tiimesansin: olusturur®’.
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2.4.1.2. Sempatik Etkinlesme

Korpus kavernosum diiz kas: sempatik sinirler aracihgiyla kasilmaktadir™.
Adrenerjik sinirlerden saliverilen noradrenalin penil damar agindaki o-adrenerjik
reseptorleri stimile ederek damarlarin ve korpus kavernosumun kasilmasina neden
olmaktadir®. insan korpus kavernosumunda o adrenerjik reseptorler daha fazla olmak
lizere hem o hem de B adrenerjik reseptorler mevcuttur’. o adrenerjik reseptor alt
tiplerinden a;- ve ap-adrenerjik reseptorler bu dokuda bulunmakta olup, a;-adrenerjik
reseptorlerin islevsel olarak daha baskin oldugu gosterilmistir®. Ayrica insan korpus
kavernosumunda aja, oig Ve aip reseptor alt tiplerinin varhig tespit edilmis olup,
noradrenalin ile olusan kasilmalara bu (¢ reseptor alt tipinin aracilik ettigi ileri
strtilmiisttr®™. Noradrenalin ile olugan kasilma, L-tipi voltaj bagimli veya reseptorle-
kenetli Ca** kanallar1 ve Rho-kinaz, Trozin kinaz veya Protein Kinaz C (PKC) aracilikl
Ca?* sensitivitesi ile iliskilidir. Ayrica, noradrenalin’in kontraktil etkisine presinaptik
uctaki op-reseptorlerin stimiilasyonu sonucu vazodilatorlerin salinmasini inhibe etmesi
de aracihk etmektedir’. Insan korpus kavernosumunda presinaptik o,-adrenerjik
reseptorlerin stimilasyonu sonucu adrenerjik sinir ucundan noradrenalin sentezinin

inhibe oldugu gésterilmistir*®.

2.4.1.3. Non-Adrenerjik Non-Kolinerjik inervasyon

2.4.1.3.1. Nitrik Oksit

NO, NOS enziminin katalizledigi bir tepkime ile L-argininden sentez
edilmektedir'®. NOS’un, yapisal néronal NOS (nNOS veya NOSI), indiiklenebilir NOS
(INOS veya NOSII) ve yapisal endoteliyal NOS (eNOS veya NOS I11l) olmak (zere (¢
farkl: izoformu vardir'®?. nNOS ve eNOS Ca?* ve kalmodulin bagiml: yapisal nitelikte

103

izoformlardir'®. Sinir ucunun depolarizasyonu sonucu hiicre igerisine giren Ca?",

kalmodulin ile birlestikten sonra NOS’u aktive eder, NO sentez ve saliverilmesini artirir.
Makrofajlarda olusan ve sitokinler ve endotoksin tarafindan sentezi artirilan iNOS Ca®*

ve kalmodulin-bagimli degildir'®*

. INOS induklenmesinden birka¢ saat sonra nanomolar
derisimlerde proinflamatuvar NO saliverir ve bu uzun sureli devam edebilir.
NO, biyolojik etkilerini SGMP’ye bagimli ve sGMP’den bagimsiz mekanizmalar

olmak Gzere temel olarak iki mekanizma ile gostermektedir’®. NO, diz kas
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hlcresindeki ¢ozunur guanilat siklaz (¢GS) enziminin hem molekiliinde bulunan demir
(Fe*?) atomuna baglanarak enzimin aktif hale gelmesini saglar'®®. Aktiflesen enzim
guanozin trifosfattan SGMP yapimint artirir; SGMP, tip | ¢oziunur sGMP’ye bagimh
protein kinaz G’ye (PKG) baglanarak hticre ici etkilerini olusturur. Aktive olmus PKG,

2+s

hiicre ici Ca®* derisimini veya kontraktil sistemin Ca**’a duyarliligini azaltarak diiz kas
gevsemesine neden olur*®.

NO’nun, erektil islevin dizenlenmesinde Onemli bir rol oynadigi kabul
edilmektedir. Korpus kavernosumda nitrerjik sinirlerden ve sinusoidal endoteliyumdan
saliverilen NO proerektil norotransmiterdir ve kavernoz diiz kasinda gevsemeye neden
olmaktadir®’. NO, hem sinirsel hem de endoteliyuma bagimh gevsemelere aracilik
etmektedir’®. NO erektil islevindeki etkisini GS-sGMP sinyal transdikleme sistemini

aktive ederek olusturmaktadir'®,

2.4.1.3.2. Vazoaktif Intestinal Polipeptit (VIP)

Insan ve hayvanlarda yapilan calismalarda, penil damar yapisinda ve korpus
kavernosum trabekuler diiz kasinda vazoaktif intestinal polipeptit (VIP) iceren sinirlerin
bulundugu ve NOS ve VIP’in birlikte lokalize oldugu gosterilmistir'®. Bu sinirlerin
cogunun Kkolinerjik sinirler icin 6zgul marker olan vezikuller asetilkolin transporter’s
icermesi nedeniyle NO ve VIP iceren sinirlerin kolinerjik oldugu diistinilmektedir®*,
VIP korpus kavernosum dokusundaki etkisini VIP reseptorleri (tip 1 ve 2) ve SAMP’ye
bagimh sinyal transdilkleme kaskad: aracihg: ile olusturmaktadir™?. VIP’in peniste

transmiter veya modulator olarak roll kesin olarak ortaya konulamamastir.

2.4.1.3.3. Adenozin trifosfat (ATP)

ATP ve diger purinlerin izole tavsan korpus kavernosumunda, hem bazal hem de
fenilefrin ile uyarilmig tonusu azalttigi gosterilmistir; bu dokuda ATP’nin NANK bir
transmitter oldugu ve purinerjik transmisyonun, penil ereksiyonunun baslamasi ile
strdiirilmesinde  6nemli bir komponent olabilecegi ileri sirtlmistir™. Ancak,
purinlerin kavernoz diiz kasinda elektriksel uyar: ile olusan yanitlar1 etkilememesi bu
maddelerin, norotransmiter olarak davranmadiklarini, yalnzca ereksiyonun

modilasyonunda rol oynayabileceklerini gdstermektedir™®. Adenozin’in  penil
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ereksiyonunda 6nemli néromodiilatér rolu oldugu ileri stirtilmiistir'®. Ancak, ATP’nin

ereksiyonun fizyolojik mekanizmasindaki rolii heniiz tamamen aydinlatilamamastir.

2.4.1.3.4. Endotelin (ET)

Insan korpus kavernosum dokusunda endotelinler (ET), endoteliyum
tabakasinda yogun olarak bulunurken, diiz kasta daha az tespit edilmistir*’®. insan
korpus kavernosum diiz kasinin membraninda ETa ve ETg reseptérleri®’, sican korpus
kavernosumunda ise yalnizca ETa reseptorleri tespit edilmistir'’. Korpus kavernosum
dokusundaki ETg reseptorlerinin rolii aydinlatilamamistir. ETg reseptor etkinlesmesinin
NO-araciligryla penil vaskiiler tonusunu azalttig: ileri suriilmustir'.

ET’ler gucli vazokonstriktor peptitler olup korpus kavernosumdaki trabekiler
duz kaslarda yavas gelisen fakat uzun stiren kasilmaya neden olmaktadir. Bu etkilerinin,
transmembranal Ca?* girisi (voltaja bagimli veya reseptérle-kenetli Ca®* kanallari),
inozitol trifosfat (IPs)’a duyarl intraseliiller Ca** depolarindan Ca®* saliverilmesi ve
RhoA/Rho-kinaz yolag:r araciligiyla Ca®* sensitizasyonu olmak (izere cesitli
mekanizmalar ile gerceklestirdikleri ileri striilmustir®.

In vitro calismalarda ET’lerin ereksiyonun fizyoloji ve fizyopatolojisinde roli
olabileceginin ileri surtilmesine ragmen, bu peptitlerin ereksiyondaki rolu henuz

aydinlatilamamastir.

2.4.1.3.5. RhoA/Rho-kinaz Yolag:
Son vyillarda yapilan ¢alismalarda, RhoA/Rho-kinaz yolaginin kavernozal diiz

114

kas tonusunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir'*. Insan',

2 ve fare'® korpus kavernosum dokularinda RhoA ve Rho-kinaz

tavsan'?!, sican'?
eksprese edilmistir. Yapilan calismalarda, RhoA/Rho-kinaz yolaginin segici Rho-kinaz
inhibitorleri ile antagonize edilmesi korpus kavernosum dokusunun gevsemesine yol
acmistir?*?*. Bircok cahismada, NO’nun, RhoA/Rho-kinaz aktivitesini inhibe ettigi
rapor edilmigtir'?>26:12",

Diyabet, yaslilik ve hipertansiyon gibi erektil islev bozuklugunun beraberinde
gorulen hastaliklarda korpus kavernosumdaki anormal kontraktilitenin artmis olan

RhoA/Rho-kinaz ile iliskili olabilecegi ileri strtimistur*?®*?°**  Erektil islev

16



bozuklugu tedavisinde yeni yontemlerin gelistirilmesi i¢in Rho/Rho-kinaz yolaginin

potansiyel bir hedef olabilecegi diisiinilmektedir'3:.
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3. GEREC ve YONTEMLER

Deneylerde C.U. Tip Fakiltesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi
(DETAUM)’dan saglanan 20-25 gram agirliginda Swiss-albino erkek fareler kullanild:.
Deneyde kullanilacak fareler pleksiglas kafeslerde oda sicakliginda (20+0.5 °C) ve 151k
kontrollii (12 saat aydinlik 12 saat karanlk) ortamda muhafaza edildi. Cahsma C.U.
Tibbi Bilimler Deneysel arastirma ve Uygulama Merkezi Etik Kurulundan alinan izin

cercevesinde yapildi.

3.1. In vitro Cahsmalar

Servikal dislokasyon ile oldurtlen farelerin penisleri cikarilarak Krebs
soliisyonu (mM olarak; NaCl 119, KCI 4.6, CaCl, 1.5, MgCl, 1.2, NaHCO3 15, NaPO,
1.2, glukoz 11) iceren Petri kabina aktarildi. Glans penis ve uUretra ¢ikarilip, iki korpus
kavernosum arasindaki fibroz septum kesilerek her bir korpus kavernosum stribi tunika
albuginea intakt birakilmak tzere bagli bulunan dokulardan ayrild: ve iki ayr1 korpus
kavernosum preparat: elde edildi. izole edilen korpus kavernosum dokular1 200 mg
bazal tonus altinda, 37°C sicakhikta, %95 oksijen ve %5 karbondioksit gazi ile
havalandirilan Krebs solisyonunda ilk 30 dakika 10’ar dakikalik araliklarla yikanarak
60 dakikalik denge periyodunda bekletildi. Tim deneylerin baslangicinda bu islem
uygulandi. 60 dakikalik inkiibasyon sonunda dokulara deneysel protokol uygulandi.
Doku yanitlari izotonik gli¢ donlstlrtct (Ugo Basile, 7006) ve kaydedici (Ugo Basile
Gemini, 7070) ile kaydedildi.

3.1.1. Korpus Kavernosum Dokusunda Fenilefrin Kasiimalari Uzerinde L-

Sisteinin Gevsetici Etkileri

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°® M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:
elde edildikten sonra 10° M derisimde L-sistein ile ilk seri gevsemeler elde edildi. Daha
sonra doku Krebs sollisyonu ile yikandi ve Krebs soliisyonunda 30 dakikalik ara
inkibasyondan sonra ikinci seri gevsemeleri elde etmek icin fenilefrin kasilmalar
Uzerine L-sistein uygulamasi yapildi. Doku tekrar yikanarak 30 dakikalik inkiibasyona
birakildi. Istatistiksel olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon
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sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10° M) ve papaverin (10* M) uygulamas: ile
gevseme yaniti elde edildi.

3.1.2. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine CBS ve CSE Enzim Inhibitorlerinin
Etkileri

3.1.2.1. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine AOAA’nin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°® M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:
elde edildikten sonra 10° M derisimde L-sistein ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
Doku Krebs soliisyonu ile yikand: ve 30 dakika secgici CBS enzim inhibitori AOAA
(10 M) iceren Krebs soliisyonu ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar
fenilefrin ile kastirilarak L-sistein yamtlari kaydedildi. Ikinci seri yanitlar elde
edildikten sonra doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakild:. Istatistiksel
olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile

kastirildi (5x10°® M) ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.

3.1.2.2. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine PAG’1n EtkKisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10 M derisimde L-sistein ile ilk seri gevsemeler elde edildi. Daha
sonra doku Krebs solusyonu ile yikand: ve 30 dakika secici CSE enzim inhibitori PAG
(10 M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile kastirilarak
L-sistein yanitlar1 kaydedildi. ikinci seri yanmitlar elde edildikten sonra doku tekrar
yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. istatistiksel olarak % gevsemeyi
hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10°° M)
ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.
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3.1.2.3. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine AOAA ve PAG Kombinasyonunun

Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokular1 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10° M derisimde L-sistein ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
Daha sonra doku Krebs soliisyonu ile yikandi ve 30 dakika AOAA (107 M) ve PAG
(10 M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile kastirilarak
L-sistein yanitlar1 kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra doku tekrar
yikandi ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak % gevsemeyi
hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10°° M)

ve papaverin (10 M) uygulamasi ile gevseme yanit: elde edildi.

3.1.3. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Muskarinik Reseptér Blokorlerinin
Etkileri

3.1.3.1. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Segici M; Reseptor Blokori

Pirenzepinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkibasyon
sonunda 5x10°® M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:
elde edildikten sonra 10 M derisimde L-sistein ile ilk seri gevsemeler elde edildi. Daha
sonra doku Krebs solusyonu ile yikandi ve 30 dakika secici M; reseptor blokori
pirenzepin (10° M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile
kastirilarak L-sistein yanitlart kaydedildi. Ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra doku
tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak % gevsemeyi
hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10° M)

ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.

3.1.3.2. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Segici M, Reseptor Blokorii AF-DX

116’nmin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°® M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:

elde edildikten sonra 10 M derisimde L-sistein ile ilk seri gevsemeler elde edildi. Daha
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sonra doku Krebs solusyonu ile yikand: ve 30 dakika segici M, reseptér blokori AF-DX
116 (10° M) ile inkibe edildi ve inkibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile
kastirilarak L-sistein yanitlar kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra doku
tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak % gevsemeyi
hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10°° M)
ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.

3.1.3.3. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Secici M3z Reseptér Blokoru 4-

DAMP’1In Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10 M derisimde L-sistein ile ilk seri gevsemeler elde edildi. Daha
sonra doku Krebs soliisyonu ile yikandi ve 30 dakika secici Mj reseptdr blokori 4-
DAMP (107 M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile
kastirilarak L-sistein yanitlar1 kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra doku
tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak % gevsemeyi
hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10°° M)
ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.

3.1.3.4. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Segici Olmayan Muskarinik Reseptor

Blokoru Atropinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°® M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:
elde edildikten sonra 10 M derisimde L-sistein ile ilk seri gevsemeler elde edildi. Daha
sonra doku Krebs sollisyonu ile yikandi ve 30 dakika secici olmayan muskarinik
reseptdr blokorii atropin (5x10° M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku
tekrar fenilefrin ile kastirilarak L-sistein yanitlar1 kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde
edildikten sonra doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakild:. Istatistiksel
olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile

kastirildi (5x10°® M) ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yaniti elde edildi.
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3.1.4. Korpus Kavernosum Dokusunda Fenilefrin Kasilmalarn Uzerinde

Kiamdalatif Ekzojen H,S’in Gevsetici Etkileri

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10°-10° M konsantrasyonlarda kiimiilatif ekzojen H.S ile ilk seri
gevsemeler elde edildi. Daha sonra doku Krebs solusyonu ile yikandi ve Krebs
soliisyonunda 30 dakikalik ara inklibasyondan sonra ikinci seri gevsemeleri elde etmek
icin fenilefrin kasilmalar: tizerine ekzojen H,S uygulamas: yapildi. Ikinci seri yanitlar
elde edildikten sonra doku tekrar yikandi ve 30 dakikalik inkibasyona birakildi.
Istatistiksel olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda
fenilefrin ile kastirildi (5x10° M) ve papaverin (10 M) uygulamasi ile gevseme yanit:
elde edildi.

3.1.5. Ekzojen H,S Gevsemeleri Uzerine Muskarinik Reseptor Blokorlerinin
Etkileri

3.1.5.1. Ekzojen H,S Gevsemeleri Uzerine Secici M; Reseptor Blokorii

Pirenzepinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10°-10 M konsantrasyonlarda kiimiilatif ekzojen H,S ile ilk seri
gevsemeler elde edildi. Daha sonra doku Krebs soliisyonu ile yikandi ve 30 dakika
secici M reseptor blokorii pirenzepin (10°° M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda
doku tekrar fenilefrin ile kastirilarak H,S yanitlar1 kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde
edildikten sonra doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakild:. Istatistiksel
olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile
kastirildi (5x10° M) ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.
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3.1.5.2. Ekzojen H,S Gevsemeleri Uzerine Secici M, Reseptor Blokorii AF-

DX 116’nin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10°-10° M konsantrasyonlarda kiimiilatif ekzojen H.S ile ilk seri
gevsemeler elde edildi. Daha sonra doku Krebs soliisyonu ile yikandi ve 30 dakika
secici M, reseptor blokorii AF-DX 116 (10° M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon
sonunda doku tekrar fenilefrin ile kastirilarak H,S yanitlar1 kaydedildi. ikinci seri
yanitlar elde edildikten sonra doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi.
Istatistiksel olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda
fenilefrin ile kastirildi (5x10° M) ve papaverin (10 M) uygulamasi ile gevseme yanit:
elde edildi.

3.1.5.3. Ekzojen H,S Gevsemeleri Uzerine Segici M3 Reseptér Blokoru 4-

DAMP’1In EtkKisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°® M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:
elde edildikten sonra 10°-10° M konsantrasyonlarda kiimiilatif ekzojen H.S ile ilk seri
gevsemeler elde edildi. Daha sonra doku Krebs sollisyonu ile yikandi ve 30 dakika
secici M3 reseptor blokérii 4-DAMP (107 M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda
doku tekrar fenilefrin ile kastirilarak H,S yanitlar1 kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde
edildikten sonra doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakild:. Istatistiksel
olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile

kastirildi (5x10° M) ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.

3.1.5.4. Ekzojen H,S Gevsemeleri Uzerine Segici Olmayan Muskarinik

Reseptdr Blokori Atropinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10°-10 M konsantrasyonlarda kiimiilatif ekzojen H.S ile ilk seri
gevsemeler elde edildi. Daha sonra doku Krebs soliisyonu ile yikandi ve 30 dakika

secici olmayan muskarinik reseptor blokérii atropin (5x10° M) ile inkiibe edildi ve
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inklibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile kastirilarak H,S yanitlari kaydedildi.
Ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik
inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek igin, dokular
inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10° M) ve papaverin (10* M)

uygulamasi ile gevseme yaniti elde edildi.

3.1.6. Korpus Kavernosum Dokusunda Fenilefrin Kasiimalari Uzerinde

Asetilkolinin Gevsetici Etkileri

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkibasyon
sonunda 5x10°® M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:
elde edildikten sonra 10° M derisimde asetilkolin ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
Daha sonra doku Krebs soltsyonu ile yikand: ve 30 dakika Krebs soltisyonunda inklbe
edildi ve inklbasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile kastirilarak asetilkolin yanitlari
kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik
inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek igin, dokular
inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10° M) ve papaverin (10* M)

uygulamasi ile gevseme yaniti elde edildi.

3.1.7. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Muskarinik Reseptér Blokorlerinin
Etkileri

3.1.7.1. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Secici M; Reseptér Blokorii

Pirenzepinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10°® M derisimde asetilkolin ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
Daha sonra doku Krebs sollsyonu ile yikand: ve 30 dakika secici M; reseptor blokori
pirenzepin (10° M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile
kastirilarak asetilkolin yanitlari kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra
doku tekrar yikand: ve Krebs sollisyonunda 30 dakikalik ara inkiibasyondan sonra ikinci
seri gevsemeleri elde etmek icin fenilefrin kasilmalar: Gzerine asetilkolin uygulamasi

yapildi. Istatistiksel olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon
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sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10° M) ve papaverin (10* M) uygulamas: ile
gevseme yaniti elde edildi.

3.1.7.2. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Segici M, Reseptor Blokori AF-DX

116’nmin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10° M derisimde asetilkolin ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
Daha sonra doku Krebs sollsyonu ile yikand: ve 30 dakika secici M, reseptor blokori
AF-DX 116 (10® M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile
kastirilarak asetilkolin yanitlari kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra
doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak %
gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirild
(5x10°® M) ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.

3.1.7.3. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Secgici M3 Reseptér Blokori 4-

DAMP’1In Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°® M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:
elde edildikten sonra 10° M derisimde asetilkolin ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
Daha sonra doku Krebs soliisyonu ile yikand: ve 30 dakika secici M3 reseptor blokoru
4-DAMP (107 M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile
kastirilarak asetilkolin yanitlari kaydedildi. ikinci seri yamitlar elde edildikten sonra
doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak %
gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirildi

(5x10°® M) ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.

3.1.7.4. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Segici Olmayan Muskarinik

Reseptor Blokdoru Atropinin EtKisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkibasyon
sonunda 5x10°® M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:

elde edildikten sonra 10° M derisimde asetilkolin ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
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Daha sonra doku Krebs sollsyonu ile yikand: ve 30 dakika secici M3 reseptor blokori
atropin (5x10 M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile
kastirilarak asetilkolin yanitlari kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra
doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak %
gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirild
(5x10°° M) ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yaniti elde edildi.

3.1.8. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine L-Sistein Sentez Enzimlerinin
Etkileri

3.1.8.1. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine AOAA’nin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokular1 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yanit:
elde edildikten sonra 10°® M derisimde asetilkolin ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
Daha sonra doku Krebs soliisyonu ile yikand: ve 30 dakika secici CBS enzim inhibitoru
AOAA (10° M) ile inkibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile
kastirilarak asetilkolin yanitlari kaydedildi. ikinci seri yamitlar elde edildikten sonra
doku tekrar yikandi ve 30 dakikahk inkibasyona birakildi. istatistiksel olarak %
gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirild
(5x10°® M) ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.

3.1.8.2. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine PAG’In EtKisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10° M derisimde asetilkolin ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
Daha sonra doku Krebs soliisyonu ile yikand: ve 30 dakika secici CBS enzim inhibitori
PAG (10% M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile
kastirilarak asetilkolin yanitlart kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra
doku tekrar yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. Istatistiksel olarak %
gevsemeyi hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirild
(5x10°® M) ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.
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3.1.8.3. Asetilkolin Gevsemeleri AOAA ve PAG Kombinasyonunun Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokulari 60 dakikalik inkiibasyon
sonunda 5x10°° M derisimde fenilefrin ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato yaniti
elde edildikten sonra 10° M derisimde asetilkolin ile ilk seri gevsemeler elde edildi.
Daha sonra doku Krebs soliisyonu ile yikandi ve 30 dakika AOAA (10° M) ve PAG
(10 M) ile inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda doku tekrar fenilefrin ile kastirilarak
asetilkolin yanitlar1 kaydedildi. ikinci seri yanitlar elde edildikten sonra doku tekrar
yikand: ve 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. istatistiksel olarak % gevsemeyi
hesaplayabilmek icin, dokular inkiibasyon sonrasinda fenilefrin ile kastirildi (5x10°° M)
ve papaverin (10 M) uygulamast ile gevseme yanit: elde edildi.

3.2. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Asetilkolin, NaHS ve L-sistein ile olusturulan birinci ve ikinci seri gevsemeler,
papaverin gevsemelerinin ytizdesi olarak degerlendirildi. Papaverin gevsemesi 100
olarak kabul edildi. Birinci ve ikinci serideki gevsemeler papaverine gore oranlandi.
Papaverin ile olusan gevseme degeri (A) ve diger gevsetici ajanlar ile elde edilen
gevseme degeri ise (B) gosterildi. Milimetre olarak Olculen bu degerlere asagidaki
formal uygulandi.

% gevseme: Bx100/A

Gruplarin % degerleri ortalama (X)xStandart Hata seklinde ifade edildi. Gruplar
arasi istatistiksel unpaired-t testi yapildi ve 0.05°ten kiiglik P degerleri anlamli olarak
kabul edildi (P<0.05).

3.3. Kullamilan ilaclar ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Fenilefrin, asetilkolin, L-sistein, NaHS, atropin, pirenzepin, AF-DX 116, 4-
DAMP, AOAA, PAG ve papaverin SIGMA firmasindan elde edildi.

Sodyum hidrojen silfiir buzlu ortamda hazirland: ve -4C%’de muhafaza edildi.
AF-DX 116 ve 4-DAMP stok soltsyonlart dimetil stlfoksit (DMSO) ve diger tim
maddeleri soltsyonlar: distile su igerisinde hazirlandi. L-sistein, sodyum hidrojen stlftr,
amino-oksiasetik asit, AF-DX 116, atropin, fenilefrin, papaverin, pirenzepin, proparjil
glisin, 4-DAMP ve Krebs solusyonu glnlik olarak hazirlandi. DMSO’nun kasilma ve

gevseme yanitlar: tzerine etkisi gozlenmedi.
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4. BULGULAR

4.1. Korpus Kavernosum Dokusunda Fenilefrin Kasilmalarn Uzerinde L-

Sisteinin Gevsetici Etkileri

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara tek doz L-sistein (10 M) uygulanmas: ile gevseme meydana geldi. Dokular
Krebs soliisyonu ile yikand: ve 30 dakikalik inklibasyondan sonra ikinci seri L-sistein
(102 M) gevsemesi elde edildi. Birinci ve ikinci olarak elde edilen tek doz L-sistein
(10 M) yanitlarinin papaverin gevsemelerine gére ortalama yiizde degerleri sirasi ile
28.01+3.1 ve 30.35+3.5 idi. Birinci seri ve ikinci seri gevsemeler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu (Sekil 6; P> 0.05; n=9).
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Sekil 6. izole fare korpus kavernosum seritlerinde L-sitein (10° M) gevseme yanitarinin bar grafigi. Veriler
ortalama £ SH olarak ifade edildi (n=9).
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4.2. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine CBS ve CSE Enzim iInhibitorlerinin
Etkileri

4.2.1. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine AOAA’nin EtKkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamas: kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara L-sistein (10° M) uygulamas: ile gevseme meydana geldi. Dokular CBS
enzim inhibitori AOAA (10° M) iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inkiibasyona
birakildi ve bu strenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri L-sistein
(10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde edilen L-sistein (10° M)
yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde degeri 22.34+2.9 iken AOAA
ortaminda inkiibasyondan sonra L-sistein (10° M) ile elde edilen yiizde degeri
28.16+3.2 idi. Birinci ve ikinci seri gevsemeler arasinda anlamli bir fark gézlenmedi
(Sekil 7; P >0.05; n=6).
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Sekil 7. Izole fare korpus kavernosum seritlerinde L-sistein (10 M) gevseme yanitlar1 (izerine AOAA (10°
3 M)’ nin etkisinin bar grafigi. Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.2.2. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine PAG’1n EtKisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara L-sistein (10 M) uygulamast ile gevseme meydana geldi. Dokular CSE enzim
inhibitorii PAG (10 M) iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inkiibasyona birakild
ve bu siirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri L-sistein (10 M)
gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde edilen L-sistein (103 M) yanitlarinin
papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde degeri 38.27+7.8 iken PAG ortaminda
inkiibasyondan sonra L-sistein (10 M) ile elde edilen yiizde degeri 25.42+5.8 idi. PAG
varhiginda, ikinci seri gevsemelerde istatistiksel olarak anlamli bir azalma godzlendi
(Sekil 8; P <0.05; n=6)
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Sekil 8. 1izole fare korpus kavernosum*seritlerinde L-sistein (10° M) gevseme yanitlar1 iizerine PAG (107
M)’ min etkisinin bar grafigi. - Kontrol grubuna gére anlamliligi géstermektedir (P<0.05). Veriler
ortalama £ SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.2.3. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine AOAA ve PAG Kombinasyonunun

Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara L-sistein (10 M) uygulamast ile gevseme meydana geldi. Dokular CBS ve
CSE enzim inhibitorleri PAG (102 M) ve AOAA (10°) iceren Krebs’li banyo
ortaminda 30 dk inkiibasyona birakild: ve bu sirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis
dokularda ikinci seri L-sistein (10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde
edilen L-sistein (10° M) yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde
degeri 21.28+5.2 iken AOAA ve PAG ortaminda inkiibasyondan sonra L-sistein (10 M)
ile elde edilen yiuzde degeri 24.03£3.1 idi. AOAA ve PAG varliginda, ikinci seri
gevsemelerde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 9; P >0.05;
n=6)
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Sekil 9. izole fare korpus kavernosum seritlerinde L-sistein (10° M) gevseme yanitlar tizerine AOAA(107
M) ve PAG (102 M) kombinasyonunun etkisinin bar grafigi. Veriler ortalama + SH olarak ifade
edildi ( n=6).
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4.3. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Muskarinik Reseptor Blokorlerinin
Etkileri

4.3.1. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Segici M; Reseptor Blokori

Pirenzepinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokularin fenilefrin (5x10° M) ile
kastirildiktan sonra L-sistein (10 M) uygulamast ile birinci seri gevseme yaniti elde
edildi. Dokular M; reseptor blokérii pirenzepin (10° M) iceren Krebs’li banyo
ortaminda 30 dk inklibasyona birakildi ve bu siirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis
dokularda ikinci seri L-sistein (10 M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde
edilen L-sistein (10° M) yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde
degeri 41.86+4.9 iken pirenzepin ortaminda inkiibasyondan sonra L-sistein (10 M) ile
elde edilen yamitinin ylzde degeri 33.85+2.7 idi. Pirenzepin varliginda, ikinci seri
gevsemelerde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 18; P<0.05; n=6).
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Sekil 10. izole fare korpus kavernosum seritlerinde teK doz L-sistein (10 M) gevseme yanitlar: Uizerine
pirenzepin (10° M)’in etkisinin bar grafigi. ~ Kontrol grubuna gore anlamlihig gostermektedir
(P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.3.2. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Secici M, Reseptér Blokéri AF-DX

116’nmin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokular: fenilefrin (5x10° M) ile
kastirildiktan sonra L-sistein (10° M) uygulanmast ile birinci seri gevseme yanitu elde
edildi. Dokular M, reseptor blokorii AF-DX 116 (10° M) iceren Krebs’li banyo
ortaminda 30 dk inklibasyona birakildi ve bu sirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis
dokularda ikinci seri L-sistein (10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde
edilen L-sistein (10° M) yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde
degeri 34.27+0.8 iken AF-DX 116 ortaminda inkiibasyondan sonra L-sistein (10 M)
ile elde edilen yiizde degeri 33.17+ 2.2 idi. Birinci ve ikinci seri gevseme yanitlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik g6zlenmedi (Sekil 11; P >0.05; n=6).
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Sekil 11.  izole fare korpus kavernosum seritlerinde L-sistein (10 M) gevseme yanitlar: iizerine AF-DX
116 (10°® M)’nin etkisinin bar grafigi. Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.3.3. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Segici Mz Reseptor Blokori 4-DAMP’

1n Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara L-sistein (10° M) uygulamas: ile gevseme meydana geldi. Dokular Ms
reseptor blokorii 4-DAMP (107 M) iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inkiibasyona
birakild: ve bu sirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri L-sistein
(10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde edilen L-sistein (10° M)
yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde degeri 24.56+2.8 iken 4-
DAMP ortaminda inkiibasyondan sonra asetilkolin (10° M) ile elde edilen yiizde degeri
13.52+1.5 idi. 4-DAMP varhiginda, ikinci seri gevsemelerde istatistiksel olarak anlaml
bir azalma gozlendi (Sekil 12; P <0.05; n=6)
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Sekil 12.  izole fare korpus kavernosum seritlerinde L-sistein (10° M) gevseme yanitlar: iizerine 4-DAMP
(107 M)’nin etkisinin bar grafigi. ~ Kontrol grubuna gére anlamhihig: gdstermektedir (P<0.05).
Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi ( n=6).
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4.3.4. L-Sistein Gevsemeleri Uzerine Secici Olmayan Muskarinik Reseptor

Blokoru Atropinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara L-sistein (10° M) uygulamas: ile gevseme meydana geldi. Dokular secici
olmayan muskarinik reseptor blokorii atropin (5x10° M) iceren Krebs’li banyo
ortaminda 30 dk inkiibasyona birakild: ve bu sirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis
dokularda ikinci seri L-sistein (10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde
edilen L-sistein (10° M) yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde
degeri 34.43+4.8 iken atropin ortaminda inkiibasyondan sonra L-sistein (10 M) ile elde
edilen ylzde degeri 26.15+2.0 idi. Atropin varliginda, ikinci seri gevsemelerde

istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 21; P <0.05; n=6)
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Sekil 13. izole fare korpus kavernosum seritlerinde L-sistein (10 M) gevseme yanitlar: iizerine atropin
(5x10™° M)’ in etkisinin bar grafigi. - Kontrol grubuna gére anlamlihig: géstermektedir (P<0.05).
Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.4. Korpus Kavernosum Dokusunda Meydana Getirilen Kasilmalar

Uzerinde Kiimilatif Ekzojen H,S’in Gevsetici Etkileri

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokular: fenilefrin (5x10° M) ile
kastirildiktan sonra kiimiilatif ekzojen H,S (10 -10° M) uygulanmas: ile birinci seri
gevseme yanitlar: elde edildi. Dokular Krebs sollisyonu ile yikanarak banyo ortaminda
30 dk inkubasyona birakild: ve bu siirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda
ikinci seri kiimulatif ekzojen H,S (10° -10° M) uygulamas: yapildi Birinci seri
kiimulatif ekzojen H,S (10°-10° M) gevsemelerinin yiizde degerleri siras1 ile 1.03+1.1,
1.98+2.21, 5.65+2.5, 8.58+2.8, 20.82+5.1, 58.65+7.0, 107.80+6.8 olup, pD, degeri
3.18+0.12 iken ikinci seri kiimiilatif ekzojen H,S (10° -10 M) yiizde degerleri siras
ile 0.61+1.2, 4.18+1.9, 8.9+2.8, 11.41+3.0, 18.36+4.3, 58.8948.13, 93.27+7.0 olup, pD,
degeri 3.30+£0.14 idi. NaHS gevsemelerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
g6zlenmedi (Sekil 14; P>0.05; n=11).
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Sekil 14. izole fare korpus kavernosum seritlerinde kiimiilatif ekzojen H,S’in (10°-10° M) I. ve Il. seri
gevseme yanitlarinin grafigi. Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=11).
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4.5. Ekzojen H,S Gevsemeleri Uzerine Muskarinik Reseptor Blokorlerinin
Etkileri

45.1. Ekzojen H,S Gevsemeleri Uzerine Segici M; Reseptor Blokori

Pirenzepinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokular: fenilefrin (5x10° M) ile
kastirildiktan sonra kiimiilatif ekzojen H,S (10 -10° M) uygulamast ile birinci seri
gevseme yanitlar: elde edildi. Dokular secici M reseptér blokorii pirenzepin (10° M)
iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inklbasyona birakild: ve bu siirenin sonunda
fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri kiimilatif ekzojen H,S (10° -10° M)
uygulamas: yapildi.  Ilagsiz ortamda kimilatif ekzojen H,S (10° -10° M)
gevsemelerinin yuzde degerleri sirast ile -1.41+0.9, -1.92+1.1, -1.75+1.1, 0.99£1.5,
58.25+9.0, 86.55+4, 88.55+4.2 olup pD, degeri 4.01+£0.10 iken pirenzepin ortaminda
inkiibasyondan sonra elde edilen kiimiilatif ekzojen H,S (10° -10° M) vyiizde degerleri
sirast ile -1.63+1, -1.75+1, -1.27+1.5, 0.28+2.1, 28.60+5.9, 69.58+2.8, 75.54+3.7 olup,
pD, degeri 3.78+0.09 idi. Pirenzepin, dislik konsantrasyonlardaki ekzojen H,S (10°°-
3x10™ M) gevsemelerini etkilemezken yiiksek konsantrasyonlardaki ekzojen H,S (10™*-
10 M) gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldu (Sekil
15; P< 0.05; n=6).
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Sekil 15. izole fare korpus kavernosum seritlerinde kiimiilatif ekzojen H,S’in (10°-10° M) gevseme
yanitlar: iizerine pirenzepin (10" M)’in etkisinin grafigi. ~ Kontrol grubuna gére anlamlilig:
gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.5.2. Ekzojen H,S gevsemeleri Uizerine Segici M, Reseptor Blokori AF-DX

116’nin etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokular: fenilefrin (5x10° M) ile
kastirildiktan sonra kiimiilatif ekzojen H,S (10 -10° M) uygulamast ile birinci seri
gevseme yanitlar: elde edildi. Dokular segici M, reseptor blokérii AF-DX 116 (10° M)
iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inklbasyona birakild: ve bu stirenin sonunda
fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri kimilatif ekzojen H.S (10° -10° M)
uygulamas: yapildi.  Ilagsiz ortamda kimilatif ekzojen H,S (10° -10° M)
gevsemelerinin yizde degerleri siras1 ile -1.18+0.8, 0.57+2.2, 1.78+2.8, 3.87%3.1,
21.59+6.4, 82.60+2.3, 87.73x2.2 olup, pD, degeri 3.67+0.11 iken AF-DX 116
ortaminda inkiibasyondan sonra elde edilen kimilatif ekzojen H,S (10° -10° M) vyiizde
degerleri sirasi ile 0.12+0.8, 2.72+1.9, 5.45+ 2.4, 8.93+2.6, 19.194+6.4, 68.77+3.4,
78.12+2.3 olup, pD, degeri 3.63+£0.11 idi. AF-DX 116, dusiik konsantrasyonlardaki
ekzojen H,S (10°-10* M) gevsemelerini etkilemezken yiiksek konsantrasyonlardaki
ekzojen H,S (3x10%-10° M) gevseme yamtlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalmaya neden oldu (Sekil 16; P< 0.05; n=6).
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Sekil 16. izole fare korpus kavernosum seritlerinde kiimilatif ekzojen H,S’in (10°-10° M) gevseme
yanitlari Gizerine AF-DX 116 (10° M)’min etkisinin grafigi. ~ Kontrol grubuna gére
anlamlihg: gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.5.3. Ekzojen H,S Gevsemeleri Uzerine Secici Ms; Reseptor Blokori 4-

DAMP’ 1n EtKisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokular: fenilefrin (5x10° M) ile
kastirildiktan sonra kiimiilatif ekzojen H,S (10 -10° M) uygulamast ile birinci seri
gevseme yanitlar elde edildi. Dokular segici M reseptér blokérii 4-DAMP (107 M)
iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inklbasyona birakild: ve bu siirenin sonunda
fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri kimilatif ekzojen H,S (10° -10° M)
uygulamas: yapildi.  Ilagsiz ortamda kimilatif ekzojen H,S (10° -10° M)
gevsemelerinin yuzde degerleri sirasi ile -0.01+1, 0.70+1.5, 1.83+2.5, 7.84+2.8,
14.47£3.7, 64.31£7.8, 80.19+6.2 olup, pD, degeri 3.52+0.13 iken 4-DAMP ortaminda
inkiibasyondan sonra elde edilen kiimiilatif ekzojen H,S (10° -10° M) vyiizde degerleri
sirast ile -1.79£1.6, -0.70£1.7, -2.65+3.0, 2.40£1.62, 16.25+5.41, 49.05+9.2, 67.72+4.6
olup, pD; degeri 3.54+0.15 idi. 4-DAMP, diisuk konsantrasyonlardaki ekzojen H,S (10°
®.10* M) gevsemelerini etkilemezken yiiksek konsantrasyonlardaki ekzojen H,S (3x10°
4.10° M) gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldu
(Sekil 17; P< 0.05; n=6).
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Sekil 17.  Izole fare korpus kavernosum seritlerinde kiimiilatif ekzojen H,S’in (10°-10° M) gevseme
yanitlar1 iizerine 4-DAMP (107 M)’in etkisinin grafigi. =~ Kontrol grubuna gére anlamlilig:
gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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45.4. Ekzojen H,S Gevsemeleri Uzerine Secici Olmayan Muskarinik

Reseptor Blokori Atropin’ in Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokular: fenilefrin (5x10° M) ile
kastirildiktan sonra kiimiilatif ekzojen H,S (10 -10° M) uygulamas: ile birinci seri
gevseme yanitlar elde edildi. Dokular secici olmayan muskarinik reseptor blokori
atropin (5x10° M) iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inkiibasyona birakild: ve bu
strenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri kimiulatif ekzojen H,S
(10 -10° M) uygulamas: yapild. ilagsiz ortamda kiimiilatif ekzojen H,S (10 -10° M)
gevsemelerinin yiizde degerleri sirast ile 0.94+1.1, 2.25+1.6, 3.85+2.3, 5.72+2.8,
55.24+6.4, 89.8845.1, 94.61+5.2 olup, pD, degeri 3.95+£0.10 iken, atropin ortaminda
inkiibasyondan sonra elde edilen kiimiilatif ekzojen H,S (10° -10° M) vyiizde degerleri
sirast ile 1.06+1, 3.08+1.7, 3.81+1.8, 7.04+2.7, 32.80+4.6, 57.74+4.2, 65.44+4.3 olup,
pD, degeri 3.87+0.10 idi. Atropin, disiik konsantrasyonlardaki ekzojen H,S (10°-3x10°
> M) gevsemelerini etkilemezken yiiksek konsantrasyonlardaki ekzojen H,S (10-102
M) gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldu (Sekil 18;
P< 0.05; n=6).
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Sekil 18. izole fare korpus kavernosum seritlerinde kiimilatif ekzojen H,S’in (10°-10° M) gevseme
yanitlari tizerine atropin (5x10° M)’in etkisinin grafigi. - Kontrol grubuna gére anlamlihig:
gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.6. Korpus Kavernosum Dokusunda Fenilefrin Kasilmalarn Uzerinde

Asetilkolinin Gevsetici Etkileri

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda 0zgil os-adrenerjik
reseptor agonisti fenilefrin (5x10° M) uygulamasi kasilma yanit: ve bunu izleyen plato
faz1 olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis dokulara tek doz asetilkolin (10° M)
uygulanmas: ile gevseme meydana geldi. Doku Krebs solusyonu ile yikand: ve 30
dakikalik inkiibasyondan sonra ikinci seri asetilkolin (10° M) gevsemesi elde edildi.
Birinci ve ikinci olarak elde edilen tek doz asetilkolin (10° M) yanitlarinin papaverin
gevsemelerine gore ortalama ylzde degerleri sirasi ile 28.95+4.9 ve 30.87%3.8 idi.
Birinci seri ve ikinci seri gevsemeler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(Sekil 19; P> 0.05; n=6).
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Sekil 19.  izole fare korpus kavernosum seritlerinde tek doz asetilkolin (10° M) gevseme yanitarinin bar
grafigi. Veriler ortalama £ SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.7. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Muskarinik Reseptér Blokorlerinin
Etkileri

4.7.1. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Secici M; Reseptor Blokori

Pirenzepinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokularin fenilefrin (5x10° M) ile
kastirildiktan sonra asetilkolin (10° M) uygulamas ile birinci seri gevseme yanit: elde
edildi. Dokular M; reseptor blokérii pirenzepin (10° M) iceren Krebs’li banyo
ortaminda 30 dk inklibasyona birakildi ve bu siirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis
dokularda ikinci seri asetilkolin (10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde
edilen asetilkolin (10°® M) yanitlarinin papaverin gevsemelerine gére ortalama yiizde
degeri 25.11+5.0 iken pirenzepin ortaminda inklbasyondan sonra asetilkolin (10° M)
ile elde edilen yamtinin yiizde degeri 6.697+ 2.2 idi. Pirenzepin varhiginda, ikinci seri
gevsemelerde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 20; P<0.05; n=6).
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Sekil 20. izole fare korpus kavernosum seritlerinde tek doz asetilkolin (10° M) gevseme yanitlar:

lizerine pirenzepin (10° M)’in etkisinin bar grafigi. ~ Kontrol grubuna gére anlamlilig:
gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.7.2. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Segici M, Reseptér Blokorii AF-DX

116’nmin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokular: fenilefrin (5x10° M) ile
kastirildiktan sonra asetilkolin (10° M) uygulanmas: ile birinci seri gevseme yaniti
elde edildi. Dokular M, reseptér blokdrii AF-DX 116 (10° M) iceren Krebs’li banyo
ortaminda 30 dk inklibasyona birakildi ve bu sirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis
dokularda ikinci seri asetilkolin (10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde
edilen asetilkolin (10° M) yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde
degeri 31.10+1.7 iken AF-DX 116 ortaminda inkiibasyondan sonra asetilkolin (10°® M)
ile elde edilen yizde degeri 26.14+0.8 idi. AF-DX 116 varliginda, ikinci seri

gevsemelerde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 21; P<0.05; n=6).
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Sekil 21.  izole fare korpus kavernosum seritlerinde asetilkolin (10° M) gevseme yanitlar: iizerine AF-DX
116 (10° M)’nin etkisinin bar grafigi. =~ Kontrol grubuna gére anlamlihg gostermektedir
(P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.7.3. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Segici M3 Reseptor Blokoru 4-

DAMP’ 1n EtKisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara asetilkolin (10° M) uygulamas: ile gevseme meydana geldi. Dokular Ms
reseptodr blokorii 4-DAMP (107 M) iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inkiibasyona
birakild: ve bu siirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri asetilkolin
(10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde edilen asetilkolin (10° M)
yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde degeri 17.83t4.4 iken 4-
DAMP ortaminda inkiibasyondan sonra asetilkolin (10° M) ile elde edilen yiizde degeri
0.24+1.4 idi. 4-DAMP varliginda, ikinci seri gevsemelerde istatistiksel olarak anlaml
bir azalma gozlendi (Sekil 22; P <0.05; n=6)
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Sekil 22. izole fare korpus kavernosum seritlerinde asetilkolin (10°° M) gevseme yanitlar: iizerine 4-DAMP
(10”7 M)’min etkisinin bar grafigi. ~ Kontrol grubuna gére anlamlihig géstermektedir (P<0.05).
Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.7.4. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine Segici Olmayan Muskarinik

Reseptdr Blokori Atropinin Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara asetilkolin (10° M) uygulamas: ile gevseme meydana geldi. Dokular secici
olmayan muskarinik reseptor blokorii atropin (5x10° M) iceren Krebs’li banyo
ortaminda 30 dk inkiibasyona birakild: ve bu sirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis
dokularda ikinci seri asetilkolin (10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde
edilen asetilkolin (10° M) yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde
degeri 21.80+4.0 iken atropin ortaminda inkiibasyondan sonra asetilkolin (10° M) ile
elde edilen ylzde degeri 1.18+0.8 idi. Atropin varliginda, ikinci seri gevsemelerde

istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 23; P <0.05; n=6)
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Sekil 23. izole fare korpus kavernosum seritlerinde asetilkolin (10° M) gevseme yanitlar: iizerine atropin
(5x10™° M)’ in etkisinin bar grafigi. ~ Kontrol grubuna gore anlamhhg: gostermektedir (P<0.05).
Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.8. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine L-Sistein Sentez Enzimlerinin Etkileri

4.8.1. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine AOAA’nin EtKisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamas: kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara asetilkolin (10° M) uygulamas: ile gevseme meydana geldi. Dokular CBS
enzim inhibitori AOAA (10° M) iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inkiibasyona
birakild: ve bu siirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri asetilkolin
(10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde edilen asetilkolin (10° M)
yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yuzde degeri 32.40+ 4.7 iken
AOAA ortaminda inkiibasyondan sonra asetilkolin (10° M) ile elde edilen yiizde degeri
46.12+4.2 idi. AOAA varliginda, ikinci seri gevsemelerde istatistiksel olarak anlamli bir
artis gozlendi (Sekil 24; P <0.05; n=6)
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Sekil 24. izole fare korpus kavernosum seritlerinde asetilkolin (10° M) gevseme yanitlar: izerine AOAA
(10 M)’ nin etkisinin bar grafigi. ~ Kontrol grubuna gore anlamhihg géstermektedir (P<0.05).
Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.8.2. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine PAG’1n EtKkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara asetilkolin (10° M) uygulamas: ile gevseme meydana geldi. Dokular CSE
enzim inhibitori PAG (102 M) iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inkiibasyona
birakildi ve bu strenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri asetilkolin
(10° M) gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde edilen asetilkolin (10° M)
yanitlarinin papaverin gevsemelerine gore ortalama yuzde degeri 25.29+4.5 iken PAG
ortaminda inkiibasyondan sonra asetilkolin (10° M) ile elde edilen yiizde degeri
16.47+4.6 idi. PAG varhiginda, ikinci seri gevsemelerde istatistiksel olarak anlaml: bir
azalma gozlendi. (Sekil 25; P <0.05; n=6)
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Sekil 25. izole fare korpus kavernosum seritlerinde asetilkolin (10 M) gevseme yanitlar iizerine PAG (107
M)’ 1n etkisinin bar grafigi. ” Kontrol grubuna gére anlamhihg: géstermektedir (P<0.05). Veriler
ortalama £ SH olarak ifade edildi (n=6).
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4.8.3. Asetilkolin Gevsemeleri Uzerine AOAA ve PAG Kombinasyonunun

Etkisi

Farelerden izole edilen korpus kavernosum dokusunda fenilefrin (5x10° M)
uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis
dokulara asetilkolin (10° M) uygulamast ile gevseme meydana geldi. Dokular AOAA
(10 M) ve PAG (10 M) iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk inkiibasyona birakildi
ve bu stirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri asetilkolin (10° M)
gevsemesi elde edildi. Birinci seri olarak elde edilen asetilkolin (10° M) yanitlarinin
papaverin gevsemelerine gore ortalama ylzde degeri 31.48+2.9 iken AOAA ve PAG
ortaminda inkiibasyondan sonra asetilkolin (10° M) ile elde edilen yiizde degeri
33.45+5.3 idi. AOAA ve PAG varliginda, ikinci seri gevsemelerde istatistiksel olarak
anlamlz bir farklilik g6zlenmedi. (Sekil 26; P >0.05; n=6)
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ekil 26.  izole fare korpus kavernosum seritlerinde asetilkolin (10° gevseme yanitlar1 (zerine
Sekil 26.  Izole fare ki k lerind Ikolin (10° M) | AOAA
(10 M) PAG (102 M)’ 1n etkisinin bar grafigi. Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=6).
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5. TARTISMA

Bu calismada korpus kavernosum dokusunda secici muskarinik reseptor alt
tiplerinin endojen ve ekzojen H,S kaynakli gevsemelere katkida bulunup bulunmadigi
ilk defa arastirllmistir. Calismanin temel bulgular: fare korpus kavernosum dokusunda
L-sistein kaynakl: gevseme yanitlarinin CSE etkinlesmesi araciligiyla oldugu; ayrica L-
sisteinin bu dokudaki gevseme yanitlarina muskarinik reseptérlerden Mj;ve Ms’ln
katkida bulundugu, fakat M, reseptorlerin bir katkisinin olmadig: yoniindedir. Buna ek
olarak ekzojen H,S’in korpus kavernosum dokusu Uzerindeki gevsetici etkilerine My,
M, ve M3 reseptorlerinin katkida bulundugu goérulmistdr.

132 Meveut

L-sisteinin endojen H,S sentezinin ana substrat: oldugu bilinmektedir
calismamizda, dokulara CSE inhibitéri PAG uygulanmast ile L-sistein ile olusturulan
gevsemeler anlamli 6lglde inhibe olurken CBS inhibitéri AOAA varliginda bu
gevsemelerde bir degisiklik olmamistir. Fare korpus kavernosum dokusunda L-
sistein/H,S yolaginin gevsemeye neden oldugu ve CSE’nin endojen H,S sentezinden
sorumlu enzimlerden biri oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, Ghasemi ve ark.
tarafindan sican korpus kavernosum dokusunda CSE enziminin varlig: gosterilmis ve L-
sistein kaynakli H,S sentezinin CSE inhibitorii PAG tarafindan ortadan kalktigi rapor
edilmistir™. Sicanlarda yapilan bir calismada L-sisteinin olusturdugu erektil yanitlar
PAG ile bloke edilmis'’, bdylece vaskiler diizeyde H,S iiretiminde CSE’nin CBS’den
daha 6nemli oldugunu gosterilmistir. Bu gorisu destekleyen diger bir calisma ise CSE
knockout farelerde yapilmis ve CSE’nin penil dokudaki roli CSE™ farelerde H,S
iretiminin azalmasi ile teyit edilmistir’.

Fare mezenterik arter endotel hicrelerinde muskarinik reseptér agonisti
metakolin’in H,S seviyelerini U¢ katina c¢ikarttigi, segici olmayan muskarinik reseptor
blokori atropinin ise H,S seviyelerindeki bu artis1 bloke ettigi rapor edilmistir’. Ayni
calismada, CSE'nin RNA interferansiyla deplesyonu metakolin ile artan H,S olusumunu
onemli olglide azaltmis ve vaskuler endotel hucrelerindeki bazal H,S seviyelerini
diistirmstr®. insan mesanesi ve rotelial endoteliyumunda da M; ve M reseptérlerinin
bloke edilmesiyle H,S tretimindeki artis inhibe olmustur'*®. Penil ereksiyonu ve korpus
kavernosum diiz kas tonusunun sirdirilmesinde kolinerjik sinirlerin ve endoteliyumun

onemi ve rolu ile ilgili calismalar yapilmasina karsin, L-sistein/H,S yolag: ile
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muskarinik reseptorler arasindaki olasi etkilesimi arastiran yayinlanmis herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu calismada korpus kavernosum dokusunda
H,S’in gevseme yanitlarinda muskarinik reseptorlerin roliinli arastirmak amaciyla secici
ve secici olmayan muskarinik reseptor blokorleri kullanilmistir. Calismamizda, fare
korpus kavernosum seritlerinde L-sisteine bagli olarak gelisen gevsemeler segici
olmayan muskarinik reseptor blokori atropin’le anlamli olarak inhibe oldu. Ayrica, M;
reseptor blokort pirenzepin ve Mj reseptor blokori 4-DAMP, L-sistein ile olusan
gevsemeyi anlamli Olclide azaltirken, M, reseptorlerinin AF-DX 116 ile blokaji L-
sistein gevsemelerini etkilememistir. Bu bulgu, M; ve M3 reseptorlerinin endojen H,S
ile indiklenen gevseme yanitlarina katkida bulundugunu disindirmektedir. Muskarinik
reseptor inhibitorlerinin endojen H,S gevsemeleri tzerindeki inhibitor etkisinin bir H,S
donodrl olan NaHS kullanarak elde edilen ekzojen H,S gevsemelerinde gdzlenmesi,
muskarinik reseptorlerin  L-sistein/H,S gevsemelerinde roli  oldugu gorisind
desteklemektedir.

Pirenzepin, 4-DAMP ve AF-DX 116 ekzojen H,S gevsemelerini anlamli bir
sekilde inhibe etmistir. Mevcut bulgular, ekzojen H,S’in korpus kavernosum dokusu
uzerindeki gevsetici etkilerine M;, M, ve Mj reseptorlerinin katkida bulundugunu
dusundirmektedir.

Fonksiyonel calismalar sonucu elde edilen bulgular L-sisteine bagli olusan
gevseme yanitlarindan CSE enzimi aracilig: ile sentez edilen endojen H,S’in sorumlu
olabilecegini ve muskarinik reseptorlerden M; ve Ms’in endojen H,S’in gevsetici
etkisine aracilik ettigini, M, reseptorlerin ise bu gevsemeye katkida bulunmadigini
dustindiirmektedir. Aydinoglu ve Ogiilener tarafindan farede yapilan bir calismada,
korpus kavernosum dokusunda endoteliyumun uzaklastirilmasinin L-sisteine baglh
gevsemeleri azaltmasi; fakat ekzojen H,S olusan gevsemeleri degistirmemesi sonucu
H,S (retiminin endoteliyum kaynakl: oldugu ileri suriilmustiir®. Mevcut ¢alismada da
M, reseptor blokori AF-DX 116°1n L-sistein gevsemelerini etkilemezken eksojen H,S
gevsemelerini inhibe etmesi de L-sisteinden H,S sentezinin endotel kaynakli M; ve M3
aracaikli olabilecegi gorusini desteklemektedir. Yapilan immunohistokimyasal
calismalarla da CSE proteinlerinin agirlikli olarak endoteliyumda lokalize oldugu
gosterilmistir’. Ayrica insan korpus kavernosum dokusunda ve bu dokudan alinan

endotel hticre kaltirinde M; ve M3 reseptorlerinin varligi gosterilmis; M, reseptor alttipi
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ise trabekiiler diiz kasta eksprese edilmistir®>*®, Bu verilerden yola ¢ikilarak, M; ve
M3 muskarinik reseptor alt tiplerinin endoteliyuma bagimli vazodilatasyona katkida
bulundugu, M reseptor alttipinin ise diz kas kasilmasinin surddrilmesinde rol aldig:
One surilmdastar.

Fare korpus kavernozum dokusunda L-sistein/H,S yolag: ile kolinerjik asirim
arasindaki etkilesimi teyit eden diger bir bulgumuz asetilkolin gevsemelerinin CSE
enzim inhibitéri PAG ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmasidir. Bu bulgu,
asetilkolin gevsemelerinde H,S’in rollndn oldugunu distndirmektedir. Yang ve
arkadaglar tarafindan yapilan, CSE mutant farelerin mezenterik arterlerinde metakolin
gevsemelerinin  inhibisyonunun  gosterildigi  calisma,  bizim  hipotezimizi
desteklemektedir. Diger taraftan CBS enzim inhibitori AOAA, asetilkolin
gevsemelerinde bir artisa neden oldu. Murin korpus cavernosum dokusunda yapilan
calismada eNOS™ farelerde CSE ve 3-MST ekspresyonunda artis gozlenirken, CBS
ekspresyonunda bir azalma bulunmustur”®. Bizim cahsmamizda asetilkolin
gevsemelerinde AOAA ile olusan artisin CBS ile eNOS arasindaki etkilesimden
kaynaklanabilecegi dustndlebilinir. Ancak, bu mekanizmanin aydinlatilabilmesi igin

ilave deneylere ihtiyag vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, mevcut bulgular fare korpus kavernosum dokusunda, L-sistein ile
olusturulan gevseme vyanitlarina endoteliyumunda bulunan muskarinik M; ve Mg
reseptorlerinin etkinlesmesi ile H,S’in aracilik ettigi ve CSE enzim araciliyla saliverilen
endojen H,S’in bir EDRF gibi davranabilecegini dusundirmektedir. Ayrica H,S’in
ekzojen olarak uygulanmas: ile ortaya cikan gevseme yanitlarinin M;, M, ve Mj
reseptor blokorleri ile azalmasi, bu reseptdr alt tiplerinin eksojen H,S’in gevsetici

etkisine katkida bulundugunu gdstermektedir.
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