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Fare mide fundus dokusunda L-sistein/H,S yolaginin KCl kasilma
yanitlar1 tizerindeki etkisine nitrik oksid ve siklooksijenaz yolaginin
olas1 katkis1
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Abstract

Purpose: The aim of present study, was to investigate the
effect of L-cysteine/ hydrogen sulfide (HzS) pathway on
contractile response to potassium chloride in mouse
gastric fundus and possible contributions of nitric oxide
(NO) and cyclooxygenase (COX) pathways in this effect
Material and Methods: The contractile responses to
cumulative KCI was produced in isolated mouse fundus
strips and the effect of L-cysteine (10 mM) on this
responses was examined. In addition, the effect of L-
cysteine on the contractile responses to KCI were
investigated in the presence cystathionine beta-synthase
(CBS) enzyme inhibitor aminoxyacetic acid (AOAA; 1
mM) and cystathionine gamma-lyase (CSE) enzyme
inhibitor propargyl glycine (PAG, 10 mM), which
mediated the endogenously synthesize of HS. The
possible contribution of NO and COX pathways to the
effect of L-cysteine on KCI contractions was examined in
the presence of L-Nitroarginine (I.-NA; 0.1 mM), a nitric
oxide synthase inhibitor and indomethacin (0.001 M), a
non-selective COX inhibitor.

Results: The inhibitory effect of L-cysteine on contractile
response was significantly reversed by AOAA. However,
PAG reduced the inhibitory effect of L-cysteine on the
contractile responses to lower concentrations KCl. In the
presence of L-NA, L-cysteine decreased the maximum
contractile response to KCl and this inhibitory effect was
reversed by AOAA and PAG. The inhibitory effect of L-
cysteine on the contractile response to lower
concentration of KCI was reversed with indomethacin.
Conclusion: The findings of current study suggest that L-
cystein/HoS pathway has an inhibitory effect on the
contractile response to KCl and this effect may be related
NO and COX pathways.
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Oz

Amag: Calismamizda, fare mide fundus dokusunda L-
sistein/hidrojen stlfiur (H,S) yolaginin potasyum kloriir
(KCI) kastlma yanutlart tizerindeki etkisi ve bu etkide nitrik
oksid (NO) ve siklooksijenaz (COX) yolaklarmnin olas:
katkilarinin arastirilmast amaglanmustir.

Gere¢ ve Yoéntem: Izole fare fundus seritlerinde,
kimulatif KCI (10-80 mM) ile kasima yanutlar
olusturulup, L-sistein (10 mM)’in bu kasima yanitlari
tzerindeki etkisi incelendi. Ayrica, HoS’in endojen olarak
sentezine aracilik eden sistatyon beta-sentaz (CBS) enzim
inhibitérii  aminooksiasetik asid (AOAA; 1 mM) ve
sistatyon gamma-liyaz (CSE) enzim inhibit6rii proparjil
glisin (PAG, 10 mM) varliginda, L-sistein ’in KCl kasilma
yanitlar1 tzerindeki etkisi arastirddr.  L-sistein’in KCI
kastlmalar1 tizerindeki etkisine NO ve COX yolaklarinin
olasi katkisi, nitrik oksid sentaz (NOS) enzim inhibit6ri
L-Nitroarjinin (L-NA; 0.1 mM) ve non-selektif COX
enzim inhibitérii indometazin (0.001 mM) varhiginda
incelendi.

Bulgular: AOAA, L-sistein’in KCl kasilmalart Gzerindeki
inhibe edici etkisinin geri ¢evrilmesine neden oldu. PAG
varliginda ise, L-sistein’in diisitk konsantrasyonlardaki KCl
kasilma yanitlar1 tizerindeki inhibe edici etkisinin azaldigt
gbzlendi. L-NA iceren ortamda, L-sistein sadece
maksimum KCI kastlma yanitinda bir inhibisyona neden
oldu. Bu inhibe edici etki, AOAA ve PAG ile geri ¢evrildi.
Indometazin ise, L-sistein’in KCl kaslmalari tzerindeki
disik konsantrasyondaki inhibe edici etkisinin azalmasina
neden oldu.

Sonug: Bu bulgular, fare fundus dokusunda L-sistein/
H>S yolagiin KCI kasilma yanitlart {izerinde inhibit6r
etkisinin oldugunu ve bu etkinin NO ve COX yolaklar ile
iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Ffundus, L-sistein, siklooksijenaz
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Hidrojen siilfiir (H2S) gaz bir nérotransmitter olup,
memelilerde endojen olarak L-sistein ve homosistein
’den transsilfurasyon ile sentezlenmektedir. L-
sistein’in, endojen H)S sentezinden sorumlu ana
substrat oldugu ve HaS sentezinin 6ncelikli olarak L-
sistein “den sitoplazmik piridoksal 5'-fosfat enzimleri
olan sistation beta-sentaz (CBS) ve sistation-gamma-
liyaz (CSE) enzimleri araciligtyla sentezlendigi
bildirilmistir!.  Tlave olarak, 3-merkaptopiirivat
stlfirtransferaz (3-MST) enziminin, o-ketoglutarat
varliginda  sistein  veya D-sistein ’den sistein
aminotransferaz enzimi aracihgtyla HoS sentezinden
sorumlu G¢linci enzim oldugu gosterilmistir? 3.

H>S’in damar dokusu, karaciger, bébrek, akciger,
gastrointestinal sistem, sinir sistemi, iireme organlari,
iskelet kasi ve adipoz doku gibi bircok dokuda
enzimatik olarak sentezlendigi belirlenmigtir*10.
Gastrointestinal yapitda, CBS ve CSE enzimleri
eksprese edilmis ve HSin yiksek miktarda
bulundugu rapor edilmistir!’13. H,S donéri olan
sodyum hidrojen silfir (NaHS)tin, farklt titlere ait
mide fundus, ileum ve distal kolon dokularinda
konsantrasyona bagli olarak gevseme yanitinin
olusturdugu gézlemlenmigtir> 1415, Ayrica, NaHS
‘in izole fare, jejunum ve kolon preparatlarinda
spontan motor kompleksi, insan ve sican kolon
preparatlarinda spontan motiliteyi konsantrasyona-
bagimli olarak inhibe ettigi gosterilmistir'?. HS’in
gastrointestinal motilitenin regiilasyonunda inhibit6r
role sahip oldugu ileri surdlmigtir''13. Ancak,
H>S’in  gastrointestinal motilite tzerindeki etki
mekanizmast tam olarak bilinmemektedir.

Besin alimi sirasinda mide fundus’ unda gergeklesen
adaptif ve reseptif gevsemeler gastrik akodomasyona
olanak saglar!s. Gastrointestinal yapidaki inhibit6r
non-adrenetjik non-kolinerjik (NANK) sinitlerden
saliverilen nitrik oksid (NO), bu gevsemelerden
sorumlu esas noérotransmitterdir'”'8. Bu nedenle
calismamizda, L-sistein/HaS yolaginin mide fundus
dokusunda KCI kaslma yanitlart  Gzerindeki
etkisinde NO ’nun roli arastirldi. Ayrica, fare
korpus kavernozum!? ve kobay mesane? duz
kaslarinda, ekzojen HS ile olusan gevseme
yanitlarinda  siklooksijenaz yolaginin olast  rola
oldugu gosterilmistir. Ancak, Di Villa Bianca ve
arkadaslar1 (2011), tarafindan sican mezenterik arter
dokusunda  ekzojen H,S  yamtlannin  COX
yolagindan bagimsiz oldugu ileri surilmistir?’. Bu
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calismada, L-sistein/ HyS yolagmin KCl aracilt
kasilma yanitlari Gzerindeki etkisi ve bu etkide nitrik
oksid (NO) ve siklooksijenaz (COX) yolaklarinin
olast katkisinin arastirilmast amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Deneylerde C.U. Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma
ve Uygulama Merkezinden (DETAUM) saglanan
20-25 g agirhginda Swiss albino tird her iki
cinsiyetten beyaz fareler kullamildi. Deneylere
alinacak hayvanlar oda sicakligt 20£0.5 °C olan ve 12
saat aydinltkk 12 saat karanlik olacak sekilde
aydinlatilmast yapilan ortamda barindirildi. C.U.
DETAUM’dan (Etik kurul onay tarihi: 22.10.2015
karar no:8) deneylerin gerceklestirilmesi icin yerel
etik kurul onay1 alinmugtir.

In vitro galigmalar

Fareler servikal dislokasyon ile oldurilda. Mideler
dikkatlice ¢ikarilip Tyrode solisyonu iceren petri
kutusunda midenin fundus kismu izole edildi. Her bir
fundus dokusundan yaklasik 5 mm uzunlugunda ve
2 mm eninde uzunlamasina iki ayrt strip halinde
preparatlar elde edildi. Her iki strip %95 Oz ve % 5
CO:z ile gazlandirilan Tyrode soliisyonu (mM olarak
NaCl 136.75, KCI 2.68, CaCl, 1.8, MgCl».6H,O
0.95, NaH,PO4.2H>O 0.4166, NaHCO; 11.904,
glukoz 5.05) iceren 20 mllik organ banyolarina
asildi. Banyo sicakligt 21 °C derecede muhafaza
edildi. Dokular daha sonra bir saat siresince
inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyon sirasinda
dokular her 15 dakikada bir Tyrode soliisyonu ile
yikandr. Bir saatlik inkiibasyon sonunda dokulara
deneysel protokol uygulandi. Cevaplar izometrik

transduser aracihigt ile MP35 sistemi Uzerine
kaydedildi.
Deney protokolii

Ik olarak, L-sistein/ H,S yolaginin fare fundus
dokusundaki, depolarizan aracili kasilma yanitlart
Uzerindeki etkisinin arastirilmasi icin kimulatif KCI
kastlma yanitlart olusturuldu. Fatrelerden izole edilen
fundus preparatlart  bir saatlik 6n inkiibasyon
sonrasinda kimiulatif olarak KCl (10-80 mM) ile
kastirild. Birinci seri kasilma yanitlar elde edildikten
sonra dokular Tyrode solisyonu ile yikand: ve 30
dakikalik ara inkiibasyona birakiddi. Bu ara
inkiibasyon sonrasinda ayni deney protokola
uygulanarak ikinci seri yanitlar elde edildi. Tkinci seri
yanitlar elde edildikten sonra dokular tekrar Tyrode
solisyonu ile ytkandt ve 30 dakika inkibe edildiler.
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Inkiibasyon sonrasinda tgiincii seri KCl kasilma
yanitlart olusturuldu. Tkinci deney grubunda ise, I.-
sistein’ in KCl kaslma yamtlarindaki etkisinin
arastirtlmast  icin izole fundus seritlerinde 6n
inkiibasyonu takiben yukaridaki protokolin aynist
uygulanarak birinci seri ve ikinci seri kimilatif KCI
(10-80 mM) kasilma yanitlart elde edildi. Ardindan
dokular Tyrode solusyonu ile yikandi ve 30 dk
inkiibasyon stiresi boyunca L-sistein (10 mM) ile
muamele edildi ve bu sirenin sonunda Uciin serti
kimdulatif KCl (10-80 mM) kasilma yanitlart elde
edildi.

Diger deney gruplarinda ise, HoS sentez enzimleri
olan CBS ve CSE ‘nin inhibit6tleri aminooksi asetik
asit (AOAA) ve propatjil glisin (PAG) varliginda L-
sistein’ in kimilatif KCl kastlma yanitlart Gzerindeki
etkisi arastirildi. Benzer sekilde, 6n inkibasyon
sonrasinda izole fundus seritlerinde 1. ve 2. seri
kimulatif KCI (10-80 mM) kasima yanitlar
olusturuldu. Tkinci seri kasilma yanitlarindan sonra
Tyrode solusyonu ile ytkanan dokular 30 dk boyunca
L-sistein (10 mM) +PAG (10 mM) veya L-sistein
(10 mM) +AOAA (1 mM) kombinasyonu ile
muamele edildi. Bu siirenin sonunda, kimiilatif KCl
(10-80 mM) kastlma yanitlar1 elde edildi. Ayrica,
nitrik oksid (NO) ve siklooksijenaz (COX)
yolaklarinin L-sistein’ in bu etkisindeki katkisint
arastirmak amactyla nitrik oksid sentaz (NOS) enzim
inhibitérii L-nitroarjinin (I-NA, 0. 1 mM) ve non-
selektif COX enzim inhibitéri  indometazin
varliginda mevcut deney serileri ¢alisildi.  Tlave

L-sistein/H2S yolaginin KCI kasilma yanitlart tzerindeki etkisi

olarak, L-NA (0.1 mM) ve indometazin (0.001 mM)
iceren ortamda L-sistein’in (10 mM) kimilatif KCI
(10-80 mM) kasilma yanitlart tizerindeki etkisi PAG
veya AOAA varliginda incelendi.

Kullanilan ilaglardan amino-oksiasetik asit  (o-
karboksimetil)  hidroksilamin  hemihidroklorir),
indometazin, L-nitroatjinin ~ (N®-Nitro-L-arjinin),
D,L-proparjil glisin, L-sistein SIGMA firmasindan,
potasyum kloriir MERCK firmasindan temin edildi.
Indometazin stok soliisyonu etanol igerisinde
hazirlandt ve Tyrode solisyonu icerisine eklendi.
Diger tiim maddeleri soliisyonlart distile su icerisinde
hazirlandu. L-sistein,  amino-oksiasetik  asit,
indometazin, potasyum  kloriir, L-nitroarjinin,
propatjil glisin ve Tyrode solisyonu giinliik olarak
hazirlandi.

Istatistiksel analiz

Kimilatif KCI ie olusturulan dglnci  seri
kastlmalar, ikinci seri maksimum KCI kasilmasinin
yiizdesi olarak degerlendirildi. Tkinci seri maksimum
KCl (80 mM) kastlmast 100 olarak kabul edildi.
Ugiincii serideki KCI kastlmalari bu degere gore
oranland.  Gruplarin %  degerleri  ortalama
(X)£Standart Hata seklinde ifade edildi. Gruplar
arasindaki Gg¢tinct seri kasilma yamitlart istatistiksel
olarak unpaired-t testi, tek yonli varyans analizi ve
Bonferroni-t testi ile ile karsilagtirildi. 0.05’ten kii¢iik
P degerleri anlamli olarak kabul edildi (P<0.05).
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Sekil 1. Izole fare mide fundus geritlerinde kiimiilatif KC1 (10-80 mM) kasilma yanitlar1 iizerine L-sistein (10
mM)’in etkisinin grafigi. Kontrol grubuna gére anlamlilig1 géstermektedir (P<0.05). Veriler ortalama *+ SH

olarak ifade edildi (n=0).
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Fare fundus dokusunda L-sistein ’in
kiimiilatif KCl kasilma yanitlari iizerine
etkisi

Fare fundus dokusunda L-sistein/ HoS yolaginin,
depolarizan aracili  kasilma tzerindeki etkisinin
arastirtlmast icin kimdulatif KCl kasilma yanitlart
olusturuldu. Dokulara kimdlatif KCI (10-80 mM)
uygulandiginda konsantrasyona baglt bir kasidma
yanitt elde edildi. KCI ile olusan maksimum kasilma
yanuitt kontrol grubunda % 141.2%4.1 iken L-sistein
varliginda bu kasilma yamitt % 104.5%£7.1 idi. L-
sistein varhiginda KCI kasilma yanitlarinda anlaml
bir azalma gézlendi (Sekil 1; P<0.05, n=0).

160 ~
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CBS ve CSE enzim inhibitérleri varliginda L-
sistein’in KCl kasilma yanitlar1 tizerine etkisi

Calismamizda, L-sistein’ in KCl kasilma yanitlart
tzerindeki  etkisinde endojen  H,S’in
belirlemek amactyla, L-sistein ’in kimilatif KCI
yanitlar1 tzerindeki etkisi CBS ve CSE enzim
inhibitérleri  varhginda arastirildi.  CBS  enzim
inhibitéri. AOAA varhiginda, L-sistein ’in neden
oldugu inhibisyon anlami olarak geri c¢evrildi
(P<0.05, n=6). CSE enzim inhibitérii PAG ise, L-
sistein ’in 10, 20 ve 40 mM konsantrasyondaki KCl
yatutlart tzerindeki inhibe edici etkisini azalitken
(P<0.05, n=6), maksimum kastlma yanit1 iizerindeki
inhibe edici etkisi tzerinde bir degisiklige neden
olmadi (Sekil 2; Tablo 1)

rolini

—i— L-sistein

—&— L-sistein+PAG

—A— L-sistein+AOAA

O T T T
0 20 40 60

80

Sekil 2. Izole fare mide fundus seritlerinde, PAG (10 mM) ve AOAA (0.1 mM) varliginda L-sistein (10 mM)’in
kiimiilatif KC1 (10-80 mM) kasilma yanitlari {izetine etkisinin grafigi. * L-sistein grubuna; *L-sistein+AOAA
grubuna gore anlamlilig: gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama * SH olarak ifade edildi (n=6).

Tablo 1. Izole fare mide fundus geritlerinde, CBS ve CSE enzim inhibitdrleri varhiginda L-sistein (10 mM)’in KC1
ile olusan kasilma yanitlarinin E . degerleri tizerindeki etkisi.

L-sistein

L-sisteintAOAA L-sistein+PAG

Emate (%0) 1045571

147.60£8.3" 87.40£11.9*

Veriler ortalama®SH olarak ifade edildi (n=0).

“L-sistein grubuna gore;* L-sistein+ AOAA grubuna gére anlamliligt géstermektedir (P<0.05).

NOS enzim inhibit6rii varliginda L-sistein’
in KCl kasilma yanitlar1 tizerindeki etkisi

L-sistein ’in KCI yanitlar1 tizerindeki etkisinde NO’
nun olast katkistnin arastirilmast icin deneyler NOS
enzim inhibitéri L-NA varliginda gerceklestirildi. I-

NA igeren ortamda diistiik konsantrasyonlardaki KCI
kastlma yanitlarinda kontrole gbre anlamli bir artis
gozlenirken, maksimum KCI yanitinda ise anlamli
bir azalma elde edildi (Tablo 2; P<0.05, n=6). L-NA
iceren ortamda IL-sistein, 10, 20 ve 40 mM
konsantrasyonlardaki KCIl yanitlart tzerinde bir
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inhibisyona  olusturmazken  (P>0.05, 1n=0),
maksimum kasilma yaniti Gizerinde kontrol grubuna
gore anlamli bir azalmaya neden oldu (Sekil 3A,
Tablo 2, P<0.05, n=6). Ayrica, PAG ve AOAA ’nin
L-NA iceren ortamda L-sistein’ in KCl yamtlar

A

—B8— Kontrol
——L-NA
—— L-sistein (L-NA)
160 A
* +
*
*
120 4 «
80 4
40 A
0 T T T 1
0 20 40 60 80

L-sistein/H2S yolaginin KCI kasilma yanitlart tzerindeki etkisi

Uzerindeki etkisindeki roli de arastirildi.  L-NA
iceren ortamda, PAG ve AOAA L-sistein ’in
maksimum KCI kasilmalar1 tzerindeki inhibe edici
etkisinin anlami1 olarak geri ¢evrilmesine neden oldu
(Sekil 3B, Tablo 2, P<0.05, n=0).

B

—l— L-sistein (L-NA)

160 - —&— L-sistein+PAG (L-NA)
—a&— L-sistein+AOAA (L-NA)
120 A
#
80 -
40 A
O T T T 1
0 20 40 60 80

Sekil 3. Izole fare mide fundus geritlerinde, L-NA (0.1 mM) varliginda L-sistein (10 mM)’in kiimiilatif KCI (10-
80 mM) kasilma yanitlar1 izerine etkisi (A) ve PAG (10 mM) ve AOAA(1 mM)’nin L-NA igeren ortamda L-
sistein (10 mM)’in kiimiilatif KCl (10-80 mM) yanitlar1 iizerine etkilerinin grafigi (B). * Kontrol grubuna; *L-
NA grubuna; # L-sistein grubuna gére anlamlilig1 gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama * SH olarak

ifade edildi (n=6).

Tablo 2. Izole fare mide fundus geritlerinde, L-NA varliginda L-sistein (10 mM)’in KCl ile olugan kasilma

yantlarinin Enas degerleri tizerindeki etkisi.

Emaks (0/0)
Kontrol 141.20+4.1
L-NA 119.30+5.4"
L-sistein+1.-NA 100.90+1.8"*
L-sistein+ L-NA+ AOAA 130.60£6.2#
L-sistein+ L-NA+ PAG 120.00£4.0"#

Veriler ortalamatSH olarak ifade edildi (n=6). * Kontrol grubuna;+ L-NA grubuna gore; #Lsistein+L-NA grubuna gére anlamliligy

gostermektedir (P<0.05).

COX enzim inhibitérii varliginda KCl
kasilma yanitlar1

COX enzim inhibitérd indometazin varhiginda,
yuksek konsantrasyonlardaki KCl yanitlarinda
kontrol grubuna goére anlamli bir azalma gozlendi
(P<0.05, n=6). Indometazinli ortamda, L-sistein ise
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indometazin icermeyen ortamdaki etkisinin aksine
distk konsantrasyondaki KCl kasilmalari tizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olurken

(P<0.05, n=6), maksimum kasilma yanitinda
indometazin ’in  etkisine gére bir degislik
olusturmadi.  (Sekil 4A; Tablo3; P>0.05; n=0).

Indometazin iceren ortamda, PAG ve AOOA ’nin
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da etkileri incelendi. AOAA, yuksek
konsantrasyondaki KCI kasilma yanitlarinda L-

A

—B— Kontrol
—e—indo
160 - —— L-sistein (indo)
120 A
*
80 N k4
*+
*
40 *
0 T T T 1
0 20 40 60 80
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sistein ve L-sisteintPAG kombinasyonuna gore
artisa neden oldu (Sekil 4B; Tablo 3; P<0.05, n=0).
B

—l— L-sistein (L-NA)

—&— L-sistein+PAG (L-NA)

160 - —— L-sistein+AOAA (L-NA)

120 A

#I\

40 A

Sekil 4. Izole fare mide fundus seritlerinde, indometazin (Iindo; 0.001 mM) varliginda L-sistein (10 mM)’in
kiimiilatif KCI (10-80 mM) kasilma yanitlar1 iizerine (A) ve PAG (10 mM) ve AOAA(1 mM)’nin Indo igeren
ortamda L-sistein (10 mM)’in kiimiilatif KC1 (10-80 mM) yanitlar1 iizerine etkilerinin grafigi (B). * Kontrol
grubuna; +Indo grubuna; #L-sistein grubuna; "L-sistein+PAG grubuna gére anlamliligi géstermektedir

(P<0.05). Veriler ortalama * SH olarak ifade edildi (n=6).

Tablo 3. Izole fare mide fundus geritlerinde, Indo varliginda L-sistein (10 mM)’in KCl ile olugan kasilma

yamtlarinin Enais degerleri tizerindeki etkisi.

Emaks (0/0)

Kontrol 141.214.1
Indo 74.40%7 3%
L-sistein+ Indo 76.05+1.8%
L-sistein+ Indo+ AOAA 91.90£2.1%+#
L-sisteint+ Indo+ PAG 83.45+2.2%

Veriler ortalamatSH olarak ifade edildi (n=0).

* Kontrol grubuna;+ Indo grubuna; #Lsistein+1-Indo grubuna; oo-sistein+indo+ AOAA grubuna gore anlamlilig gostermektedir

(P<0.05).

NOS ve COX inhibitérleri varliginda L-
sistein’in KCl kasilmalar1 tizerine etkisi

Distik konsantrasyonlardaki KCl kasilmalarinda, I
NA ve indometazin varliginda kontrol grubuna gore
anlaml bir artis g6zlenirken (P<0.05, n=0), ytksek
konsantrasyonlardaki kastlma yanitlarinda anlamli bir

degisiklik gozlenmedi (P>0.05, n=06). L-NA ve
indometazin varhiginda, L-sistein maksimum
kastlma yanitinda inhibitor etki olusturdu (Sekil 5A;
Tablo 4; P<0.05, n=6). L-sistein’in maksimum KCI
yanitlarinda neden oldugu bu inhibitdr etki ise PAG
ve AOAA varliginda geri cevirildi. (Sekil 5B; Tablo
4; P<0.05, n=0).
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Sekil 5. Izole fare mide fundus seritlerinde L-NA (0.1 mM)

L-sistein/H2S yolaginin KCI kasilma yanitlart tzerindeki etkisi

—— L-sistein (L-NA+indo)

248 —— L-sistein+PAG (L-NA+indo)
—&— L-sistein+AOAA (L-NA+indo)

200 A
+

160 A
+

120 4

80 A

40 -
O T T T 1
0 20 40 60 80

ve indometazin (Indo; 0.001 mM) kombinasyonunu

iceren ortamda, L-sistein (10 mM)’in kiimiilatif KCl (10-80 mM) kasilma yanitlari {izerine (A) ve PAG (10 mM)
ve AOAA(1 mM) varliginda L-sistein (10 mM)’in kiimiilatif KCI (10-80 mM) yanitlar1 tizerine etkilerinin grafigi
(B). * Kontrol (L-NA+Iindo) grubuna; *L-sistein (L-NA+Indo) grubuna; # L-sistein+PAG (L-NA+Indo)
grubuna gére anlamlilig1 gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama * SH olarak ifade edildi (n=0).

Tablo 4. Izole fare mide fundus seritlerinde, L-NA ve Indo varliginda L-sistein (10 mM)’in KCl ile olugan

kasilma yanitlarinin Enais degerleri tizerindeki etkisi.

Emaks (%0) (ortxSD)
L-NA+Iindo 122.80%6.9
L-sistein+ L-NA+Indo 95.65+7.0*
L-sistein+ L-NA+ Indo+ AOAA 173.00£3.0%+
L-sistein+ L-NA+ Indo+ PAG 120.00£10.8+#

* .NA+Indo grubuna;+ L-sistein+L-NA+Indo grubuna; #LLsistein+L-NA+L-Indo+ AOAA grubuna gére anlamlilifs gostermektedir

(P<0.05).

TARTISMA

Calismamizda, izole fare mide fundus dokusunda I.-
sistein/HoS  yolaginin KCl kasilmalart tizerindeki
etkisi arastirldi. Kiamilatif KCl uygulamasi, fare
mide fundus dokusunda konsantrasyona bagli olarak
kastlma yanitlarinin olugmasina neden oldu. L-
sistein/HoS yolaginin bu kasilma yanitlart tzerindeki
etkisinin aragtirilmast icin, endojen H»S substrati L-
sistein kullanildi. L-sistein, KCI kasilma yanitlarinda
istatiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldu. Bu
azalmanin endojen HoS olusumu ile iliskisi, endojen
HoS  olusumundan  sorumlu CBS ve CSE
enzimlerinin inhibitétleri olan AOAA ve PAG
varliginda incelendi. PAG varliginda, L-sistein’ in
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dustik konsantrasyonlardaki KCI kasilmalari yanitlar
lzerindeki inhibitor etkisi azalirken, maksimum
kastlma yamiti tzerindeki inhibitér etkisinde bir
degisiklik g6zlenmedi. AOAA ise, L-sistein 'in KCl
kastlma yanitlarinda neden oldugu inhibe edici
etkinin geri ¢evrilmesine neden oldu. Bu bulgu, L-
sistein ’in KCl kasilma yanitlarinda neden oldugu
inhibitér etkiyi endojen H)S olusumu aracihigryla
gerceklestirdigini géstermektedir. Ayrica, hem CSE
hem de CBS enziminin bu dokudaki varligini
fonksiyonel olarak teyit etmektedir.

Calismamiz, L-sistein ’in maksimum KCl kasilma
yamti tzerindeki inhibe edici etkisinin PAG
varliginda degismezken sadece AOAA varhiginda
geri cevrilmesi, fare mide fundus dokusunda CBS
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ve CSE enzim ekspresyon ve fonksiyonlarinimn
farkliligindan kaynaklanabilecegini
dustindurmektedir. Xiao ve arkadaglart (2015),
tarafindan fare mide fundus dokusunda CSE ve CBS
enzimlerinin ekspresyonlart gosterilmistir. Ayrica,
PAG varhginda degismezken AOAA varliginda
mide ici basincin  belirgin - derecede azaldig
bildirilmistir. Xiao ve arkadaglart (2015), CBS
kaynakli H>S fare midesindeki adaptif ve reseptif
gevsemelere katkist oldugu ileri strmuslerdit??
Rodent kolonunda, HaS sentezinde Oncelikli olarak
CBS enziminin sorumlu oldugu ileri strilmusgtir?.
Bulgumuza benzer olarak, H,S’in gastrointestinal
yapida inhibit6r nitelikte bir roli oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir! 15, HoS donéri olan
NaHS, farkli tirlere ait mide fundus, ileum ve distal
kolon preparatlarinda konsantrasyona-bagli olarak
gevseme yanitinin olusmasina neden
olmustur>!L1415 -sistein ve ekzojen HoS’in inhibe
edici etkisinin oldugu, tavsan mide seritleri ve insan
alt 6zofagus sifinkteri muskarinik kastlma yanitlari,
tavsan alt Ozofagus sifinkterinde ise norojenik
kastlmalar ve insan kolonundaki spontan kasimar
tzerinde — gOsterilmistir?*-27 Bulgumuzun  ters
yonunde, sigan ve fare aorta dokusunda ise, ekzojen
HoS varhiginda fenilefrin ve KCl kasilmalarinda artis
g6zlenmistir?® Doku farkliligindan
kaynaklanabilecegini disundirmektedir.

Non-adrenerjik non-kolinerjik (NANK) sinirlerden
saliverilen ~ NO  gastrointestinal ~ motilitesini
dizenleyen en Onemli inhibitér  nitelikteki
mediyatordiir. Bu nedenle, ¢alismamizda L-sistein ’in
KCl kaslma yanitlari tzerindeki inhibe edici
etkisinde NO ’nun olast katkist NOS enzim
inhibitorii T-NA varliginda arastirilds. Tlk olarak, T.-
NA dustik konsantrasyondaki KCI yanitlarinda
kontrol grubuna gbre anlami bir artisa neden
olurken, maksimum KCI kasilma yanitinda bir
inhibisyona neden oldu. L-sistein, L-NA varliginda
dustk konsantrasyondaki kastlma yanitlarindaki artis
uzerinde bir etki olusturmazken, maksimum KCI
yanitinin azalttt. Bu bulgu bize, L-sistein’in digik
dozlarda neden oldugu inhibisyonu NO ile iligkili
olabilecegini veya bu dokuda en 6nemli gevsetici
faktor olan NO ’nun uzaklastirilmasinin neden
oldugu artan kasilma yanitlarinin  dstesinden
gelemedigini disindirmektedir. HoS ile NO’nun
etkilesimi ile ilgili farkli bulgular mevcuttur.

Vaskiler dokularda ckzojen HyS’in  vazodilator
etkisinin  NOS inhibit6tleri veya endotelyum’un

uzaklagtirlmast ile azaldigt bulunmus ve HoS
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gevsemelerinde endotelyum’dan NO  veya diger
endotel kaynakli relaksan faktorlerin saliverilmesinin
roli olabilecegi ileri surilmustir®-3!. Farkli olarak,
L-sisten varliginda fare mide fundus dokusundaki
NANK gevseme yanitlarinin arttdi, fakat ekzojen ve
endojen H,S ile olusan gevseme yanitlarinda
NO/sGMP yolaginin katkisi olmadigt
bildirilmistir!422. Insan kolon preparatlarinda ise HoS
donérii NaHS ’in spontan kasilmalar tzerindeki
inhibe edici etkisinin NOS inhibitéri L-NA ve
guanilil siklaz enzim inhibitéri ODQ ile kismen geri
cevrildigi  gosterilmistir?. Kubo ve arkadaslat,
ekzojen HoS’in ekzojen HS’in, eNOS ’un direkt
inhibisyonu ve/veya NO’ yu yakalamasi olmak tzere
iki farklt mekanizma ile NO ’nun vazodilator etkisini
baskilamast sonucunda fenilefrin ve KCI kasilma
yanitlarinin - artigina = neden  oldugunu  ileri
surmistir?®. Bu bulgular, endojen HoS’in fare mide
fundus dokusundaki inhibitér etkisinde NO ’nun
direkt veya indirekt olarak katkisinin olabilecegini
dusindirmektedir. Bu nedenle, PAG ve AOAA’nin
L-NA iceten ortamda L-sistein ’in maksimum
kastlma yanitinda neden oldugu inhibe edici etkiyi
geri ¢cevirmesi bu inhibisyona baska mekanizmalarin
da aracilik ettigini disindirmektedir.

Calismamizda, L-sistein ’in neden oldugu bu
inhibitér  etkide COX  yolaginin = olast  rolii
indometazin  varliginda arastirnldi. Ik olarak,

indometazin varliginda, maksimum KCI kasilma
yanitinda kontrole gbre anlamli bir inhibisyon
gozlendi. L-sistein  ise, kontrol grubunda
olusturdugu etkinin aksine indometazin varliginda
disiik konsantrasyonlu kasilma yanitlarinda anlamlt
bir artiga neden oldu. Ancak, indometazin varliginda
azalmis olan maksiumum KCl kasilma yanitlart
tzerinde bir degisiklik olusturmadi. Bu bulgu, fare
mide fundus dokusunda IL-sistein’in neden oldugu
inhibisyonla direkt veya indirekt olarak COX
yolaginin  iliskili ~ oldugunu  dustindirmektedir.
Bulgumuza benzer olarak, kobay mesanesinde H»S
donérii GYY4137 ve fare korpus kavernozum
dokusunda ise H>S donérii NaHS ile olugan
gevseme yamutlarinin  indometazin  ile  azaldig
bildirilmistir!®20. Ayrica, Fernandes ve arkadaslart
(2015), GYY4137 gevsemelerinin spesifik COX-1
blokéri  olan SC560 ile inhibe olurken, spesifik
COX-2 inhibitéri olan NS398 ile degismedigini
gostermis ve H2S yamitlarinda COX-1 drtinlerinin
aracilik ettigini ileri stirmislerdir. Sican mezenterik
arterinde ise, ekzojen H2S donéri NaHS’in hem
vazokonstrikstér hem de vazodilatér —etkisinin
aragidonik  asit  yolagiyla iliskili oldugu
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bildirilmistir20.  Farkli  olarak, sican  korpus
kavernozum dokusunda H2S donétleri ile olusan
intrakavernozal basing artisinin  arasidonik  asit
yolagindan bagimsiz oldugu ileri strilmistar32.
Mevcut calismalarla bizim calismamizt
degerlendigimizde, fare fundus dokusunda endojen
H28in KCl kastlmalart tizerindeki inhibe edici
etkisinde ~COX  vyolaginin  iliskili  oldugunu
soyleyebiliriz. Ancak, indometazin varhiginda disik
konsantrasyonlardaki KCl kasilma yanitlarindaki
artisin  aydinlatilmast icin ilave ¢alismalara gerek
vardir.

NO ve COX yolaklarinin L-sistein ’in neden oldugu
KCl kasilmalari tzerindeki iliskisini tamamuiyla
ortadan kaldirmak icin deneylerimiz L-NA ve
indometazin kombinasyonu ortamda gerceklestirildi.
Bu deney grubunda, L-sistein 20 mM ve 80 Mm
konsantrasyonlarindaki  KCl  kasilma  yanitlart
tzerinde inhibe edici bir etkiye neden oldu. PAG ve
AOAA  varhginda, maksimum kasilma yanitlar
tzerindeki inhibisyona anlamli olarak geri cevrildi.
PAG ’in sade Tyrode igeren ortamda L-sistein’in
inhibe edici etkisini  degistirmezken, L-NA,
indometazin ve L-NA+indometazin
kombinasyonunun bulundugu ortamda maksimum
KCl kasima yamutlart Gzerindeki inhibitor etkiyi
azalttigl goézlendi. Benzer olarak, AOAA da L-NA
ve indometazin iceren ortamda L-sistein’in KCl
kastlmalari tzerindeki etkisini sade Tyrode igeren
ortama gore geri cevirmesi daha belirgindi. Bunun
nedeni, HzS ve NO veya COX triinleri arasinda bir
kompensator iliski olmasindan kaynaklanabilir ve
aciklanmast icin ilave deneylere gerek duyulmaktadir.
Bu bulgular bize, L-sistein’in KCI kastlma yanitlari
tzerindeki inhibe edici etkisinde NO ve COX
yolaklar1 haricinde bagka mekanizmalarin da rola

oldugunu disindirmektedir. NOS ve COX
inhibitorleri varliginda diger mekanizmalar
arastirtlmalidir.

Sonug olarak, bulgularimiz fare fundus dokusunda
L-sistein/ HS yolaginin KCl kasilma yamitlari
tzerindeki inhibitér etkisinde NO ve COX
yolaklarinin direkt veya indirekt katkisinin oldugunu,

ancak L-sistein/HsS yolaginin  etkisinde bagka
mekanizmalarinda roli olabilecegini
dustindurmektedir.
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