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OZET

DENEYSEL AKUT KOLESISTIT MODELI OLUSTURULMUS

KOBAY iZOLE SAFRA KESESI SERITLERINDE HIDROJEN

SULFURUN GEVSETICi ETKILERININ MEKANIZMASININ
INCELENMESI

Dr. Hakan CELIK
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Tibbi Farmakoloji Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Sahin YILDIRIM
Sivas 2018

Bu caligmada deneysel akut kolesistit modeli olusturulmus kobaylardan izole edilen
safra kesesi seritlerinde karbakol ve elektriksel alan uyarisi aracili kasilma yanitlar1
iizerinde hidrojen siilfiiriin  gevsetici etkilerinin  arastirilmasi1 amaclanmistir.
Deneylerde 18 adet 4-6 aylik 450-550 gram agirlifinda albino kobay safra kesesi
seritleri kullanilmistir. Kontrol, sham ve deney gruplar1 olarak ayrilan kobaylarda
deney grubunda Parkman metodu ile akut kolesistit modeli olusturulmustur. izole
edilen safra kesesi seritleri Krebs soliisyonu iceren organ banyosuna yerlestirilmis
submaksimal konsantrasyonda karbakol ve elektrisel alan uyaris1 aracili 6n kasilma
yanitlart olusturulduktan sonra hidrojen siilfiir donorleri ile gevseme yanitlar
almmistir. Kontrol, sham ve deney grubunda konsantrasyona bagimli olarak NaHS
ile gevseme yanitlar1 gosterilmistir. Gevseme yanit1 akut kolesistit olusturulmus
dokularinda daha fazla olarak gergeklesmistir. Gergeklesen gevseme yanitlarmin
endojen hidrojen siilfiir ve NO aracili olup olmadigi da incelenmistir. Hem karbakol
hemde elektriksel alan uyarici kasilmalardan sonra elde edilen gevseme yanitlari
nitrikoksit aracilt olmayan gevsemeler olarak kaydedilmistir. Endojen hidrojen siilfiir
iiretimin ise gevseme yanitlarmi azalttig1 gézlenmistir. Elektriksel alan uyarici aracil
yanitlarda ise hidrojen siilfiir etkisinin konsantrasyona bagimli oldugu gézlenmistir.

Diisiik konsantrasyonlarda kasilma ve bazal tonus artigi tespit edilmistir. Sonug
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olarak safra kesesinde hem normal hemde akut kolesistitinde hidrojen siilfiir

donorleri gevsetici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: hidrojen siilfiir, safra kesesi, akut kolesistit



vil

INVESTIGATION OF THE MECHANISM OF THE RELAXANT
EFFECTS OF HYDROGEN SULFIDE ON ISOLATED
GALLBLADDER STRIPS OBTAINED FROM GUINEA PIGS: AN
EXPERIMENTAL MODEL OF ACUTE CHOLECYSTITIS

Dr. Hakan CELIK
PhD Thesis
Department of Medical Pharmacology
Adyvisor: Prof. Dr. Sahin YILDIRIM
Sivas 2018

In this study, it was aimed to investigate the relaxant effects of hydrogen sulfide
(H2S) on carbachol and electrical field stimulation-induced contractile responses in
isolated gallbladder strips obtained from guinea pigs in an experimental model of
acute cholecystitis. In the experiments, gallbladder muscle strips from a total number
of 18, and 4-6-month-old albino guinea pigs weighing 450-550 grams were used.
The guinea pigs were randomly divided into 3 groups: control, sham-operated and
study group. In the study group, acute cholecystitis model was established by
Parkman method. Isolated gallbladder strips were mounted in the organ bath
containing Krebs’ solution, and carbachol and electrical field stimulation-induced
pre-contractile responses were generated with the submaximal concentrations
followed by relaxation responses with donors of hydrogen sulfide (H,S). In the
control, sham-operated and study groups, relaxation responses with NaHS were
shown to be depending on the concentration. The relaxation response was more
pronounced in acute cholecystitis-induced tissues. Whether or not the resulting
relaxation responses were mediated by endogenous hydrogen sulfide and NO has
also been studied. Relaxation responses obtained after both carbachol and electrical
field stimulation-induced contractions were recorded as non-nitric oxide (NO)-
mediated relaxations. Endogenous hydrogen sulfide production inhibition has been
observed to reduce relaxation responses. The effects of hydrogen sulfide on electrical
field stimulation-induced responses was observed to be concentration-dependent.

Contractions and increase in basal tone were detected at lower concentrations. As a
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result, it has been found that donors of hydrogen sulphide had a relaxant effect in

gallbladder inflammation during both normal and acute cholecystitis.

Keywords: Hydrogen sulfide, Gallbladder, Acute cholecystitis
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1. GIRIS

Hidrojen siilfiir ¢iirtik yumurta kokusunda, havadan agir, renksiz, toksik bir
gaz olarak bilinmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda hidrojen siilfliriin memeli
dokularinda varlhig1 kesfedilmistir. Birgok dokuda diizenleyici oldugu ve onemli
miktarda sentez edildiginin saptanmasi arastirmalar1 arttirmistir. Toksisiteye yol
acmasmin sebebinin mitokondrideki sitokrom oksidaz enzim inhibisyonu oldugu

gosterilmistir (Reiffenstein, Hulbert, & Roth, 1992).

Abe ve Kimura hidrojen siilfiiriin beyinde ndéromodiilator etkisi olabilecegini
gostermistir(Abe & Kimura, 1996). Kardiyovaskiiler sistem, karaciger, bobrek ve

beyinde yiiksek miktarda sentezlendigini belirlenmistir (Doeller et al., 2005).

Endojen hidrojen siilfiir tiretimi i¢in gerekli substrat L-Sisteindir. Sentezini
yapan enzimler sistatiyonin beta sentaz (CBS), sistatiyonin gama liyaz (CSE), 3-
merkapto siilfiir transferaz (3-MST) dir(Hosoki, Matsuki, & Kimura, 1997), (Kabil &
Banerjee, 2014). Bu enzimler dokulara yaygin olarak dagilmistir. CBS santral sinir
siteminde  agirlikli  bulunurken, CSE enzimi kardiyovaskiiler sistemde
bulunmaktadir(Chen, Jhee, & Kruger, 2004), (Kabil & Banerjee, 2014). Bu enzimler
piridoksal fosfati koenzim olarak kullanmaktadir(Papapetropoulos, Whiteman, &

Cirino, 2015).

Etkileri  arastirildiginda  terapotik  potansiyeli  olabilecegi  ileri
stiriilmiistiir. Hidrojen siilfiiriin Non-steroid anti-inflamatuvar ilag indiiksiyonlu
mukozal kan akimi azalmasin1 ve mukozal lokosit infiltrasyonu geri dondiirdiigii
gosterilmistir(Fiorucci et al.,, 2005). Bu nedenle asetilsalisilik asit ile kombine
hidrojen siilflir dondrii kombine ilag ¢alismalar1 ilerleme sathasindadiwr. Yapilan
calismalarda kobay ileumunda gevsetici etkisi tespit edilmistir(Teague, Asiedu, &
Moore, 2002). Mide fundusunda CBS ve CSE enzim varhgnin
immunohistokimyasal olarak gosterilmesi sonrast gastroistestinal —sistemde
arastrmalar hiz kazanmistir(Linden et al., 2008). Bagirsaktaki bakterilerin lrettigi
hidrojen  siilfiirin  portal  hipertansiyon  etyolojisinde  olabilecegi  One
stirtilmiistiir(Wang et al.,, 2014). Buna karsin kolonda bulunan rodanaz enziminin
bakteriler tarafindan iiretilen hidrojen siilfiirii indirgedigi gosterilmistir. Kolon

patolojik hastaliklarinda rodanaz enzim azliZinin da belirlenmesi ile hidrojen



stilfiiriin ¢ok yonlii etkileri olabilecegi anlasilmistir(Picton, Eggo, Merrill, Langman,

& Singh, 2002).

Kardiyovakiiler sistem de sican torasik aortasinda yapilan caligmada
gevseme ortaya cikarttigi gosterilmistir(Sun, Tang, Jin, & Du, 2011). Damar diiz
kasinda geveseme mekanizmasi tam olarak aydinlatilmasia karsin gastrointestinal
sistemde tam olarak ag¢iklanamamustir. Damar diiz kasinda Karp ve K, kanallar1
iizerinden etkileri agiklanmistir(W. Zhao, Zhang, Lu, & Wang, 2001), (Lowicka &
Bettowski, 2007).

Hidrojen siilfiirtin pre ve post sinaptik alanlarda GABA-B reseptorlerini
upregiile ettigi gosterilmistir. Bu gibi etkiler hidrojen siilfiiriin beyinde eksitasyon ve
inhibisyon dengesinde rol oynayabileceginin 6ne siiriilmesine neden olmustur(Han et

al., 2005).

Bir¢ok c¢alismada hidrojen siilfiiriin etkilerinin ¢ok yonlii olabilecegi

gosterildiginden arastirmalarini makro diizeylerden hiicresel diizeylere indirmistir.

Akut kolesistit etyolojisinde staz onemli bir yer tutar. Bu ¢alisma hidrojen
siilfiiriin diiz kas gevsetici etkisi sayesinde akut kolesistit geri dondiirtilebilir mi?

sorusunun cevabina 6n ayak olmak i¢in arastirmamizi planlandi.

Safra kesesinde CBS ve CSE enzim varligi gosterilmis ancak in vitro
calismalarla etkileri tam olarak ag¢iklanmamistir(Zhang, Pan, Yang, Xiao, & Yu,
2013). Caligmamizda kobay izole safra kesesi preparatlarinda organ hidrojen siilfiir
donorlerinin - normal ve patolojik dokulardaki etkilerinin  arastirilmasini

amaclanmstir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Safra Kesesi Histoloji Ve Embriyolojisi

Safra kesesi, karacigeri ve pankreasin embriyolojik olarak gelisimi birliktelik
arz eder. On barsak ventral tarafindaki divertikiilden olusmaktadir. Divertiikiiliin
kraniyal kismindan karaciger, orta kismindan safra kesesi, kaudal kismimdan
pankreas meydana gelmektedir. Anatomik sekil olarak fetal hayatin 5. Haftasinda
normal anatomik sekillerini almis olurlar. Karacigerden safra salinimi ise 12.haftanin
son kisminda baglar ve duedonuma ulasir(Frierson, 1989), (Toouli & Bhandari,

2007).
Safra kesesi i¢ten disa dogru;

1- Mukozal Tabaka
2- Lamina Propria
3- Muskuler Tabaka
4- Subseroz Tabaka
5- Serdz Tabaka

Mukozal tabaka yani limen ici tek kath yiiksek silindirik epitel ve
mikrovillus ile ortiiliidiir. Lamina propria damarlar, sinir lifleri, lenfatikler, gevsek
bag dokusunu igerir. Makrofajlar ve mast hiicreleride bu tabakada bulunmaktadir.
Muskuler tabakada ise longitudinal, oblik ve sirkiiler kas lifleri bir arada bulunur. Bu
kas liflerinin bu sekilde olmasi sayesinde konrtakte olundugunda 3 boyutlu bir
bosaltma hareketi ortaya ¢ikar. Liimen epiteli, subserdz tabaka ve muskuler tabaka
arasinda Rokitansky-Aschoff siniisleri bulunur. Bu siniisler inflamasyonlu dokularda

yaklagik olarak normal dokunun iki kati olarak bulunur. (Frierson, 1989)
2.2. Safra Kesesi Anatomisi

Safra kesesi karacigerin alt yiiziinde; sag ve sol loblar1 arasinda yer
almaktadir. Safra kesesi 7 santimetre (cm) uzunlugunda genisligi ise 3
santimetredir(cm). Kontrakte ve genislemis olmayan hacmi 30-50 mililitredir(ml).

Dort boliimden olusmaktadir. Bunlar;

1- Fundus
2- Korpus



3- Infindibulum
4- Boyun

Fundus Karaciger tarafinda olan kapali olan ucudur. Diiz kas yogunlugu en
fazla fundustadir. Korpus kismi yani govde en gecis kismidir. Elastik lifleri yapisinda
bulundurur. Bu sebepten depolama faaliyeti icin ana gorev korpus kismindadir.
Korpus incelerek boyun kismini olusturur. Boyun kismindaki kese, cep sekli

infindulum veya Hartman cebi olarak adlandirilir (Frierson, 1989).

infindibulum

N\

Boyun ——»

Korpus ———»

Fundus ——»

Sekil 1. Safra kesesi

Safra kesesinin boyun kismu sistik kanal olarak devam eder. Karacigerden
gelen ortak hepatik kanalla birleserek ortak safra kanali yani koledok kanalini
olusturur. Koledok kanali 8-10 cm uzunlugunda olup genisligi 0.4-0.8 cmdir.
Koledok %70 oranla pankreatik kanalla birlesir ve Papilla Vateriye agilmaktadir.
%25 oraninda ise dogrudan duedonuma ac¢ilmaktadir. Koledokun duedonumla
birlestigi yerde kanal etrafindaki sirkiiler kaslarin olusturdugu Oddi sfinkterini (OS)
bulunur (Songur, 2009)(Cotton, Elta, Carter, Pasricha, & Corazziari, 2016).



Sekil 2. Safra Kesesi ve Komsuluklari

Karaciger Ortak Safra Kanali

Sistik Kanal /
TN

+—— Koledok

Sekil 3. Safra Kanal Birlesimleri

Arteryel beslenmesi Arteria hepatica propia’nin dal sistik arterle olmaktadir.
Bu arter ana beslendigi arter oldugundan iskemisi halinde safra kesesi patolojilere
oldukca duyarli hale gelir. Venoz doniis sistik ven ile portal vene olmaktadir.

Lenfatik drenaji paraaortik ve ¢olyak lenf nodlarina olmaktadir. (Songur, 2009)

Safra kesesi sempatik uyarimi ¢olyak pleksus tarafindan yapilir. Sempatik
lifler agriyr iletir. Agr1 subkostal, epigastrik ve sag skapular bdlgeye yansir.
Parasempatik lifler ise N. Vagus yoluyla gelirler. (Songur, 2009)



2.3. Safra Kesesi Fizyolojisi

Safra kesesinin gorevi karacigerde iiretilen safray1 yogunlastirip depolamak
ve gerektiginde duedonuma salgilamasidir. Safranin igerigi; su (%80), safra asiti
(%10), lesitin ve diger fosfolipidler (%4-5), kolesterol (%1), konjuge biliriibin,

elektrolitler ve bazi protein yapilarindan olusur. (Behar, 2013)

Safra hepatositlerde kolesterolden kolik asit ve kenodooksikolik asit olarak
sentezlenir. Bunlar primer safra asitleridir. Sekonder safra asitleri ise barsakta
bakteriler tarafindan enzimatik modifikasyonla {iretilir. Bunlar; deoksikolik,
litokolik, ursodeoksikolik asitlerdir. Primer ve sekonder safra asitleri karacigerce
taurin ve glisin ile birleserek yag asitlerinin sindirimi i¢in hazir hale gelirler.
Hepatositten ¢ikan safra asitleri kanalikiiller, duktuslar ve safra yolu ile safra

kesesine taginirlar. (Behar, 2013)

Giinde ortalama bir eriskinde 250-1000 mL safra iiretimi olmaktadir.
Karacigerden salman safra ile safra kesesindeki safranin konsantrasyon olarak farki
vardir. Yaklasik olarak 20 kat daha fazla yogun halde safra kesesinde safra
bulunmaktadir. Safra kesesinin hacmi 30-50 mL oldugundan giin igerisinde
salgilanan safranin %90 suyu safra kesesi mukozasindan geri emilir. Bu sayede safra
hem yogunlastirilmis hemde asitlestirilmis olur. Safra akiminin organizasyonu safra

kesesi kontraksiyonu, OS direnci ve karaciger sekresyonuna baglidir (Behar, 2013).

Safranin salmimi i¢in en Onemli uyar1 yemek sonrasinda barsaklardan
salgilanan kolesistokinindir (CCK). Kolesistokinin yag ve aminoasitlerin barsaklara
ulastiktan sonra I hiicrelerinden salinir. Kolesistokinin safra kesesini kontrakte
ederken OS’u gevseterek safranin duedonuma ge¢mesini saglar. Bazi ilaglar OS
direncini azaltigindan safra gecisine imkan tanimaktadir. Morfin OS direncini

diisiiren bilinen en 1yi 6rneklerden biridir (Behar, 2013).
2.4. Safra Taslan

Safra tas1 olusumu safra kesesinin akut ve kronik iltihabi hastaliklarmin
olusumunun en sik sebebidir. Kadinlarda erkeklere gore daha fazla goriilmektedir.
(Desrochers, 2013) Yapilan calismalarda ultrasonografi ile tespit edilen safra taglar1
erkeklerde %3-11 kadinlarda %11-15 oraninda bulunmustur. Yapilan caligma 50 yas

alt1 bireyleri igerisine almistir. Yasla beraber safra taslarinin prevelanst artmustir.



Eriskin otopsi caligmalarinda ise  kadmlarda %17 erkeklerde %8 olarak

goriilmiistiir(Sayek, 2004).

Safra tasi olusumunda kolesterol, safra pigmentleri, kalsiyum diger sebeplere
gore daha fazla etkinliktedir. Karbonat, demir, fosfor, protein yapilar, karbonhidrat
bilesikler, kendi iiretimi olan mukus ve mukozal artik hiicreler daha az sebebiyet

Verir.

Safra taslarin1 %70 ini kolesterol taslari, billiriibin (pigment) %20 ve mikst
taglar %10 olarak siralayabiliriz. Ancak siniflamaya uymayan safra tasi vakalari

bulunmaktadir.

Kolesterol taslar1 safra icerisindeki kolesterol yogunlugu, safra akim stazi,
bakteriyel sebepler, kalsiyum bilesikleri, paraziter sebepler tas olusumuna sebep
olur. Baz1 risk faktdrleri bulunan kisilerdeki kolesterol safra tas1 yogunlugu dikkat

cekmistir.
Bu risk faktorleri;

1- Dogum sayis1 fazlaligi
2- Hiperlipidemi

3- Obezite

4- Vagotomi

5- Agik tenli kadin olma

6- Dogum kontrol hap1 kullanim1

Pigment (biliiriibin) taglar1 hemolitik hastaliklar, siroz, safra kesesi paraziter
hastaliklarinda sik goriliir. Pigment taglar1 siyah ve kahverengi olarak ikiye
ayrilmaktadir. Kahverengi pigment taslar1 paraziter durumlarda daha siktir. Bu

parazitler;

I- Clonorsis sinensis
2- Opisthorchis viverrini,

3- Askaris lumbricoides’dir.

Dolayisiyla parazitlerin sik goriildiigi Giineydogu Asya gibi bolgelerde

kahverengi pigment taslar1 sik gortiliir.



Mikst taglar ise pigment ve kolesterol taslarmnin birlesimi ile olusurlar. Bu
birlesimin oram bdlge ve rka gore degisiklik gosterebilir (I, 2004) (Ozkan K, Ozen
N, 1996).

2.5. Akut Kolesistit

Safra kesesinin akut olarak iltihaplanmasina akut kolesistit denilmektedir.
Akut kolesistit beyaz wrkta siyah irka oranla, kadinlarda erkeklere oranla daha fazla
gortliir. Genellikle 4. Ve 8. Dekatlar arasinda rastlanilir. Kolelityazisi olan hastalarin

ise %20 sinde akut kolesistit gdriilmiistiir (Ozkan K, Ozen N, 1996).

Olusan klinik tablo hafiften agira dogru gidebilir. Bu durum hafif bir
enflamasyondan, ampiyem, gangrene kadar uzanan agwr bir klinik tabloya
dontisebilir. Daha ¢ok komplikasyonlar1 sebebiyle hayati tehdit eder. Akut kolesistit
vakalarmin %95 inde kolelityazis eslik eder ve bu akut tash kolesistit olarak
adlandirilir. Geriye kalan %35 akut kolesistit vakasinda tas yoktur. Akut tassiz
kolesistit sebepleri ise enfeksiyon hastaliklari, ¢ocukluk doneminde gecirilen atesli
hastaliklar, malign tiimérler, diyabet, kollajen doku hastaliklar1 olarak siralanabilir.(I,

2004) (Ozkan K, Ozen N, 1996) (Y. Kimura et al., 2007).
2.6. Akut Kolesisti Patofizyoloji

Akut kolesistit vakalarmm %95 inde tas eslik etmektedir. Bu taslar safra
kesesinin sistik kanalindaki Hartman cebinde sikisir. Bu sikisma sonrasi enflamatuar
durumlar gelismeye baglar. Tikanma ile birlikte safra kesesi gerilir, 6dem, iskemi,
nekroz ve llser gelisir. Bu olaylardan hangisinin olacagi enflamasyon derecesine

baghdir.

Tikanma sonrasi safra kesesininde safranin sekresyon yetenegi geri emilme
kapasitesinin Oniine gecer. Bu durum sonrasinda ise safra kesesi siser gerilir ve
hidrops gelisir. Ayrica uzun siireli hidrops varlig: sistik kanal tikanikligini gosterir.
Bu durum devam eder ise gangren, safra kesesinin perforasyonu, sepsis ve peritonite

kadar gidebilir. (Y. Kimura et al., 2007)
2.7. Akut Kolesisti Histopatoloji

Mukozal ve subserozal tabakasinda 6dem sonrasi hipervaskiilerite gelisir.

Submukoza tabakasinda polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonu baslar. Bu



degisiklikler akut kolesistit i¢cin karakteristik olmakla beraber tekrarlayan akut
kolesistit vakalarindan sonra mukozada diizlesme ve submukozada lenfosit varligi

kronik hale gelebilir (Jianjuni et al., 2012).
2.8. Hidrojen Siilfiiriin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Hidrojen Siilfiir toksik bir gaz olarak bilinmektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda memeli dokularinda varligi1 gosterilmistir. Fizyolojik olarak bir etkisi ve
onemi olup olmadig1 bilinmemekteydi. Ciiriik yumurta kokusuna sahip, renksiz, suda
¢oziinebilen, yanici karaktarde olan bu gaz giiniimiizde biyolojik organizmalar i¢in
gazotransmitter adin1 almistir(Papapetropoulos et al., 2015). Ilk olarak fizyolojik
etkiye sahip olabilecegi santral sinir sistemi i¢in One siiriilmiistiir (Abe & Kimura,
1996). Bu etkisi Abe ve Kimura tarafindan ortaya atilmistir. (Abe & Kimura, 1996)
Yapilan diger arastirmalar sonrasinda hidrojen siilfiirlin hiicre membranindan
kolayca gectigi, etkisi i¢in resoptore ihtiyag duymadigi ve parakrin etkiye sahip
oldugu gosterilmistir(H. Kimura, 2014). Hidrojen siilfiir viicudun fizyolojik
kisimlarinda {igte biri ayrigsmamuis, ticte ikisi H+ (hidrojen iyonu) ve HS- (hidrojen
siilfid) 1yonu olarak ayrismis halde bulunur. Bu sekilde ayrismis olmasi ortama H2S
verecek donorlerin daha iyi anlagilmasini saglar. NaHS fizyolojik ortamda Na+ ve
HS- olarak ayrigsmaktadir. Ayrisan HS- ortamdaki H+ ile birlestiginde H2S ortaya
cikar. NaHS bu yiizden 1iy1 bir hidrojen siilfiir dondriidiir. Hiicre membranini kolayca
gecmesi lipofilik olmasma baghdir ancak diger gazlara gore gegisi daha azdir.
Bununda sebebi kismen ayrigsmasi olarak gosterilmektedir (Lowicka & Bettowski,

2007)(Qu, Lee, Bian, Low, & Wong, 2008).
2.9. Hidrojen Siilfiiriin Sentezi ve Metabolizmasi

Hidrojen siilfir solunum sistemi, kardiyovaskiiler sistem, sinir sistemi,
gastrointestinal sistem, kas iskelet sitemi, iireme organlarinda enzimatik olarak
sentezlendigi ortaya ¢ikmustir. Hidrojen siilfiiriin endojen sentezinde iki ana substrat
L-Sistein ve Homosistein olarak bildirilmistir. Sentez reaksiyonu yapabilen enzimler;
sistation beta-sentaz (CBS), sistation-gama-liyaz (CSE) ve 3-merkaptopiirivat

stilfiirtransferaz (3-MST)’dir(Kamoun, 2004).
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Ancak 3-merkaptopiirivat stilfiirtransferaz (3-MST) enzimi substrat olarak
sistein’i  kullanmaktadir. CBS ve CSE bu sentezi transsiilfiirasyon ile yapar

(Stipanuk, 2004).

Ayrica barsak florasinda bakteriler tarafinda olusturulan H,S barsaklarda
yogun bir sekilde bulunmaktadir. Enterik sinir sisteminde 6zel bir sinyal molekiilii

oldugu diistiniilmiistiir(Wang et al., 2014)(Parks & Traber, 2000).

-
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Sekil 4. Hidrojen Siilfiir Uretim Yolaklar

Sistation Beta-Sentaz (CBS)

Bu enzim ilk defa beyinde kesfedilen bu enzimin daha sonra memelilerde
karaciger, ileum, pankreas, plasenta, bobrek gibi dokulardada ekprese edilmistir.
CBS enzimi substrat olarak homosistein ve sisteinden sistationin olusumuyla ilgili

oldugu bildirilmistir.(Giuffre, 2018)

L-sistein + H20 CBS ) L-serin + H2S

Sistein + Homosistein CBS ) Sistationin + H2S
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Sistein + Sistein CBS )  Lantionin + H2S (Kamoun, 2004)

CBS enziminin ko-faktorii olarak piridoksal 5° -fosfat (PLP) ve hem bileseni
oldugu belirlenmistir. Hem bileseninin hiicrede oksidatif stres swrasinda H2S

olusumunu artirabilecegi saptanmstir. (Kamoun, 2004)
Sistation-Gama-Liyaz (CSE)

CSE enzimi sistein ile reaksiyonunda H2S, piriivat, amonyak olusumunu
saglar. Reaksiyon sonucu ortaya c¢ikan H2S bir kismi enzimatik bir kismi ise
enzimatik olmayan reaksiyon sonucu ortaya c¢ikmaktadir.CSE enzim ekpresyonu

doku olarak CBS enzimiyle benzerdir(Kamoun, 2004).

L-Sistein > CAT/3-MST Hidrojen Silfir ‘/;) J
\ Y

CBS

Sekil 5. L-Sistein Yolagi

3-Merkaptopiirivat Siilflirtransferaz (3-MST)

3-MST enzimi diger iki enzim gibi PLP ye bagl degil ¢inko olarak ko-faktor
kullanir. Beyin, kalp, akcigerde ekpresyonu tespit edilmistir(Doeller et al., 2005).

2.9.1. Hidrojen Siilfiiriin Santral sinir sistemi iizerindeki Etkileri

Hidrojen siilfiiriin fizyolojik etkileri ilk Once santral sinir sisteminde
tanimlanmistir. Hidrojen Siilfiir néronlarda NMDA resoptorlerini uyararak cAMP

iretimini attirmaktadir. Eksojen hidrojen siilfir verilmesiyle rat serbellum ve
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serebrum Kkiiltiiriinde cAMP miktarmi arttirdigi bunun kaniti olabilir(H. Kimura,
2000). Ayrica hidrojen siilfiir noronlar1 oksidatif stresten korudugu gosterilmistir
(Kimura Y,2004). Hidrojen siilfiir astrosit ve mikroglialarda anti-inflamtuvar etkiye
sahiptir. Bu etkisi yapilan calismaya gore lipopolisakkaritle indiiklenen inflamasyon
eksojen hidrojen siilfiir ile NO ve TNF saliniminin azaltilarak inflamasyondan
korudugu gosterilmistir. Hiicre igindeki Ca™ ndron igerisinde ve noronlar arasinda
sinyalizasyonda aktif rol oynar. Hidrojen siilfiir hiicre i¢i Ca’ miktarmi
arttirdigindan Ca'" ile regiile edilen tiim olaylarda katkis1 olabilir. Hidrojen siilfiiriin
rat ndronlarda &liim ve hiicre ici Ca’ artisina neden oldugu gériilmiistiir. Bu etki
Nifepidin ile kaldirilabildigi tespit edilmis. Bu sebeple L-tipi Ca’ kanallari
iizerinden etki edebilecegi ortaya konmustur. Posterior hipotalamusa enjekte edilen
hidrojen siilfiir donorii NaHS kan basincini ratlarda diistirmiistiir. Bu etki Karp kanal
inhibitérleri ile kaybolmustur. Hidrojen siilfiiriin bu etkisinin K™ kanallar1 iizerinden
yaptig1 iddaa edilmistir.(Lee et al., 2006) Ayrica bu kanallar ndbet kontroliinde rol
oyanadigindan hidrojen siilfliriin noroprotektif etkisi olabilcegi Ongoriilmiistiir.
(Yamada, 2005) Klor kanallarini1 hidrojen siilfliriin aktive ettigi de goOsterilmistir.
(Kimura Y, 2006).

Ortaya c¢ikan bu etkilere bakildiginda santral sinir sisteminde hidrojen
siilfiiriin anahtar rollere sahip olacagi anlasilmistir. Ancak deneylere yapilan bir
elestiri de fizyolojik degil bolus dozlarda hidrojen siilfiir verilmesiyle ortaya ¢ikan

etkilerdir.(Giuffre, 2018)(Shefa, Kim, Jeong, & Jung, 2018)
2.9.2. Gastrointestinal Sistem ve Hidrojen Siilfiir

Hidrojen siilflirtin memelilerde kesfinden dnce sindirim sisteminin bir iiriinii
olarak kabul ediliyordu.Daha sonra sindirim yerine bagirsaktaki bakteriler tarafindan
iiretildigi bulundu.En sonunda gastrointestinal sistemde hidrojen siilfiir ve enzimleri
kesfedildi.Gastrik mukozada CBS ve CSE enzimi bulundu’insan kolonunda ise
immiinohistokimyasal olarak saptanmistir.(Linden et al., 2008)Asetilsalisilik asit ve
NSAITI ilaglarin hidrojen siilfiir ve enzimlerinin ekspresyonunu azalttig1 gdsterildi.Bu
etki hidrojen siilfiir donérii ile geriye dondiiriilmiistiir. NSAII ile indiiklenen vaskiiler

endotel 16kosit infiltrasyonu ve mukozoya olan l6kosit infiltrasyonunu NaHS ile
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azalmigtir. Mukozal harabiyeti ve kan akimini eski haline getirdigi gosterilmistir

(Fiorucci et al., 2005)

Kobay gastrik antrum diizkasinda NaHS ile yapilan calismada hidrojen
siilfiirtin ¢ift yonli etkisi bulunmustur. Diisiik konsantrasyonlarda hidrojen siilfiiriin
Karp kanalmi direkt aktive ettigi ve buna bagh olarak kalsiyum hiicre girisinin
azaldg1 goriildi. Boylece spontan konrtaksiyon amplitiidiini disiirdiigtini
gosterilmistir. Ayrica Ky kanalinin kismen agilmasini inhibe ettiginden hiicre ici

kalsiyum miktarini artirarak istirhaat gerimini artirmistir. (P. Zhao et al., 2009)

Cesitli hayvan tiirleri ileumunda yapilan calismalarda asetilkolin ile
olusturulan kasilma yanitlarini hidrojen siilfiir ile azaltildig1 gosterilmistir. (Teague et
al., 2002) Sigan peritonuna verilen NaHS ile kolonda gevseme goriilmiistiir.Mide
motilitesi ve sekretuvar fonksiyonlar1 tlizerinde etkisi de belirlenmistir.(Szabd,
2007)Kolorektal distansiyona bagli olusan visseral agri duyusu doz bagiml olarak
tyilestirildigi gosterildi.Baz1 ¢alismalarda yine hiperaljeziyi belirgin azalttig1 ve bu
c-Fos gen expresyonunu artirarak olusturdugu iliskilendirilmistir.(Distrutti et al.,

2006)

Safra kanali ligasyonu ile olusturulan deneysel sirozda norepinefrinle
olusturulan vazokonstriksiyonu hidrojen siilfiir gevsetici etki yapmistir. Saglikli
karacigerde yapilan ayn1 ¢aligmada hidrojen siilfiiriin etkisi ayn1 olarak bulunmustur.
Yine safra kesesinde CBS ve CSE enzimlerinin ekpresyonu gdsterilmistir.(Zhang et

al., 2013)

Kolon mukozasindaki bakteriler tarafindan olusturulan hidrojen siilfiiriin
kolorektal kanserler ve {lseratiff kolit gibi patolojilere sebep olabilecegi
diistiniilmektedir. Enterositlerde bulunan rodonaz enzimi ile hidrojen siilfiiriin
genotoksik etkisi kolondaki hiicrelerde diger hiicrelere gore daha az olmaktadir.
Kolorektal kanser hastalarinin kolonlarinda rodonaz enzim ekpresyonunun daha az

olmasi1 bunu desteklemektedir. (Picton et al., 2002)
2.9.3. Kardiyovaskiiler Sistem ve Hidrojen Siilfiir

Kardiyovaskiiler sistemde hidrojen siilfiir iireten ana enzim CSE olarak
belirlenmistir. Bu enzim damar diizkasinda ekprese edilmektedir.(Linden et al.,

2008) Damar diiz kasinda giicli bir gevsemeye sebep olan hidrojen siilfiir
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gazotransmiter olarak kabul edilmeye baslanmistir.(bowicka & Beltowski, 2007) in
vitro sigan torasik oartasi ile yapilan caligmalarda hidrojen siilfir ve NaHS ile
yapilan ¢caligmalarda gevsemeye sebep oldugu gorilmiistiir. Bu etki Katp kanallarini
acarak olusturdugu gosterilmistir. Invivo calismalarda ise sicanda hipotansiyon
gelistirmistir. Ayrica NO ile indiiklenen damar gevsetici etkinin hidrojen siilfiir ile
daha da artirdigr gosterilmistir. (W. Zhao et al., 2001) Bununla birlikte yliksek
potasyumlu ortamda hidrojen siilfiiriin gevsetici etkisinin azaldig1 gozlenmlenmistir.
Tetraetilamonyum (K kanal inh) ile hidrojen siilfliriin yaptig1 hipotansiyon ve
gevseme ortadan kalkmistir. (W. Zhao et al., 2001) (P. Zhao et al., 2009) Yapilan
calismalarda bu gevsetici etkinin NO ile bagimsiz ancak birlikte potansiyelize oldugu

kesinlesmistir. (Hosoki et al., 1997)
2.10. Safra Kesesinde Kasic1 ve Gevsetici Etki Gosteren Ajanlar

Kasic1 etki yapan ajanlar: Asetilkolin (c-GMP artisina bagli), a adrenerjik
resOptor uyaricilary, kolesitokinin, gastrin, histamin H; res6tor uyaricilari, motilin,
norotensin, Substans P, Serotonin, Substans K, prostaglandinlerdir. Gevsetici etki
yapanlar ise Adenozin,B- adrenerjik resoptor uyaricilar, ATP, VIP, Histamin H,
resoptor uyaricilar, pankreatik polipeptidler, Sekretin, GABA A resOptor
vayricilarr’dir. (Behar, 2013) (I, 2004) (Ozkan K, Ozen N, 1996) (Toouli &
Bhandari, 2007)

2.11. interlokinler

1977'de IL-1'in kesfinden beri, yaklagik 200.000’den fazla yayinlanmig
makale IL'lere atifta bulunmustur. Spesifik reseptorlerine baglanan ve lokositler
arasindaki iletisimde rol oynayan salgilanmis proteinler, IL olarak adlandirilir.
Interlokinler hormana benzer ancak belli bir dokudan degil cok ¢esitli hiicrelerden
salindiklar1 icin hormon kabul edilmezler. Interlokinler etkilerini parakrin veya
otokrin olarak ortaya ¢ikartirlar. Interlokinler peptid, glikoprotein yapida olurlar. Cok
disik miktarda bile ¢ok aktif uyarma giiglerine sahiptirler. Lokal yada sistemik

inflamutuvar reaksiyonlardan sorumludurlar. (Akdis et al., 2011)
2.12. interlékin 1

Interlokin-1 (IL-1) iki farkli proteinden olusur. Bunlar IL-lo velL-1 B’dr.

Ikinci kromozom iizerinde iki ayri1 gen tarafindan olusmaktadir. IL-1 o velL-1p'm
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antijenik yapilar1 farkli olmalarina ragmen biyolojik aktiviteleri ve etkinlikleri
aynidir. Interlokin-1 tiim hiicrelerde sentezlenebildigi gibi makrofajlar, keratinositler,
endotel hicreleri, diiz kas hiicreleri, dendritikhiicreler, fibroblastlar ve notrofillerde
de belirgin olarak sentezlenir. Interldkin-1 hiicreler {izerine sitoprotektif dzellige
sahiptir. Bu 6zelligi kemik hiicreleri lizerine daha belirgindir.IL-1 T hiicrelerinden
IL-2 salgilanmasmi saglar. Bu etkisi sayesinde hiicre sayisinida artirarak IL-2
miktarmi arttirir. IL-1 B lenfositleride uyararak immiinglobiilin sentezini ve hiicre
yiizeyindeki immiinglobiilin resoptér yogunlugunu da artirmaktadir. IL-1 TNF ile
birlikte hipotalamusa etki ederek organizmada ates ortaya ¢ikartir. IL-1
hepastositlerden de akut faz reaktanlar: iiretilmesinini saglar. Baska bir deneyimle
inflamatuvar reaksiyonun en basinda onemli roller iistlenir. Bu sayede inflatuvar
yanitin varligi ve yoklugu i¢in 6lciimii faydalidir. (Akdis et al., 2011) (Dinarello,
2009)

2.13. Interlokin 6

Interlokin 6 (IL-6) oncelikle T ve B
lenfositler, monositler, fibroblastlar, keratinositler, endotelyal hiicreler, astrositler,
kemik iligi stromal hiicreleri ve mezenkimal hiicreler tarafindan sentez
edilmektedir.B lenfositlerden antikor yapilip salverilmesi i¢in ana faktorlerden
biridir.Lenfositlerden IgG, IgM, IgA iireten plazma hiicrelerine doniislimiini
artirir.Istirhaat durumunda T lenfositlerde bulunur.B lenfositlerde mevcut
degildir.Buradan IL-6 etkisinin B lenfositlerin ge¢ donemlerinde etkili oldugunu
gostermektedir.IL-6 inflamatuvar reaksiyonda plasma hiicrelerinden Ig

salgilanmasinin tayininde kullanilabilir. (Akdis et al., 2011) (Gabay, 2006)
2.14. Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF- o)

TNF- o ve TNF-B olmak iizere iki formu vardir. TNF- o baslica
makrofajlardan salinan seklidir. Tiimor nekroz faktor kasektin olarak da bilinir. TNF-
B lenfosit orjinlidir. Yap1 olara aminoasit dizlim benzerligi distiktiir. Ancak
reseptorleri ve etki mekanizmalar1 aynidir. Aktive makrofajlar, lenfosit ve diger
hiicre tipleri tarafindan olusturulur ve proinflamatuar sitokinler olarak adlandirilirlar.

Onemli 3 etkiye sahiptirler.
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Sistemik akut faz reaksiyonlari: Aktive makrofajlardan salinan IL-1 ve

TNF-a akut faz proteinlerinin artisi, ates olusumu ve istah kaybi

Endotelyal etkiler: Lokosit adezyonu, prokoagiilan aktivite ve TAF

aktivasyonu
Fibroblastik etkiler: Kollagen sentezi ve fibroblast proliferasyonu

Etkileri sebebiyle organizmada inflamatuvar reaksiyon tayininde Olciilebilir.
(Sedger & McDermott, 2014) (Horiuchi, Mitoma, Harashima, Tsukamoto, &
Shimoda, 2010)
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3. GEREC VE YONTEM

Deneylerde 18 adet albino Guinea Pig kobaylar kullanildi. Ortalama
agirliklar1 450-550 gr, erkek, 5.5-6 aylik hayvanlar kullanildi. Hayvanlar Cumhuriyet
Universitesi Deney Hayvanlar1 Merkezi’nde barmdirildi. Deney hayvanlar1 20+0.5
°C oda sicakliginda ve 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortamda bulunduruldu.
Calisma Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’dan alinan
izin ¢ergevesinde yiiriitiilmiistiir. (2 Mart 2017 65202830-050.04.04-32)

3.1. In Vitro Cahsmalar

Calismamizda hayvanlar Kontrol, Sham ve Deney grubu olarak 18 kobay 3’e
ayrilmistir. Her bir grupta 6 adet kobay bulunmaktadir.

Kontrol grubundaki hayvanlara preanestezik  ksilazine (5 mg/kg, im)
ardindan anestezik ketamin (40 mg/kg, 1m) olarak yapildi. 15 dakika
beklenildikten sonra anestezi kontroliiniin ardindan biyomkimyasal belirte¢ i¢in 3 cc
kan almip kan muahafaza protokoliine gore saklandi. Kobay karin tiiyleri tras
edilerek antisepsi yapildiktan sonra kobay sabitlendi. Laparotomi ile cilt,karm duvari
ve periton gegildikten sonra safra kesesi boyun kismimin 1cm iizerinden eksize edildi.
Eksize edilen safra kesesi safrasindan ayrildiktan sonra hazirlanmis olan Krebs
cozeltisi (swrastyla mM NaCl 113, KCl1 4,7, CaCl, 2,56 , MgCl, 1.13, NaHCO; 25,
NaHPO, 1.5, D-glukoz 2,8) iceren petri kabina alindi. Kobay yiiksek doz
fenobarbitalle sakrifiye edildi.

Petri kabinda 6nce kese tek bir kesi ile diiz hale getirilerek 10 X 2 mm olacak
sekilde her bir kobaydan 4 adet safra seriti elde edildi. Histoloji preparatlar1 alkol
soliisyonuna alind1. Seritler Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Laboratuvarinda izole organ banyosuna yerlestirildi. Organ banyosuna konan Krebs
cozeltisi 37 °C sicaklikta %95 O, %5 CO; ile havandirilmistir. 15 dakikada bir Krebs
cozeltisi degistirilmis ve organ banyosuna asilan seritler 60 dakika dinlenmeye

brrakilmstir.
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Sekil 7. Eksize edilmis Safra kesesi

Sekil 8. Strip hazirlanmasi .

Sham grubu hayvanlara preanestezik ksilazine (5 mg/kg im) ardindan
anestezik ketamin 40 mg/kg 1m olarak yapildi.15 dakika beklenildikten sonra
anestezi kontroliiniin ardindan biyomkimyasal belirte¢ icin 3 cc kan alinip kan
muahafaza protokoliine gore saklandi. Kobay karin tiiyleri tras sonrasinda antisepsi
yapildiktan sonra kobay sabitlendi. Laparotomi ardindan hizla periton, karin duvari
ve cilt kapatildiktan sonra hayvanin uyanmasi beklendi. Kobay kafesine tek olacak
sekilde uyandiktan sonra birakildi. 48 saat sonra anestezi protokii tekrarlandiktan
sonra antisepsi ve sabitleme sonrasi laparotomi yapildi. Safra kesesi boyun kismimnin
Icm iizerinden eksize edildi. Safra sagilarak bosaltildi. Safra kesesi Krebs ¢ozeltisi
iceren petri kabma alindi. Petri kabinda 6nce kese tek bir kesi ile diiz hale getirilerek
10 X 2 mm olacak sekilde her bir kobaydan 4 adet safra seriti elde edildi. Histoloji
preparati alkol soliisyonuna alindi. Seritler Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Labratuvarinda organ banyosuna yerlestirildi. Organ banyosuna
konulan Krebs ¢ozeltisi 37 °C sicaklikta %95 O, %5 CO; ile havandirilmistir. 15
dakikada bir Krebs c¢ozeltisi degistirilmistir. Organ banyosuna asilan stripler 60
dakika dinlendirilmistir.

Deney grubu deney hayvanlar1 preanestezik ksilazine (5 mg/kg i.m) olarak
yapildi. 15-20 dakika bekleme siiresinden sonra anestezik ketamin (40 mg/kg i.m)
olarak yapildi. 15 dakika beklenildikten sonra anestezi kontroli yapildi.

Biyomkimyasal belirte¢ i¢in 3 cc kan alinip kan muahafaza protokoliine gore
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saklandi. Kobay karm tiiyleri tras edildi. Sabitlendikten sonra antisepsi yapildi. Sag
subkostal kesi ile cilt, karin duvari ve periton gegildi. Parkman yontemine gore safra
kesesi Common Bile Duct Ligasyon ile safra kanali boyun bolgesinden 4.0 ipek ile
baglandi(Parkman et al.,, 1999).Kobay periton, karin duvar1 ve cilt kapatildiktan
sonra hayvanin uyanmasi beklendi. Kobay kafesine tek olacak sekilde uyndiktan
sonra brrakildi. 48 saat sonra anestezi protokii tekrarlanarak antisepsi ve sabitleme
sonrasi laparotomi yapildi. Safra kesesi boyun kisminin 1cm tizerinden eksize edildi.
Safra sagilarak bosaltildi. Kolesistit safra kesesi Krebs ¢ozeltisi igeren petri kabina
alind1. Kobay yiiksek doz fenobarbitalle sakrifiye edildi. Petri kabinda dnce kese tek
bir kesi ile diiz hale getirilerek 10 X 2 mm olacak sekilde her bir kobaydan 4 adet
safra seriti elde edildi. Histoloji preparati alkol soliisyonuna alindi. Stripler
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Laboratuvarinda organ
banyosuna asildi. Organ banyosu Krebs ¢ozeltisi 37 °C sicaklikta %95 O, %5 CO; ile
havandirilmistir. 15 dakikada bir Krebs ¢ozeltisi degistirilmistir. Organ banyosuna

asilan seritler 60 dakika dinlendirilmistir.
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Sekil 9. Deney grubunda deneysel akut kolesistit olugsmus safra kesesi

3.2. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Kobaylardan alman kan Ornekleri serum ayraclh tiiplere (serum separator
tube: SST) alindi. +4 derecede sicaklikta tagima kabiyla laboratuvarda soguk
santrifiij edildi. Santrifiij 5000 devirde 15 dakika siire ile yapidi. Orneklerden plazma
pipetle alinarak ependorfa alindi. Ornekler saklanmak iizere -80 derece dolaplara
konuldu. Deneylerde YLbiont Guinea Pig Interleukin 1B, IL-1p ELISA Kit, Guinea
pig Tumor necrosis factor a, TNF-a ELISA Kit, Guinea pig Interleukin 6, IL-6
ELISA Kit kullanildi. ELIZA protokolii kit igin gonderilen kilavuza gére yapildi.

Deney sonrasi elisa testi labratuvarda bulunan ELIZA okuyucu fotometre ile okundu.
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Kitlerin 06zellikleri Metod : sandvig, Duyarli aralik : 2ng/L—600ng/L,
Duyarlilik 1.56ng/L Olgiim dalgaboyu : 450nm ‘dir.

3.3. izole Organ Banyosu Protokolii

Kobaylardan elde edilen seritler Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Laboratuvarinda izole organ banyosuna yerlestirildi. Organ
banyosu Krebs ¢ozeltisi 37 °C sicaklikta %95 O, %5 CO, ile 6nceden havandirilmis
ve 15 dakikada bir Krebs c¢ozeltisi degistirilmistir. Organ banyosuna asilan dokular
lg 6n gerim verilmistir. Dinlenme siiresi boyunca bozulan tonustan dolayr gerim 1
grama diizeltilmistir. Organ banyosuna asilan seritler 60 dakika dinlendirilmistir.10
ml hacimdeki organ banyosuna konulan safra kesesi seritleri bir ucu organ askisina,
bir ucu izometrik kasilmalar1 kayit etmek i¢in Grass izometrik kuvvet transdiiserine
(FT 03, Grass Instruments, Quincy, MA, ABD) bagh olacak sekilde yerlestirilmistir.
I[zometrik diiz kas kasilmalar1 ve gevsemeleri transdiiserler araciligi ile Grass marka

kayit sisteminde (79 E, Grass Instruments, Quincy, MA, ABD) kayit edilmistir.
3.4. Elektriksel Alan Uyarnsi Aracih Kasilma Yamtlan Deney Protokolii

Kobaylardan elde edilen seritler ~Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Laboratuvarinda izole organ banyosuna asildi. Organ banyosu
Krebs ¢ozeltisi 37 °C sicaklikta %95 O2 %5 CO2 ile dnceden havandirilmistir.15
dakikada bir Krebs ¢ozeltisi degistirilmistir. Organ banyosuna asilan dokular 1g 6n

gerim verilmistir. Organ banyosuna asilan seritler 60 dakika dinlendirilmistir.

10 ml hacimdeki organ banyosuna konulan safra kesesi seritleri bir ucu organ
askisina, bir ucu izometrik kasilmalar1 kayit etmek i¢cin Grass izometrik kuvvet
transdiiserine (FT 03, Grass Instruments, Quincy, MA, ABD) bagl olacak sekilde
yerlestirilmistir. Izometrik diiz kas kasilmalar1 ve gevsemeleri transdiiserler aracilig1
ile Grass marka kayit sisteminde (79 E, Grass Instruments, Quincy, MA, ABD) kayt

edilmistir.

EAU aracili kasilma yanitlar1 120 s. aralikla 10 s. siire ile 60 V, 1 ms.

parametrelerinde ve 16 Hz de kasilma yanitlar1 alinmistr.

EAU aracili kasilma yanitlari, sempatik sinir sisteminin ve prostaglandinlerin

etkisini ortadan kaldirmak i¢in, sempatik sinir sonlanmalarindan noradrenalin
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saliverilmesini inhibe eden guanetidin (10° M) ve siklooksijenaz inhibitorii
indometazin (10° M) varliginda almmistr. Guanetidin ve indometazin organ

banyosuna EAU aracili kasilma yanitlari elde edilmeden 20 dk. 6nce eklenmistir.
3.5. izole Organ Banyosunda Gevseme Yamtlarinin Tanimlanmasi

Her bir deneyde kontrol, sham ve deney grubundan elde edilen safra kesesi
seritleri 10 ® M karbakol ile prekontrakte edilerek dokularda calisilmistir.Karbakol
konsantrasyonu laboratuvarimizda yapilan daha Onceki safra kesesi serit
deneylerinde hesaplanan submaksimal konsantrasyon olan 10® M karbakol ile
yapilmistir. Deney ortamma 20 dakika 6nceden L-NAME ve DL-PAG inhibitorler
de eklenmistir. Karabakolle kasilan safra kesesi seritleri plato ¢izdikten sonra ortama
H,S dondrii olan NaHS (107 — 3.10° M) , L-sistein (endojen H,S iiretimi
prekiirsorii)(10°-3.10° M) DL- proparjilglisin (PAG-CSE enzim inhibitorii) (10° —

3x10” M) eklenerek kasilma yanitlar1 iizerine etkileri incelendi.

3.5.1. izole Organ Banyosunda H,S Gevseme yanitlarinin

Degerlendirilmesi

1. Karbakolle Kasilmis Safra Kesesi Seritinin H,S ile Gevseme

Yanitlarinin Incelenmesi

Kontrol, sham ve deney gruplardan elde edilen safra kesesi seritleri izole
organ banyosunda 60 dk dinlendirilmis 15 dakikada bir yikanmistir. Safra kesesi
seritleri  10° M karbakol ile kasilmustir. Kasilmay: takiben plato cizen dokuya
kiimiilatif olarak H,S donorii olan NaHS (107 — 3.10 M) verilmistir.

2. Karbakolle Kasilmis Safra Kesesi Seritinin L-sistein ile Gevseme

Yanitlarinin Incelenmesi

Kontrol, sham ve deney gruplardan elde edilen safra kesesi seritleri izole
organ banyosunda 60 dk dinlendirilmis 15 dakikada bir yikanmistir. Safra kesesi
seritleri  10° M karbakol ile kasilmistir.Kasilmay: takiben plato ¢izen dokuya
kiimiilatif olarak L-sistein (10 —3.10° M) verilmistir.

3. Karbakolle Kasilmis Safra Kesesi Seritinin DL-PAG ile Gevseme

Yanitlarinin Incelenmesi



24

Kontrol, sham ve deney gruplardan elde edilen safra kesesi seritleri izole
organ banyosunda 60 dk dinlendirilmis 15 dakikada bir yikanmistir. Safra kesesi
seritleri  10° M karbakol ile kasilmistir.Kasilmay: takiben plato ¢izen dokuya
kiimiilatif olarak CBS enzim inhibitorii D,L PAG (10 — 3.10° M) verilmistir

3.5.2. izole Organ Banyosunda NO bagimsiz H,S Gevseme Yanitlariin

Degerlendirilmesi

1. Karbakolle Kasilmis Safra Kesesi Seritinin Ortamda L-NAME

varhginda DL-PAG Yanitlarinin Incelenmesi

Kontrol, sham ve deney gruplardan elde edilen safra kesesi seritleri izole
organ banyosunda 60 dk dinlendirilmis 15 dakikada bir yikanmistir. Ortama 20
dakika 6ncesinden L-NAME konulmustur. Safra kesesi seritleri 10° M karbakol ile
kasiimustir. Kasilmay takiben plato ¢izen dokuya kiimiilatif olarak DL-PAG (10° —
3.10” M) verilmistir

2. Karbakolle Kasilmis Safra Kesesi Serititin  Ortamda L-NAME

varh@inda L-sistein ile Gevseme Yanitlarinin Incelenmesi

Kontrol, sham ve deney gruplardan elde edilen safra kesesi seritinin izole
organ banyosunda 60 dk dinlendirilmis 15 dakikada bir yikanmistir. Ortama 20
dakika 6ncesinden L-NAME konulmustur. Safra kesesi seritleri 10° M karbakol ile
kasilmistir. Bu Kasilmayi takiben plato ¢izen dokuya kiimiilatif olarak L-sistein (10

—3.10° M) verilmistir

3. Karbakolle Kasilmis Safra Kesesi Seritinin ortamda L-NAME

varhginda H,S ile Gevseme Kasilma Yamitlarinin incelenmesi

Kontrol, sham ve deney gruplardan elde edilen safra stripleri izole organ
banyosunda 60 dk dinlendirilmis 15 dakikada bir yikanmistir. Ortama 20 dakika
oncesinden L-NAME konulmustur. Safra kesesi seritleri 10° M karbakol ile
kasilmistir. Kasilmay: takiben plato ¢izen dokuya kiimiilatif olarak NaHS (107 —
3.10° M) verilmistir

4. izole Organ Banyosunda CBS bagimsiz H,S Gevseme yamtlarinin

Degerlendirilmesi
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5. Karbakolle Kasilmis Safra Kesesi Seritinin Ortamda DL-PAG varhgin

da H,S ile Gevseme Yanitlarinin incelenmesi

Kontrol, sham ve deney gruplardan elde edilen safra kesesi seritinin izole
organ banyosunda 60 dk dinlendirilmis 15 dakikada bir yikanmistir. Ortama 20
dakika dncesinden D,L-PAG konulmustur. Safra kesesi seritleri 10°® M karbakol ile
kasilmistir. Kasilmay takiben plato ¢izen dokuya kiimiilatif olarak NaHS ( 107 —
3.10” M) verilmistir

6. Karbakolle Kasilmis Safra Kesesi Seritinin Ortamda DL-PAG varhgin

da L-sistein ile Gevseme Yanitlarinin Incelenmesi

Kontrol, sham ve deney gruplardan elde edilen safra kesesi seritinin izole
organ banyosunda 60 dk dinlendirilmis 15 dakikada bir yikanmistir. Ortama 20
dakika éncesinden D,L-PAG konulmustur. Safra kesesi seritleri 10° M karbakol ile
kasilmistir. Kasilmayi takiben plato ¢izen dokuya kiimiilatif olarak L-sistein ( 10° —

3.10° M) verilmistir
3.6. EAU Aracili Norojenik Kasilma Yamitlarin Tanimlamasi:

EAU aracili kasilma yanitlar1 alindiktan sonra ortama farkli dokularda farkli
agonist, antagonistler ve enzim inhibitorleri (guanetidin 10° M (noradrenalin
saliverilmesinin inhibe eder); indometazin (siklooksijenaz inhibitorii) 10° M ; L-
NAME, (nitrik oksit sentaz inhibitorii), 10* M) D,L- proparjilglisin (PAG-CSE

enzim inhibit6riil0° M) uygulanarak EAU ile olusan yanitlar tanimlandi.

1. Guanetidin, Indometazin, L-NAME, D,L-PAG’in EAU Noérojenik
Kasilma Yanitlar

2. EAU Aracili Norojenik Kasilma Yanitlar1 Uzerine Hidrojen Siilfiir’iin
Etkisi

Safra kesesi striplerinde kontrol, sham ve deney gruplarin da  guanetedin
ve indometazin varhiginda kontrol kasima yanitlar1 edildi. Kasilma yanitlar:
stabillestikten sonra ortama kiimiilatif olarak H,S donérii olan NaHS (107 — 3.107
M), L-sistein (endojen H,S iiretimi prekiirsorii) (10°-3.10° M) D,L- proparjilglisin
(PAG-CSE enzim inhibitérii) (10° — 3x10° M) eklenerek EAU aracili nérojenik

kasilma yanitlar1 lizerine etkileri incelendi.
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3.6.2.1 Ortamda Guanetedin ve Indometasin varliginda EAU Aracili

Norojenik Kasilmalar Uzerine NaHS Yanitlar

3.6.2.2 Ortamda Guanetedin ve Indometasin varhiginda EAU Aracili

Norojenik Kasilmalar Uzerine L-Sistein Yanitlar1

3.6.2.3 Ortamda Guanetedin ve Indometasin Varliginda EAU Aracili
Norojenik Kasilmalar Uzerine D,L PAG’1n Etkileri

3.7. EAU Aracih NO Bagimsiz Norojenik Kasilma Yamtlar1 Uzerine
Hidrojen Siilfiir’iin Etkisi

Safra kesesi striplerinde kontrol, sham ve deney gruplarinda guanetedin ve
indometasin, L-NAME varliginda 16 Hz EAU ile kontrol kasilma yanitlar1 edildi.
Kasilma yanitlar: stabillestikten sonra ortama H,S dondrii olan NaHS (107 — 3.107
M), L-sistein (endojen H,S iiretimi prekiirsorii) (10°-3.10° M) D,L- proparjilglisin
(PAG-CSE enzim inhibitérii) (10° — 3x10° M) eklenerek EAU aracili ndrojenik

kasilma yanitlar lizerine etkileri incelendi.

3.1 Ortamda Guanetedin ve Indometasin, L-NAME varliginda NaHS EAU
Aracil1 Nérojenik Kasilmalar Uzerine NaHS Etkileri

3.2 Ortamda Guanetedin ve Indometasin, L-NAME varliginda EAU Aracil1

Norojenik Kasilmalar Uzerine L-Sistein Etkileri

3.3 Ortamda Guanetedine Indometasin, L-NAME Varliginda EAU Aracili
Norojenik Kasilmalar Uzerine D,L PAG’1n Etkileri

3.8. Deneyde Kullanilan Soliisyon ve Geregler
1. izole Organ Banyosu Transducer (Grass Instruments, Quincy, MA, ABD)
2. Izole Organ Banyosu Kayit Sistemi (Grass Instruments, Quincy, MA, ABD

3. Elektriksel Alan Uyaris1 Sinyal Cihazi (Grass Instruments, Quincy, MA,
ABD)

4. YLbiont Guinea Pig Interleukin 18,IL-1p ELISA Kit,
5. YLbiont Guinea pig Tumor necrosis factor a,

6. YLbiont TNF-a ELISA Kit, Guinea pig Interleukin 6,IL-6 ELISA Kit
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7. NaHS — Cayman Chemical

8. Indometasin — Sigma Life Sciences

9. Guanetedin — Sigma Life Sciences

10. L-name — Sigma Life Sciences

11. L-sistein — Sigma Life Sciences

12. Karbakol — Sigma Life Sciences

13. Fenilefrin — Sigma Life Sciences

14. Atropin — Sigma Life Sciences

15. D-L PAG — Sigma Life Sciences

16. Dimetilsiifoksit- Merck Life Sciences

17. Distile Su

18. Krebs Soliisyonu-Safra Kesesi

19. Petri - Cerrahi Malzeme - 4.0 ipek siitur (non-absorbant)
20. Anestezi ilaglar1 (Ketamin-Pfizer, Xlayzine, Fenobarbital)
21. MAY heating Circulator

22. Kobay i¢in iireticinin verdigi devam yemi

23. 18 adet Albino Erkek Guinea Pig

3.9. Dokularin Saklanmasi Ve Histopatalojik Olarak Incelenmesi

Izole organ banyosu i¢in eksize edilen safra kesesi drneklerinden elde edilen
histolojik parcalar formaldehit (%10) soliisyonuna almmistir.Fiksasyon sonrasi
kesitler — alindiktan sonra kesitler hazirlanarak  hematoksilen-eozin  ile
boyanmistir.Boyama islemi sonrasi kurumaya birakilan preparatlar 4 X, 10 X ve 40
X biyiitmede incelenmistir.Akut kolesistit olusan dokulardaki degisiklikler olan
Ashoff-Rokitansky Siniislerinin azalmasilenfositlerin mukozaya gocii, epitel

kivrimlarinin diizlesmesi gibi 6zellikler incelenmistir.
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3.10. istatiksel Analizler ve Verilerin Sunumu

Verilerin analizi konusunda; Tanimlayict istatistikler frekans, yiizde,
ortalama, standart sapma degerleri ile sunulmustur. Kontrol grubu, Sham grubu ve
deney gruplarinin gevseme diizeylerinin farkli olup olmadiginin incelenmesi amaci
ile Friedman test analizi ve farkli olan gruplarin tespit edilmesi amaci ile ikili
karsilagtrma testi uygulanmistir. Calismada p<0,05 degerleri istatistiksel olarak
anlamli p>0,05 anlamli degil olarak kabul edilmistir. Analizler SPSS 22.0 paket

programui ile yapilmuastir.

Grafikler GraphPad 7.0d programu ile ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. izole Organ Banyosunda Gevseme Yamtlarinin Degerlendirilmesi

Gevseme yanitlar1  degerlendirilirken, Kontrol ve Sham Gruplari
karsilastirildiginda hi¢bir ajan uygulanmayan alt grubunda Kontrol ve Sham Gruplar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Bu durum
yapilan cerrahi islemin gevseme yanitlar1 iizerinde hicbir etkisi olmadigini
gostermekte olup, bundan sonraki asamada Deney Grubu, Kontrol Grubu ile

karsilastirilarak analizler yapilmistir.

4.1.1. H,S ile Gevseme Yanitlarinin incelenmesi

NaHS ile Gevgeme Yanitlar -k~ Kontrol Grubu n=6
10 -#- Deney Grubu n=6

80
i
E 60+
&
2 4

20+

0

* | | * | } * | ] L 1§
107 3107 0% 310° 105 310° 104 310%  10% 3007
NaHS$ [M]

Grafik 1. Kontrol ve Deney grubunda 10°® M Karbakol ile kasilan dokularda
NaHS (107-3x107 M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme 10° M Karbakol olusan kasilmalarmn yiizdesi olarak ifade edildi.
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Tablo 1. 3x10° M NaHS Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Yiizdesi + Standart Sapma
Kontrol n=6 % 75+3

Sham n=6 %75.3+4

Deney n=6 %100 £ 2 *

Deney grubundaki gevsemelerin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli sekilde farkli oldugu goriilmustiir. (Grafik 1, Tablo 1) (*p<0,05 n=6)

10* - 3x10° M NaHS konsantrasyonlarinda gevseme daha fazla olmustur.

(*p<0,05 n=6)

4.1.2. L-sistein ile Gevseme Yanitlarinin Incelenmesi

I-Sistein Yamitlan -~ Kontrol Grubu n=6
10 ~-# Deney Grubu n=06
80~
g
= 60~
- 40~
20
o T

T ] 3 T ] L 1]
107 3107 10 310° 105 310° 104 310t 10 3007
L-Sistein [M]

Grafik 2. Kontrol ve Deney grubunda 10°® M Karbakol ile kasilan dokularda
L-sistein (107-3x10~ M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme 10° M Karbakol olusan kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 2. 3 x10™ M L-Sistein Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Yiizdesi + Standart Sapma
Kontrol % 17=+1

Sham %17+1.2

Deney %17 +0.8
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Yapilan deneyde Kontrol ve deney gruplar1 arasinda farklilik olmadig1 ancak
tiim gruplarda ayn1 dozda %17 gevseme oldugu goriilmiistiir.Istatiksel olarak

aralarinda fark yoktur. (Grafik 2, Tablo 2) p >0,05, n=6

4.1.3. DL-PAG ile Gevseme Yamtlariin incelenmesi

DL-PAG Yamtlar -4~ Kontrol Grubu n=6
-~ Deney Grubu n=6

IUO-I—I—I———..____H_ i }

80+

60

40~

% Kasilma

20-

c T T L] ] ¥ ] L 1
107 3107 10 310° 105 310° 104 310¢ 10?3007
DL-PAG [M]

Grafik 3. Kontrol ve Deney grubunda 10°® M Karkakol ile kasilan dokularda
D,L PAG (107-3x10” M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme 10° M Karbakol olusan kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 3. D,L PAG Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Ylzdesi + Standart Sapma
Kontrol % 8+2.1

Sham %8 + 2.1

Deney %8 +2

Yapilan deneyde Kontrol, sham ve deney gruplar1 arasinda farklilik olmadig:

ancak tiim gruplarda ayn1 dozda %8 gevseme oldugu goriilmiistiir.

Gevseme yanitlar1 anlaminda istatiksel olarak hi¢bir konsantrasyonda kontrol

ve deney gruplar1 arasinda bir fark gézlenememistir. (Grafik 3, Tablo 3) p >0,05, n=6
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4.2. izole Organ Banyosunda NO bagimsiz H,S Gevseme yanitlarinin

Degerlendirilmesi

4.2.1. L-NAME varhginda H,S ile Gevseme Yanmitlarimin incelenmesi

-4~ Kontrol Grubu n=6

L-NAME Varhiimda NaHS Yanitlan

-~ Deney Grubu =6

100

%% Kasilma

A T T L] ] L3 ¥ % 1
107 307 1ot 310f w0t 310% 104 3100 10 3007
NaHS [M]

Grafik 4. Kontrol, Sham ve Deney grubunda L-NAME 10° Karkakol ile
kasilan dokularda NaHS (107-3x10° M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme 10 Karbakol olusan kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 4. 3x10”° L-NAME Varhginda NaHS Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Ylzdesi + Standart Sapma
Kontrol % 77.1£1.1

Sham %78 £ 1.1

Deney %79 £2.2

Tim gruplarda ortalama %78.3 gevseme goriilmesine ragmen, kontrol, deney

ve sham grubunun arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig:

gozlenmistir. (Grafik 4, Tablo 4) p >0,05, n=6
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4.2.2. L-NAME varhginda L-sistein ile Gevseme Yamitlarinin incelenmesi

L-NAME Varhgmda L-Sistein Yamtlar: -4~ Kontrol Grubu n=6
~#~ Deney Grubu n=6

e 3 . e
80-

60~

% Kasiima

40~

20~

G L3 ] Y ¥ ¥  § ¥ | |
107 3107 1% 310°  10°  3310° 104 3104 103 3107
L-Sistein [M]

Grafik 5. Kontrol, Sham ve Deney grubunda 10° Karkakol ile kasilan
dokularda L-NAME L-Sistein (107-3x10~ M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme 10 Karbakol olusan kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 5. L-NAME Varliginda L-sistein Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Ylzdesi + Standart Sapma
Kontrol %9+1.1

Sham %9+2.1

Deney %9 +£1.2

Yapilan deneyde Kontrol, deney ve sham grubunun arasinda farklilik
olmadig1 ancak tiim gruplarda % 9 gevseme goriismiistiir.Istatiksel olarak fark

yoktur. p >0.05 n=6 (Grafik 5, Tablo 5 )
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4.2.3. L-NAME varhiginda DL-PAG Yamtlarinin incelenmesi

L-NAME Varhginda DL-PAG Yamitlann & Kontrol Grubu n=6
~#~ Deney Grubu n=6

150t i, ey -

80~

60~

40~

% Kasiima

20~

G 13 1 £ ] T T 1 L] | ]
W’ 3107 1% 3165 10% 3105 1wt 310t 103 3007

DL-PAG [M]

Grafik 6. Kontrol, Sham ve Deney grubunda 10° M Karkakol ile kasilan
dokularda NaHS (107-3x10™ M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme 10 M Karbakol olusan kasilmalarm yiizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 6. L-NAME Varliginda D, PAG Gevsetici Etksi

Grup Gevseme Yiizdesi + Standart Sapma
Kontrol %8+ 1.1

Sham % 7+1

Deney %8 £2

Yapilan deneyde Kontrol, deney ve sham grubunun arasinda farklilik
olmadig1 ancak tiim gruplarda %8 gevseme goriismiistiir.Istatiksel olarak fark

yoktur. (Grafik 6, Tablo 6) p >0,05, n=6
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4.3. izole Organ Banyosunda CSE bagimsiz H2S Gevseme yanitlarinin

Degerlendirilmesi

4.3.1. DL-PAG varhginda H,S ile Gevseme Yamtlarinin incelenmesi

DL-PAG Varligmnda NaHS Yamtlan —* Kontrol Grubu n=6
10 -#- Deney Grubu n=6
80~
£
£ o
2 4
g
20+
0 : ' : : . Y . ;
107 3107 10% 310° 105 3105 10 3a0* 10?3107
NaHS [M]

Grafik 7. Kontrol, Sham ve Deney grubunda DL-PAG varliginda 10° M
Karkakol ile kasilan dokularda NaHS (107-3x10° M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme 10° M Karbakol olusan kasilmalarmn yiizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 7. D,L PAG Varliginda NaHS Gevsetici Etkisi

Gevseme Yiizdesi + Standart Sapma
Grup D,L PAG Varhginda NaHS NaHS Gevsetici Etkisi
Gevsetici Etkisi
Kontrol %68 +1.1 % 75+ 3.1%
Sham % 68 £2.1 %753 £4.1*
Deney % 68 +2.2 %100%*

CBS enzim inhibitorii D, PAG varliginda NaHS uygulanmasmin meydana
getirdigi gevseme yanitlart kontrol, sham ve deney gruplar1 arasinda farkli degildi.
Fakat bu gevseme yanitlar1 sadece NaHS uygulamasi ile karsilastirildigin her iig
grupta da gevseme yanitlarinin D, PAG varliginda istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldig1 tespit edildi. Istatiksel olarak DL-PAG varhigi gevsemeyi
azaltmstir.(Grafik 7, Grafik 1) *p<0,05, n=6
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4.3.2. DL-PAG varhginda L-sistein ile Gevseme Yanitlarimin incelenmesi

% Kasilma

00— o

80~
60
40~

20-

DL-PAG Varh@nda L-Sistein  Yamtlan =& Kontrol Grubu n=6

-#- Deney Grubu n=0

0 ¥ r : . - : ' ‘
107 3107 10 310°  10%  310° 104 310*  10% 3007

L-Sistein [M]

Grafik 8. Kontrol ve Deney grubunda 10 Karkakol ile kasilan dokularda L-

Sistein (107-3x107 M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme 10 Karbakol olusan kasilmalarin ylizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 8. D, PAG varliginda L-Sistein Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Yiizdesi + Standart Sapma
Kontrol %9+1
Sham % 8=+ 1
Deney %9 £1

Yapilan deneyde Kontrol, deney ve sham grubunun arasinda farklilik

olmadig1 ancak tiim gruplarda %9 gevseme goriilmiistiir.Istatiksel olarak anlamli

fark yoktur. Grafik 8, Tablo 8) p >0,05, n=6
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4.4.1. EAU Aracil Norojenik Kasilma Yamtlar Uzerine Hidrojen
Siilfiir’iin Etkisi

Safra kesesi striplerinde kontrol, sham ve deney gruplarinda guanetedin ve
indometasin varliginda EAU (16 Hz) kontrol kasilma yanitlar1 elde edildi. Kasilma
yanitlar1 stabillestikten sonra ortama H,S dondrii olan NaHS (107 — 3.10° M) , L-
sistein (endojen H,S iiretimi prekiirsorii) (10°-3.10° M) D,L- proparjilglisin (PAG-
CSE enzim inhibitorii) (10° — 3x10” M) eklenerek EAU aracili ndrojenik kasilma

yanitlar1 lizerine etkileri incelendi.

4.4.1. EAU Aracih Norojenik Kasilmalara NaHS Etkisi

EAU Aracih Norojenik Kasilmalara NaHS Etkisi
-4~ Kontrol Grubu n=6

-# Deney Grubu n=6

16

80~

60~

% Kasiima

40~

20

C L  § ¥  § L  § L] 4
107 3367 1% 300 105 3.10° 10t 310%  10° 3107

NaHS [M]

Grafik 9. Kontrol ve Deney grubunda EAU (16 Hz) aracili norojenik uyari
ile kasilan dokularda D, L PAG (107-3x10° M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme EAU (16 Hz) aracili norojenik kasilmalara gevseme karsiligi
ylizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 9. Guanetedin Ve indometasin Varliginda EAU (16 Hz) Aracili 3x107
NaHS Gevsetici Etkisi
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Grup Gevseme Yiizdesi + Standart Sapma
Kontrol %77.5+1.1

Sham %78 £2.1

Deney %95 +£2.2%

Yapilan deneyde Kontrol, sham gruplar1 arasinda gevsemede farklilik
olmadigr ancak deney grubunda %17 daha fazla gevseme oldugu

goriilmiistiir. Istatiksel olarak fark vardir. (Grafik 9, Tablo 9)* p<0,05, n=6

4.4.2 EAU Aracili Norojenik Kasilma Yamtlarina L-Sistein Etkisi

EAU Aracili Norojenik Kasilma Yantlarma L-Sistein Etkisi
&~ Kontrol Grubu n=6

3 —-# Dency Grubu n=6
———s—i
80~

60~

% Kasilma

40+

20

G ¥ T L) T * | § * 1
107 3107 1% 310% 105 3105 104 316t 107 3007
L-Sistein [M]

Grafik 10. Kontrol ve Deney grubunda EAU (16 Hz) 1ile kasilan dokularda
L-Sistein (10°-3x10° M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme EAU (16 Hz) ile olusan kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 10. Guanetedin ve Indometasin Varliginda EAU Aracili L-Sistein
Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Ylzdesi + Standart Sapma
Kontrol % 9.5+ 1.1

Sham %9+2.1

Deney %9.2 £2
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Yapilan deneyde Kontrol, Sham ve Deney gruplar1 arasinda farklilik olmadigi
ancak tiim gruplarda %9 gevseme oldugu goriilmiistiir. istatiksel olarak fark yoktur.

(Grafik 10, Tablo 10) p >0,05, n=6

4.4.3. EAU Aracih Norojenik Kasilma Yanitlarina DL-PAG Etkisi

EAU Aracili Norojenik Kasilma Yamtlarina DL-PAG Etkisi
-~ Kontrol Grubu n=6

-#- Denev Grubu n=6

———— s &5

80

60~

40+

% Kasilma

20+

C 3 | L3  } ¥ ] L 1
197 3107 10 310¢ 105 3105 104 3a0t 10 3007
DL-PAG [M]

Grafik 11. A Kontrol, Sham ve Deney grubunda EAU (16 Hz) ile kasilan
dokularda D,L PAG (107-3x10” M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme EAU (16 Hz) olusan kasilmalarm ytlizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 11. Guanetedin Ve Indometasin Varhginda EAU Aracihi D,L PAG
Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Ylzdesi + Standart Sapma
Kontrol % 9+ 1.1

Sham %9+2.1

Deney %9 1

Yapilan deneyde Kontrol, sham gruplar1 arasinda farklilik olmadigi ancak
tiim gruplarda % 9  gevseme oldugu goriilmiistiir.Istatiksel olarak anlamli fark

yoktur. Grafik 11, Tablo 11) p >0,05, n=6
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4.4.4. EAU Aracih NO Bagimsiz Norojenik Kasilma Yamtlar1 Uzerine
Hidrojen Siilfiir’iin Etkisi

4.4.4.1 L-NAME varhginda EAU Aracih Norojenik Kasilmalara NaHS

Yanitlan

L-NAME varhfinda EAU Aracihi Norojenik Kasilmalara NaHS Yamtlan
-4~ Kontrol Grubu n=6

16

-~ Deney Grubu n=6
8=
60

40

% Kasilma

20~

C T T LI ¥ L} ¥ ¥ ¥
107 3107 10 310° 105 310° 104 310% 10?3407
NaHS [M]

Grafik 12. Kontrol, Sham ve Deney grubunda EAU (16 Hz) ile kasilan
dokularda NaHS (107-3x10° M)’iin gevsetici etkisi.

Gevseme 16 Hz EAU (16 Hz) olusan kasilmalarin ylizdesi olarak ifade

edildi.
Tablo 12. Guanetedin, indometasin, L-NAME Varliginda EAU Aracili
3x10™ M NaHS Gevsetici Etkisi
Grup Gevseme Ylzdesi + Standart Sapma
Kontrol %77.5+1.1
Sham %78 £2.1
Deney %95 £2.2*

Yapilan deneyde Kontrol, sham gruplar1 arasinda gevsemede farklilik
olmadig1 deney grubunda %17.5 daha fazla gevseme oldugu goriilmiistiir.istatiksel

olarak fark vardir. ( Grafik 12, Tablo 12 ) *p<0,05, n=6



41

4.4.4.2 L-NAME varh@ginda EAU Aracih Norojenik Kasilma Yanitlarina

L-Sistein EtKisi

L-NAME varhgmda EAU Aracith Norojenik Kasdmalara L-Sistein Yamitlar:
-4~ Kontrol Grubu n=6
- Dency Grubu n=6

100-.—-—.\.__,_\_'___i_~i___H

80~
60~

40+

% Kasiima
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3107 1% 3.10%  1w0S 3.10% 1wt 310% 103 3107
L-Sistein [M]

Grafik 13. Kontrol, Sham ve Deney grubunda EAU (16 Hz) ile kasilan

dokularda L-Sistein (107-3x10™ M)’in gevsetici etkisi.
Gevseme EAU (16 Hz) ile olusan kasilmalarin ylizdesi olarak ifade edildi.
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Tablo 13. Guanetedin, Indometasin, L-NAME Varligimda EAU Aracili L-

Sistein 3x10° M Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Ylzdesi + Standart Sapma
Kontrol % 9.5+ 1.1

Sham %8 £ 2.1

Deney %8 +2.2

Yapilan deneyde Kontrol, sham vgruplari arasinda farklilik olmadigi ancak

tim gruplarda %8 gevseme oldugu goriilmiistiir.istatiksel olarak fark yoktur.

(Grafik 13, Tablo 13) p>0,05, n=6

4.4.4.3 L-NAME Varhginda EAU Aracih Norojenik Kasilma Yanitlarina

DL-PAG Etkisi

% Kasilma

L-NAME varhgmda EAU Aracih Norojenik Kasilmalara DL-PAG Yanitlan

-4~ Kontrol Grubu n=6
-~ Deney Grubu n=6

80~

60~

40~
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Grafik 14. Kontrol, Sham ve Deney grubunda EAU (16 Hz) ile kasilan
dokularda D, L PAG (107-3x10™ M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme EAU (16 Hz) olusan kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edildi.



43

Tablo 14. Guanetedin, Indometasin, L-NAME Varliginda EAU Aracili D,L PAG
Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Ylzdesi + Standart Sapma
Kontrol %5.5+1.1

Sham %5+2.1

Deney %5 +1.2

Yapilan deneyde Kontrol, sham gruplar1 arasinda farklilik olmadigi ancak
tiim gruplarda %7.1  gevseme oldugu goriilmiistiir. Istatiksel olarak aralarinda fark

yoktur.(Grafik 14, Tablo 14) p >0,05, n=6

4.4.4.4 DL-PAG Varhginda EAU Aracih Norojenik Kasilma Yanitlarina

NaHS Etkisi
DL-PAG varhgmda EAU Aracih Norojenik Kasilmalara NaHS Yamtlar
-4~ Kontrol Grubu =6
100 -#- Deney Grubu n=6
80
o
£ 604
&
% 40~
=
20+
0 r . r T r : v :
w07 317 108 310 0% 3105 104 310 10° 3003
NaHS [M]

Grafik 15 Kontrol ve Deney grubunda EAU (16 Hz) ile kasilan dokularda
DL-PAG varliginda NaHS (107-3x10~ M)’in gevsetici etkisi.

Gevseme EAU (16 Hz) olusan kasilmalarin ylizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 15. Guanetedin, indometasin, DL-PAG Varliginda EAU Aracili NaHS
Gevsetici Etkisi
Grup Gevseme Ylzdesi + Standart Sapma

Kontrol % 655+ 1
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Sham

% 65+ 2.1

Deney

% 66 +1

Yapilan deneyde Kontrol, sham gruplar1 arasinda farklilik olmadig1 ancak

tiim gruplarda 3x10~ M konsantrasyonda % 65.1  gevseme oldugu goriilmiistiir.

Istatiksel olarak aralarinda fark yoktur.(Grafik 15, Tablo 15) p >0,05, n=6

4.4.4.5 DL-PAG Varhginda EAU Aracilh Norojenik Kasilma Yanitlarina

L-Sistein EtKisi

DL-PAG varhginda EAU Aracih Norojenik Kasilmalara L-Sistein Yamtlar

~&~ Kontrol Grubu n=6

-#- Dency Grubu n=6
W——a—a——«—— 3§ 3 3 3

80~

60~

40~

% Kasilma

20+

C 3 ] ¥ 1 ¥ | L |
107 3107 100 3.10° 105 3a0% 104 30t 103 3007

L-Sistein [M]

Grafik16.Kontrol ve Deney grubunda EAU (16 Hz) ile kasilan dokularda
DL-PAG varliginda L-Sistein (10”7-3x10~ M)’in gevsetici etkisi.
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Gevseme EAU (16 Hz) olusan kasilmalarm yiizdesi olarak ifade edildi.

Tablo 16. Guanetedin, indometasin, DL-PAG Varliginda EAU Aracili 3x107
M L-Sistein Gevsetici Etkisi

Grup Gevseme Ylizdesi + Standart Sapma
Kontrol % 65.5+ 1

Sham % 65+ 2.1

Deney % 66 £ 1

Yapilan deneyde Kontrol, sham gruplari arasinda farklilik olmadigi ancak
tiim gruplarda 3x10” M konsantrasyonda % 65.1  gevseme oldugu goriilmiistiir.

Istatiksel olarak aralarmda fark yoktur.(Grafik 16, Tablo 16) p >0,05, n=6

5. Kontrol Ve Deney Gruplan Safra Sesesi Dokularinin Histolojisi

Sekil 10. Kontrol grubu safra kesesi histolojisi.
A; 4X, B-C; 10X ve D-E; 40X biiyiitme. Hematoksilen-Eosin (HE)

Sekilde kontrol grubu safra kesesinin 4x, 10x ve 40x biyiitiilerek
Hematoksilen-Eosin (HE) boya ile boyanmig preparatlar gorilmiistiir. Dokunun
katmanlar1 gosterilmistir. Ashof-Rocitansky siniisleri, seroza, tunica muscularis,
mukoza rahatlikla secilmektedir.Safra kesesinde. Hemoraji ve mukozaya lenfosit
infiltrasyonu olmadig1 goriilmistiir.Bu bulgular safra kesesinin patolojik olmadigini

gostermistir.
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Sekil 11. Deney grubu safra kesesi histopatolojisi.
A; 4X, B-C; 10X ve D-E; 40X biiyiitme. Beyaz oklar; hemoraji alanlari

(mukoza ve kas dokusu boyunca yaygin hemorajik alanlar izlendi), turuncu ve mavi

oklar; kandan go¢ eden lenfositler hiicreler.

Deney grubu histopatolojik kesitlerde epitel kivrimlarinin diizlestigi turuncu
ve mavi oklarda lenfositlerin mukozaya go¢ ettigi goriillmiistiir. Ashof-Rokitansky
siniislerinin varligimin azaldigi ve kayboldugu gozlenmistir.Beyaz oklarla ise
hemorajik alanlar gozlenmistir.Diiz kas ve mokoza boyunca hemorajik alanlar
izlenmistir.Safra kesesinin diiz kas yapisinda degisikler kesenin hacminin

biiylimesine bagli olarak inceldigi gorilmiistiir.

6. Biyokimyasal Belirtecler IL-1, IL-6, TNF-a Seviyeleri

6.1 IL-1 Seviyeleri

Grafik 17. IL-1 Seviyeleri
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IL-1 Seviyeleri

100+ P Sham
Bl Deney
80- Kontrol
T 60-
&
= *
40+ *
204

Konrtol Grubu Sham Grubu Deney Grubu

IL-1 seviyesi kontrol grubunda 18 + 1 pg/ml, Sham grubunda 29 + 2 pg/ml,
Deney grubunda ise 37+ 1 pg/ml olarak dl¢iilmiistiir. Inflamasyona paralel olarak

miktarlarinm artmis oldugu belirlenmistir. istatiksel olarak fark vardir.# ( p<0.05 n=6

)
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6.2 1L-6 Seviyeleri

Grafik 18. IL-6 Seviyeleri

IL-6 Seviyeleri

5000- B Sham
B Deney
4000~ * Kontrol
*
~§ 3000~
=) e
= 2000+
1000~
0

Konrtoi Grubu Sham Grubu Deney Grubu

IL-6 seviyesi kontrol grubunda 2359 + 89 pg/ml, Sham grubunda 2650 + 60
pg/ml, Deney grubunda ise 3250+ 55 pg/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Inflamasyona paralel
olarak miktarlarmm artmis oldugu belirlenmistir. Istatiksel olarak fark vardir. #(

p<0.05 n=6)
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6.3 TNF-a Seviyeleri

Grafik 19. TNF-a Seviyeleri

TNF-a Seviyeleri
500+ P Sham
Bl Deney
400+ * Kontrol
*
o 300+
g
=) —_—
= 200-
100+
0

Konrtol Grubu Sham Grubu Deney Grubu

TNF-a seviyesi kontrol grubunda 235 + 32 pg/ml, Sham grubunda 280 + 25
pg/ml, Deney grubunda ise 325+ 20 pg/ml olarak Sl¢iilmiistiir. Inflamasyona paralel
olarak miktarlarmm artmis oldugu belirlenmistir. Istatiksel olarak fark vardir. #(

p<0.05 n=6)
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda hidrojen siilfiiriin normal ve akut kolesistit safra kesesi
dokusundaki gevsetici etkileri incelenmistir. Arastrmamiz izole organ banyosunda
yapilmis olup, standart gevseme yanitlarinin yaninda, elektriksel alan uyaris1 (EAU)
da kullanilarak gevseme yanitlar1 incelenmistir. NaHS ile gevseme yanitlar1 alinirken
gevsemenin mekanizmasini aydinlatmak i¢in NOs inhibitorii L-NAME, CBS enzim
inhibitoric D,L PAG kullanilmistir. NO ve hidrojen siilfiiriin prekiirsorii olan L-
Sistein ¢alismamizin igerisine dahil edilerek, mekanizmay1 aydinlatma calismamiz
daha da genisletilmistir. Ayni1 inhibitor maddeler EAU aracili kasilma yanitlari
almmadan 6nce de uygulanarak dokunun fizyolojik siireclerinde hidrojen siilfiiriin

etkisi ve etki mekanizmalar1 arastirilmastir.

Daha once Zhang ve ark. yaptigi ¢alismada safra kesesinde CBS ve CSE
enzim ekpresyonu gosterilmistir.(Zhang et al., 2013) Ancak hidrojen siilfiiriin safra
kesesi tizerinde etkisi organ banyosu ile incelenmemistir. Hidrojen siilfliriin
gastroistentinal sistemde etkileri genis bir sekilde incelenmis, ancak safra kesesine ait
calisma sayismin sinirli oldugu goriilmiistiir. Calismamizda hidrojen stilfiiriin etkileri
hem normal hemde patolojik dokuda arastirilmistir. Karbakolle kastigimiz kontrol
grubunda hidrojen siilfiir % 75 gevseme yaparken, deney grubunda % 95 gevseme
meydana getirmistir. Normal dokuyu gevseten hidrojen siilfiir akut kolesistit dokuyu
daha fazla gevsetmistir. Inflame dokularda diiz kas gevsemesi bozulmaktadir. Bu
baglamda hidrojen siilfiiriin inflame dokuda gii¢lii bir gevseme yapmasi oldukca
anlamli bir durum olup, bu durum H2S’in tedavi opsiyonlarini olduk¢a artirmaktadir.
Tenaguu ve arkadaglar1 tavsan ve kobay ileumunda yapilan asetikolin ile
indiiklenmis kasilmalar1 hidrojen siilfliriin inhibe ettigi gosterilmistir.(Teague et al.,
2002) Bagka bir ¢alismada ise safra kanali ligasyonu ile yapilan sirozda venlerde
hidrojen stilfiiriin gevsemeye sebep oldugu goriilmiistiir. Siroz olmayan doku da ise
gevsemenin ayni oldugunu bildirmislerdir. Hidrojen siilfiiriin gastrointestinal sistem
diiz kasinda gevsetici mekanizmasinin tam olarak bilinmemektedir. Vaskiiler diiz
kasta ise Karp kanallarmi agarak hiperpolarizasyona ve kalsiyum kanallarmi
kapatarak diiz kas gevsemesine sebep oldugu anlagilmistir.(W. Zhao et al., 2001)
Damar diiz kasinda etkisi ¢ok iyi bilinen NO ile yapilan bir deneyde NO ya duyarh
guanilat siklaz inhbitérii ODQ kullanildiginda NO etkisi ortadan kalkmaktadir. ODQ
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hidrojen stilfiiriin yaptig1 gevseme etkisini geri ¢evirmemistir. Hidrojen siilfiir damar
diiz kasmni gevsetirken NO yolagindan bagimsiz bir sekilde etki gostermektedir. (W.
Zhao et al., 2001)(Qu et al., 2008)(Lowicka & Beltowski, 2007)Deneylerimizde
Nitrikoksit Sentetaz inhibitorii L-NAME ile yaptigimiz deneylerde hidrojen siilfiir
deki gevseme orani degismemis sabit kalmistir. Yani gevseme NO bagimsiz olarak
gerceklesmistir. NO aracilt mekanizmalar ile ger¢eklesen gevseme bir¢ok fizyolojik
olayda rol almasina ragmen, bunun yaninda nitrik oksit aracili mekanizmalarin
tetiklenmesi ve masif miktarlarda NO olusumunun patolojik siireglerde de cok
onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Bu baglamda hidrojen siilfiiriin nitrik oksit
aracisiz mekanizmalar1 kullaniyor olmasi nitrik oksitin yararli etkilerinden
faydalanilabilirken, zararli etkilerinden kac¢imilmasi anlamina gelmektedir ki bu
durum hidrojen siilfiiriin kullanilabilirligini daha da artirmaktadir. ila¢ gelistirme

calismalar1 devam etmektedir.

Sican pulmoner arterinde Wang Y ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
sodyumnitropurissid gevsetici etkisinin DL PAG varliginda azaldigi, NaHS etksinin
ise L-NAME varliginda azaldig1 gostermistir. Bu bulgular hidrojen siilfiir ve nitrik
oksit ajanlarinin birbiri ile yakindan iligkili mekanizmalar ile diizenlendigini

gostermektedir.

Ortamda hidrojen siilfiir prekiirsérii L- sistein varliinda hidrojen siilfiir
ireten enzim CBS inhibitérii DL-PAG varliginda gevseme oram1 DL-PAG yokken
%20 daha fazladir. L-NAME de ayn1 deney ortamina eklendiginde gevseme oraninda
bir degisiklik olmamistir. Buradan da anlasilabilecegi gibi L-Sistein yanitlarmi D,L
PAG degistirmis fakat nitrik oksit sentaz inhibitoriiniin bu gevseme {lizerine bir etkisi
olmamistir. Bu bulgular hidrojen siilfliriin gevseme mekanizmasinin nitrik oksit
iizerinden olmadigina dair bulgularimiz1 desteklemektedir.Mide fundusunda yapilan
bir ¢alismada ise NaHS ile olusan kontraktilitenin NO vericileri ile azaldigini
kaydetmislerdir (Meng et al., 2017). Bu ¢eligkili sonucun nedeni ¢alisilan dokularda
nitrik oksit ve hidrojen siilfiir lizerinden yiirliyen gevseme mekanizmalarmin degisik
dokularda degisik dominasyonda olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu durum ayni

zamanda kullanilan konsantrasyon farklari ile de iliskili olabilir. (Giuffre, 2018)
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Literatiirde yapilan caligmalarda ise celiskili sonuglar mevcuttur. Sican
torasik aortasinda sodyumnitropurussid ile olusan gevsemeyi NaHS in arttigini
Hosoki ve arkadaslar1 belirtmelerine ragmen Zhao ve arkadaslari ise azalttigini
belirtmistir(Hosoki et al., 1997)(Weimin Zhao & Wang, 2002).Ancak yapilan
deneylerde diisiik ve yiliksek doz farklili§i inceleyen bir ¢alismada ise sonuglar,
diisiik dozlarda NaHS ile tetiklenen sigan aortik halka kasilmalarmin, L-tipi kanallar
aracihigryla Na', K, 2CI" kotransport ve Ca2" akisinn aktivasyonu ile aracilik
edildigini kuvvetle gostermektedir.(Orlov, Gusakova, Smaglii, Koltsova, &
Sidorenko, 2017) Dolayisiyla olusan farkli sonug¢larin NaHS dozu ile iliskili
olabilecegi diisiinlilmiistiir. Bagka bir calismada ise tavsan aort ve renal arterlerinde
diisiik dozla gevseme yiiksek dozla ise kasilma edilme edilmistir.(Caprnda et al.,
2017). Sonug¢ olarak gevseme sonucu doza bagimli olarak kasilmaya dogru gecis
yapmistir. Bizim calismamizda izole organ banyosunda kasilma gézlenmemistir.
Ancak EAU aracili norojenik kasilma yanitlarinda diisiik dozlar sonrasinda bazal

tonus kasilma orani artmig, kasilma amplitiidii azalmistur.

Solunum diiz kas1 iizerinde bir hidrojen siilfiir donorii olan GYY4137
tarafindan gevsedigi goOriilmiistiir.Ortama Karp inhibitérii olan glibenklamid
eklendikten sonra GYY4137° nin etkisi ortadan kalkmistir.Solunum diiz kasinda
hidrojen siilfiir dondrlerinin Katp kanali araciligiyla oldugu goriilmiistiir.(Fitzgerald
et al., 2014)Bu etki sonrasi obstruktif akciger hastaliklarinda tedavi edici 6zelliginin

iler1 diizeylerde arastirilmasini tavsiye etmislerdir.

Calismamizda izole organ banyosunda aldigimiz NaHS gevseme yanitlari
norojenik kasilma yanitlar1 EAU aracili kasilma yanitlar1 da incelenmistir. Gevseme
yanitlar1 yiizdeleri arasinda istatiksel olarak bir fark yoktur.Ortamda NOs inhibitorii
L-NAME varken sonuglar karsilastirildiginda anlamli bir fark yoktur.CBS enzim
inhibitorii varhiginda ise norojenik ve norojenik olmayan kasilmaya NaHS yanitlar1
degismemistir. CBS enzim inhibitorii D,L. PAG varliginda yanitlar izole orhan

banyosu ve EAU aracili kasilma yanitlarinda farklilik olusturmamaistir.

Diisiik dozlarda NaHS organ banyosunda bir gevseme meydana getirmemistir
ancak EAU aracili gevseme yanitlarinda bazal tonusun artmasina ve kasilma

apmlitiidiin azalmasina sebep olmustur.
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Distansiyonda olan kolon i¢in intraperitoneal verilen hidrojen siilfiir dondrii

kolonda gevseme ve agr1 duyusunu azaltmistir.(Distrutti et al., 2006)

Parkman metodu ile olusturulan kolesistit modelinde inflamasyonun
biyokimyasal tayini i¢in kullanilan IL-1, IL-6, TNF-a kullanilmistir(Parkman et al.,
1999).Deney grubunda ve Sham grubunda anlamli bir sekilde miktarlar1 artmastir.
Daha 6nce bu yonde yapilan bir arastirma literatiirde tespit edilmemistir. Ancak lokal
bulgularin inflamasyonun basladig1r ve sistemik yanitin basladigi dogrulanmistir.
Calismal-mizda yapilan histoloji ve patoloji preparatlarinda infiltre 16kositler,
kaybolan parmaksi ¢ikintilar ve Ashoff-rokitansy siniislerinin kaybolmasi kolesistit
olusumun histopatolojik kanitlaridir. Kolesistit preparatlarini incelen bir ¢alismada
Ashoff-Rokitansky siniislerin azalmasi kolesistit icin anlamli  bulunmustur.
submukozaya infiltre olan I10kositler ise inflamatuvar siirecin olustugunu
gostermistir. Gadacz’in yaymladigi bulgular ile kolesistit bulgularimiz uyumludur(Y.

Kimura et al., 2007) (Gadacz T R 1996).
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6. SONUC VE ONERILER

Caligmalarimizda hidrojen siilfiir dondrii olan NaHS ile yapilan izole organ
banyosu ve elektriksel alan uyaricili kasilmaya gevseme yanitlarinda tiim gruplarda
gevseme olmustur. Ancak Deney grubu olan akut kolesistit safra dokusu striplerinde

gevseme istatiksel olarak anlamli ve daha fazla oldugu belirlenmistir.

NO ve Hidrojen siilfiiriin gevseme saglayan mekanizmasmin ortak yolaklar
iizerinden olabilecegi daha Once tartigma boliimiinde deginilmistir. Elde ettigimiz
gevseme etkisinde NO bagimsiz ve endojen hidrojen siilfiir etkisini uzaklastirmak
icin inhibitorler kullanmistik. NO bagimsiz gevseme yanitlarinda NOs enzim
inhibitorii hidrojen siilfiir gevseme yanitini1 azaltmamistir. Safra kesesinde hidrojen
siilfiir gevseme yanitlar1t NO bagimsiz olabilecegi diisiintilmiistiir. Ancak kesinlik

1fade etmemektedir.

Hidrojen stilfiir endojen sentezini gergeklestiren CBS enzim inhibt6rii ortama
eklendiginde NaHS yanitlar1 azalmistir. Buradan yola ¢ikildiginda hidrojen siilfiiriin
ortaya ¢ikardig1 gevseme CBS bagimlidir.

Elektriksel alan uyar1 aracili kasilmaya gevseme yanitlarinda ise kontrol,
sham, deney gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Ancak
elektriksel alan aracili kasilma yanitlarina NaHS gevseme yanit alindiginda diisiik
konsantrasyonlarda bazal tonus arttigi ve amplitiidiin de azaldig1 gozlemlenmistir.
Degerlendirme olarak literatiirde de benzer sonuglar mevcut ancak c¢eliskilidir.

Hidrojen siilflir etkisin konsantrasyon bagimli oldugu diistiniilmiistiir.

Hidrojen stilfiir etkileri sebebiyle bir¢ok kullanimda ilag ile kombine edilerek
anti-iflamtuvar ve diiz kas gevsetici etkisinde yararlanilmak istenmistir.
Calismamizda ortaya koydugumuz gibi safra kesesinde giiclii gevseme yanitlari

hidrojen stilfiir donorii ajanlarin terapotik olabilecegi ortaya konmustur.

Hidrojen siilfiirin gevseme mekanizmas1 ve konsantrasyon iliskisi ortaya tam

olarak cikartildiginda medikal kullaniminda 6nemli kullanim alanlar1 gériilecektir.

Hidrojen siilfiir ve gastrointestinal sistem arasindaki mekanizmalari
arastiracak bilim insanlarma Onerimiz konsantrasyon iligkili yanit degisimlerini

gozardi etmemeleri olacaktir.
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