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OZET

Unlii G, Endokannabinoidlerin uterus diiz kas yanitlari lizerine
peroksizom-proliferatorlerince aktive olan reseptorler aracili etkisi,
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal,
Uzmanlik Tezi, Kirikkale, 2014.

Endokannabinoidler pek ¢ok dokuda fonksiyonlarin dizenlenmesine katkisi
oldugu gosterilmis endojen mediyatdrlerdir. Endokannabinoidler etkilerini
kannabinoid reseptora tip 1 (CB1), kannabinoid reseptdri tip 2 (CB»), gegici
reseptor potansiyeli olan vanilloid tip 1 kanal (TRPV1) reseptorleri,
peroksizom proliferatorlerince aktive olan reseptér (PPAR)'ler ve vaskiler G-
proteinleri ile eslesmis reseptorler araciligiyla gosterirler. Uterus diuz kas
fonksiyonlarinda bir endokannabinoid olan anandamid (AEA)in PPAR’lar
aracili etkileri arastinlmigtir. Bu amacgla PPAR agonist (GW0742) ve
antagonistleri (GW6471 ve GSK0660) uygulanmis si¢anlarin izole uterus duz
kas preparatlarinda AEA yaninda Oksitosin (OT) ve Prostaglandin Fyq
(PGF,y) gibi agonistlerin etkileri incelenmistir. Elde edilen yanitlar Kruskal
Walllis varyans analizi ve post-hoc Dunn testi ile degerlendirilmistir. PPAR /5
antagonist grubunda AEA (10%°-10° M) ile maksimum gerimler ve
amplitidlerin artmig, PPAR /3 agonist grubunda ise maksimum gerimler ve
amplitudlerin azalmis oldugu gorulmustar. OT’nin dusuk
konsantrasyonlarinda PPAR-a antagonist grubunda minimum gerimler ve
EAA azalmig iken, yuksek konsantrasyonlarinda minimum gerim, maksimum
gerim, amplitud, frekans ve EAA artmis olarak goézlenmigtir. PPAR [}/
antagonist deney grubunda PGF,,'nin distk konsantrasyonlarinda minimum
ve maksimum gerimler, EAA ve amplitud artmig, PPAR-a antagonist
grubunda ise zit yonde etkiler gériimustir. Elde edilen veriler uterus duz kas
fonksiyonlari Uzerinde PPAR’larin farkli etkileri olabilecedini disundirmusgtir.
Bu etkilerin mekanizmalari ile birlikte aydinlatilabilmesi icin daha ileri

calismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Uterus, endokannabinoid, anandamid, PPAR, in vitro



ABSTRACT

Endocannabinoids are endogenous mediators which contribute to the
regulation of the functions of most tissues. They activate cannabinoid CB;
and CB, receptors, transient receptor potential vanilloid type-1 (TRPV1),
peroxisome proliferator-activated receptors and vascular G-protein-coupled
receptor. To determine the role of PPAR’s on uterine smooth muscle function
we examined the effects of PPAR agonists (GW0742) and antagonists
(GW6471 and GSK0660) on anandamide (AEA), oxytocine (OT) and
Prostaglandin Fyq (PGFy,) induced responses. Data were evaluated by
Kruskal-Wallis analysis of variance and post hoc Dunn's test. PPAR-[3/
antagonist increased the AEA (10™°-10° M) induced maximum tensions and
amplitude responses, while PPAR-R}/d agonist decreased them. At lower
concentrations of OT, PPAR-a antagonist decreased AUC and minimums
while at higher concentrations amplitude, frequency, and AUC were all
increased. PPAR-a antagonist increased minimum and maximum tensions
as well as amplitude and AUC at lower concentrations of PGFy,. On the
contrary PPAR-a antagonist decreased PGF,, induced uterine contractile
responses. The data obtained on uterine smooth muscle may suggest
different effects of PPARs. Further studies are needed to be carried out in

order to clarify this, together with the mechanism of action.

Keywords: Uterus, endocannabinoid, anandamide, PPAR, in vitro
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GIRIS VE AMAG

Uterus fonksiyonlarinin normal olmasi saglikh bir gebelik ve dogum
sureci i¢in gok onemlidir. Fertilizasyonun olusumunda, gebeligin strdurtlmesi
ve dogum eyleminin gergeklesmesinde uterusun kontraksiyonu ve

relaksasyonu 6nemli roller oynamaktadir.

Uterus duvari tunika seroza (perimetriyum), tunika subseroza, tunika
muskularis (myometriyum) ve tunika mukoza (endometriyum) olarak dort
tabakadan olugsmaktadir. Uterus yapisinin buyuk bir kismini myometriyum
olusturmaktadir. Myometriyum longitidunal ve sirkller seyreden diuz kaslar
icermektedir (1). Bu duz kaslar Uzerinde gevsetici ve kasici faktorler
arasindaki denge myometriyumun ve dolayisiyla uterusun gebelik ve dogum
surecindeki fonksiyonunu belirlemektedir. Bu nedenle uterus diz kasi ve
uterus diz kasi fonksiyonlari Gzerinde etkili olan faktorler birgok arastirmaya
konu olmustur. Uterus duz kasi aktivitesinin dizenlenmesinde noral,
hormonal ve metabolik faktérler, néromediyatérler ile hicre membran
reseptorleri, iyon kanallari ve intraselUler sinyal sistemleri arasinda kompleks
bir etkilesim s6z konusudur. Uterus duz kas kontraktilitesinin major
belirleyicileri intraseliiler kalsiyum Ca*? miktari ve uterin prostaglandin (PG)

Gretimidir (2).

GuUnumuzde uterus duz kasi fonksiyonlari tzerinde etkili farmakolojik
ajanlar dogum indiksiyonunda, preterm dogumu 6nlemek amaciyla ve uterus
atonisi gibi fonksiyonel bozukluklarda siklikla kullaniimaktadir. Oksitosin
(OT), asetilkolin, endotelin-1, prostaglandin Fyq (PGF2), prostaglandin E;
(PGE,), ergonovin ve metilergonovin gibi ajanlar uterus diz kasinda
kasilmaya neden olurken; ritodrin, isoproterenol, nifedipin, magnezyum sulfat

gibi ajanlar uterus duz kasinda gevseme olustururlar (2-4).

izole uterus dokusu; gesitli kimyasal ajanlarin fizyolojik ve farmakolojik
etkilerinin incelenmesi, reprodiktif dénemde goérilen cesitli fizyopatolojik

durumlarin arastiriip aydinlatiimasi, onlarin teshis, profilaksi ve tedavisine



katkida bulunacak yeni ajanlarin gelistirilebilmesi amaciyla tzerinde eskiden

oldugu gibi bugln de pek ¢ok ¢alismanin yapilip, yarataldugu bir dokudur.

Endokannabinoidler, anandamid (AEA) ve 2-arasidonil gliserol (2-AG)
yaptigi etkiler acisindan tetrahidrokannabinol (THK)'e benzeyen ve vicutta
membran fosfolipidlerinden sentez edilen maddelerdir (5).
Endokannabinoidler etkilerini kannabinoid reseptoru tip 1 (CB1), kannabinoid
reseptori tip 2 (CB.), gegici reseptdr potansiyeli olan vanilloid tip 1 kanal
(TRPV1) reseptorleri, peroksizom proliferatorlerince aktive olan reseptor
(PPAR)'ler ve vaskuler G-proteinle eslesmis reseptorler araciligiyla
gosterirler (6,7). Endokannabinoidlerin etkilerini ve etki mekanizmalarini
incelemek amaciyla yapilan c¢alismalarda; kardiyovaskuler, gastrointestinal
ve Uriner sistemdeki degisik duz kas dokularinda kasilma ve gevseme
yanitlari olusturduklari gosterilmistir (8-10). Ancak endokannabinoidlerin
uterus duz kasi Uzerindeki etkileri, hangi reseptorlerin bu etkiye aracilik ettigi,

PPAR’larin bu etkideki roli hentz aydinlatiimis degildir.

Bu calismada endokannabinoidlerin uterus duz kasi UzerindeKi

etkilerinde PPAR’larin rollerini arastirdik.

Hipotezimiz “Endokannabinoidler PPAR’lar aracihgi ile uterus duz
kasinda kontraktil yanitlarda azalmaya neden olur’ olup elde ettigimiz
verilerin uterus fizyopatolojisine, preterm eylem ve abortus gibi olaylarin
fizyopatolojisine yeni bir bakis acisi getirebilecegini disinmekteyiz. Bu
amacgla izole sican uterus duz kas preparatlarinda PPAR agonist ve
antagonist deney gruplarinda AEA yaninda OT ve PGFy, gibi agonistlerin

etkilerini inceledik.



GENEL BILGILER

2.1. Endokannabinoidler

Kannabinoidlerin psikoaktivite acgisindan zayif Uyesi kannabinol ve
inaktif Uyesi kannabidiyol ilk olarak 1940Q'larda birbirinden bagimsiz iki
arastirici, Ingiltere'de Lord ve ABD'de Roger Adams tarafindan izole edildi.
1960' larin basinda kannabidiyoltin yapisi aydinlatildi. Aktif kannabis bileseni
Delta-9-Tetrahidrokannabinol (A-9-THK) ilk olarak 1964 yilinda saf sekliyle
izole edildi ve yapisi aydinlatildi. Bunu izleyen donemde pek ¢ok bitkisel ve
dogal kannabinoidin yapilari ortaya c¢ikarildi ve kannabimimetik aktivite ile
ilgili temel yapi-etki iligkileri yaninda metabolik yollari da ortaya kondu (5, 6,
7)

Yaklasik 25 yil 6nce sigan serebral korteks cDNA’sindan THK igin bir
reseptor klonlandi (11) ve arasidonil etanolamin bu reseptor igin ylksek
afiniteli bir ligand olarak tanimlandi (7). Bu ligand ayni zamanda AEA
(Sanskrit dilinde ‘a-nanda’ mutluluk, nese, zevk anlaminda) olarak
adlandirildi (12). insan beyninde ve periferik dokularda yiiksek miktarda AEA
ve kannabinoid reseptor ekspresyonu tanimlandi. Bu dagilim onun santral ve
periferik etkili bir madde oldugu fikrini desteklemektedir (7, 13). Serum,
plazma ve serebrospinal sivilarda disuk miktarlarda bulunmasi da hormon
olmasindan ¢ok dokularda sentezlenip metabolize edildigini gostermektedir
(13).

Endokannabinoidler, AEA ve 2-AG, yaptigi etkiler agisindan THK’e

benzeyen ve vicutta membran fosfolipidlerinden sentez edilen maddelerdir

(5).



Fosfolipidler
FLA,
CYP-HO
Arasidonik asit > HETE
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Sekil 1. Arasidonik asit sentez yoladi. FLA,: Fosfolipaz A, COX: Siklooksijenaz,

LOX: Lipoksijenaz, CYP: Sitokrom P450, PG: Prostaglandin, PGly: Prostasiklin,
TX: Tromboksan, LT: Lokotrien, CYP-HO: CYP hidroksilaz, CYP-EO: CYP epoksijenaz,
EET: Epoksieikozatrienoik asit, HETE: Hidroksieikozatetraenoik asit (14).

Endokannabinoidler etkilerini CB;, CB,, TRPV1, PPAR ve vaskuler G-
proteinle eslesmis reseptorler araciligiyla gOsterirler (6,7).
Endokannabinoidlerin ilk tanimlanan reseptéri CB; daha sonra tanimlanan
reseptori CB, reseptorudir. Her iki reseptor de Gy, proteini ile eslesmistir
(15, 16). CB; reseptoru kannabinoidlerin insan, sigan ve fare myokardindaki
etkilerine yol agmakta ve stimulasyonu negatif inotropik etkilere neden
olmaktadir (17, 18, 19). Buna ragmen izole sigan kalbindeki bazi olaylar
kardiyak etkileri ile uyusmamaktadir (20). AEA’in CB,, reseptdrlerine afinitesi
CB’e olan afinitesinden daha dusuktur (12). 2-AG, CB; ve CB;reseptorlerine
baglanmaktadir; fakat, CB, reseptorleri Uzerindeki aktivitesi daha yuksektir
(22).



Bircok kannabinoid reseptér agonistinin in vitro deneylerle PPAR
agonisti oldugu rapor edilmigtir. Bunlar igerisinde AEA, 2-AG, THK,
WINS5212 ve ajulemik asit vardir. THK ve WIN55212 PPAR-y'yl,
Rimonabant ve AM 251, hem PPAR-y hem de PPAR-a’yi aktive eder (22-
25).

Merkezi sinir sisteminde AEA sentezinin Ca*? bagimli oldugu
bilinmektedir (26). Satlire veya monosature aciletanolamidler gibi fosfolipaz D
benzeri bir enzim varliginda N-acil-fosfotidiletanolamin (NAPE)den AEA
olusur. Fosfotidiletanolamin sn-1,2-diarasidonil-fosfotidilkolinin ~ sn-1
pozisyonundaki arasidonik asiti kullanarak arasidonillenir. Bu olay
Ca™ bagimlidir (26, 27). Fizyolojik kosullarda nanomolar diizeyde
endokannabinoid uretilip hucrelerde hizla tutulup hidrolize ugratildigindan,
AEA yikimi ile olugan Urunun eikozanoidlere donmedigi dusunulmektedir.
Ancak AEA ylksek konsantrasyonlarda kullanildiginda, endokannabinoidlerin
bazi etkilerinin aragidonik asit tlrevlerine donusumu ile ortaya cikabilecegi

bazi farmakolojik ¢alismalarda bildirilmistir (8, 28, 29).

AEA'in hidrolizinden temel olarak sorumlu enzim anandamid
amidohidrolaz (yag asidi amid hidrolaz, FAAH)'dir (5). AEA katabolizmasi i¢in
Onerilen diger mekanizma arasidonik asit yolagindaki lipoksijenazlar (LOX),
sitokrom p450 oksijenazlar ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi enzimlerce
maddenin enzimatik oksidasyonudur (30, 31). Farkh dokularda FAAH enzim
aktivitesi arastirimis olup; enzim aktivitesi 6zellikle karaciger ve beyinde
yuksek bulunmustur. Kalp, bobrek, barsak, mide, akciger, dalak ve kasta
daha dusuk olarak saptanmigtir. Beyinde globus pallidus, hipokampus,
substantia nigra, striatum, serebellum ve medullada amidohidrolaz aktivitesi

gosterilmigtir (32).

AEA'in santral ve periferik etkilerini ortaya koymak igin birgok

kannabinoid reseptdr agonist ve antagonisti kullaniimaktadir (33, 34, 35).



Tablo 1. Kannabinoid reseptor agonist ve antagonistleri (33, 34, 35)

Kannabinoid reseptor agonist ve antagonistleri
CB; reseptor CB, reseptor CB, ve CB,
agonist antagonist agonist antagonist reseptor agonist
HU-210 AM 251 JWH 133 AM 630 WIN55212
A-9-THC AM 281 JWH 015 SR 144528 CP 55,940
0-689 SR 141716A HU308
0-585 LY-320135 AM 1241
L-759633 GW 405833
L-759656

AEA hdcre igi etkilerini CB; ve/veya CB; reseptorleri Gzerinden N veya
P/Q tipi Ca*™ kanallarinin inhibisyonu, ice dogru potasyum (K") kanallari ve
mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK)'In aktivasyonu ile gdsterir. Bu
etki yolu her iki reseptére 6zgu selektif reseptdr antagonistleri araciligi ile
calisiimigtir. Ayrica kannabinoidler TRPV1 reseptorlerini, PPAR’lar1 ve G
proteini ile eslesmis reseptorleri aktive ederek de etki gostermektedir (6). Son
yillarda yapilan arastirmalarda endokannabinoidlerin G proteini ile eslesmis
GPR55 ve GPR119 gibi nadir bulunan (orfan) reseptorlerine bagdlanarak bu
reseptorleri aktive ettikleri gosterilmistir.  GPR55’in  agri iletiminde rol
alabilecegi dusunulmektedir (36, 37). GPR55’'in kannabinoidler tarafindan
aktive edildigi fakat kannabinoidlerin vazodilator etkilerinden sorumliu

olmadigi gosterilmistir (38).

Endokannabinoidlerin  santral ve periferik etkileri ile etki
mekanizmalarinin incelendigi pek ¢ok ¢alisma mevcut olup, kardiyovaskduler,
gastrointestinal, genitouriner sistem diuz kaslarinda AEA aracili etkiler
arastirimistir (9, 39, 40). AEA’in gesitli diz kas yapilar Gzerinde kannabinoid
reseptorleri aracili mekanizmalarla gevseme yaniti olusturdugu belirtilmis
olup, farkh duz kas hucrelerinde nitrik oksit (NO) ve endotel kaynakli
hiperpolarizan faktér (EDHF) saliveriimesi, adenilat siklaz (AS) ve guanilat

siklaz (GS) enzimlerinin aktivasyonu, L-tipi Ca*? kanallarinin inhibisyonu,



kalsiyum bagimli potasyum iyon kanallarinin (BKca) aktivasyonu bu

mekanizmada rol almaktadir (9, 39-41).

Genital sistemde dodum sureci Uzerinde etkili faktorler arasinda
AEA’in yer alip almadigi pek ¢ok arastirmanin konusu olmustur. Yapilan
calismalar sonucunda AEA'in gebeligi engelledigi, implantasyon bozukluguna
neden oldugu ve embriyo gelisimi Uzerinde olumsuz etkilerinin oldugu
bildiriimigstir (42).

AEA Dblastokist ve uterusta eksprese edilmektedir (43). Fare
uterusunda 2-AG seviyeleri AEA seviyelerine gore daha yuksek olup, doku
dagihm paterni benzerlik gostermektedir. Her ikisi de implantasyon
alanlarinda dusuk seviyelerde iken implantasyon alanlarinin arasinda daha
yuksek seviyelerdedirler (43). AEA'in implantasyon sureci Uzerine etkilerine
CB1 reseptorleri aracilik etmektedir. AEA blastokist fonksiyonlarini ve
implantasyonu CB; reseptorleri araciliiyla Ca*? kanal aktivitesini ve MAPK

sinyalini dizenleyerek regtle etmektedir (44, 46).

insan myometriyumunda CB; ve CB; reseptérleri tanimlanmis olup,
AEA ve A-9-THK'Un OT ile kasilan myometriyal preparatlarda gevsetici etki
olusturdugu gosterilmistir. Bu gevsetici etkileri spesifik CB; reseptor
antagonisti, SR141716A ile antagonize edilirken; spesifik CB, reseptor
antagonisti, SR144528 ile degismemektedir (39).

2.2, PPAR’lar

PPAR’lar ilk olarak kemirgen karacigerinde ksenobiyotiklere cevap
olarak peroksizom proliferasyonuna neden olan nulkleer faktérler olarak
gOsterilmigtir (47). Daha sonra lipid ve glukoz metabolizmasini reglle eden
genleri module ettigi, oksidan stres ve inflamasyona katildigi gosterilmistir
(48-52).

Bilinen g tane PPAR vardir: a, /8, y. PPAR-a karaciger, bébrek, kalp
ve iskelet kasi gibi yag asit katabolizmasinin 6nemli oldugu dokularda

bulunur. Yag asitleri ve eikozanoidler (6rnegin I6kotrien B4) gibi dogal



ligandlar ve lipid dusurucu fibratlar gibi sentetik ligandlarla stimule olur (53).
PPAR-a yag asitlerinin w ve R oksidasyonuna katilan hedef genleri etkiler.
PPAR-[3/d bircok dokuda eksprese olur (54, 55). Son calismalar 6zellikle
iskelet kasinda, kardiyovaskuler dokularda PPAR-[3/&’nin yag asidi ve lipid
PPAR-y yag

kontrol eder ve yag

metabolizmasina katildigini gostermektedir (48, 56, 57).
hacrelerinin  farkhlagsmasi ve yag depolanmasini
dokusunda yuksek miktarda eksprese edilir (58). Yag dokusu ve iskelet
kasindaki etkilerinden baska PPAR-y insllinin etkilerini de regule eder.
PPAR-y’'nin selektif aktivatorleri insulin duyarlihdini artirici etki gosteren

tiazolidindion (TZD) veya diger adiyla glitazonlardir (59).

Tablo 2. insan ve fare/sicanda PPAR’In dokularda dagilimi (60)

insan Fare/sigan

PPAR-a Karaciger, primer hepatosit, HepG2 Karaciger, hepatosit, GIS, beyin,
hepatom hiicresi, kalp, HepaRG hepatom | FAO hepatom hiicresi, beyaz
hicresi, GIS, beyin, monosit, dendritik yag dokusu, uterus, gonadlar
hlcre, bobrek, uterus, gonadlar

PPAR-B/®d | HepG2 hepatom hiicresi, ince bagirsak, Karaciger, FAO hepatom
kolon, bébrek, monosit, makrofaj, hlcresi, beyaz yag dokusu, GIS,
dendritik hiicre, bobrek, uterus, gonadlar | beyin, makrofaj, kolon, uterus,

gonadlar

PPAR-y Karaciger, primer hepatosit, HepG2 Hepatosit, makrofaj, GIS, beyin,
hepatom hiicresi, beyaz yag dokusu, GIS, |beyaz yag dokusu, dalak ve
beyin, monosit, dendritik hticre, bébrek, timus, uterus, gonadlar
izole adiposit, uterus, gonadlar

PPAR’lar PPAR aktivitesini regule eden NH-terminal bolge, hedef

gendeki

promoter bdlgede bulunan PPAR yanit elementi

(PPRE)'nin

baglandigi DNA baglayan bolge, kofaktér igin bir bolge ve ligand spesifitesini

belirleyen COOH-terminal ligand baglayici bolge icermektedir (61).



PPAR'lar
Aktiflegtirme DNA baglayan Esas bdlge [Ligand baglayan
N- L
fonksiyonu-1 bilge bilge c
AF-1 DBD HD LBD

Sekil 2. PPAR proteinlerinin yapisinin sematik olarak gosteriimesi, AF-1: Aktiflestirme
fonksiyonu-1, DBD: DNA baglayan bolge, HD: Esas bolge, LBD: Ligand baglayan bdlge (62).

PPAR’lar korepresor proteinlerle baglandigi zaman inaktif olur. PPAR
aktivatorleri ile stimilasyondan sonra PPAR’lar korepresérden ayrilir ve
PPAR-baglayan protein ve steroid reseptor koaktivator-1 gibi koaktivatorler
gulclenir ve retinoid X reseptor a ile heterodimerize olur (63). Daha sonra gen

transkripsiyonunu modile etmek icin hedef gendeki PPRE’e baglanir (61).

Bu mekanizma ile gen regilasyonu PPAR’larin karbonhidrat ve lipid
metabolizmasindaki etkileri ile sonu¢lanir. PPAR-a ve PPAR-y proinflamatuar
genleri baskilar ve bunun igin farkh transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girer
(64).
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Sekil 3. PPAR agonistleri ayni reseptor araciligi ile farkh biyolojik cevaplar baslatma

yetenegine sahiptir (65).

Yag asitleri v9-cis RA

Fibratlar
Lokotrienler

Hedef gen
ckspresyonu

Sekil 4. PPAR'In galisma mekanizmasinin sematik olarak gosterilmesi. PPAR: Peroksizom
proliferatorlerince aktive olan reseptdrler, RXR: Retinoid X reseptér, PPRE: PPAR yanit
elementi, RA: Retinoik asit (62).
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PPAR
Transrepresyon PPAR —» RXR —» PPRE
(antiinflamatuar) (karbonhidrat ve lipid metabolizmasi)
VCAM, ICAM, PECAM KC (PPAR-a)
NF-kB, AP-1 FA oksidasyonu
CCAAT/EBP VLDL
CRP, TNF-a, IFN-y Livoli
IL-1B, IL-6, MCP-1, CDAOL Ipoliz
MMP-9 HDL

iNOS 4
Yag hiicresi ve kasta (PPAR- y)

VSMC'’ in migrasyon ve

oroliferasyonu f insiilin duyarlilig

Sekil 5. Peroksizom proliferatorlerince aktive olan reseptoérlerin ¢galisma mekanizmasi, AP:
aktivatér protein, CCAAT/EBP: CCAAT/ enhancer binding protein, IL: interldkin, CRP: C-
reaktif protein, MCP: monosit kemoatraktan protein, CD40L: CD40 ligand, MMP: matriks
metalloproteinaz, iINOS: indiklenebilir nitrik oksit sentaz, VSMCs: vaskiler diiz kas hucreleri,
FA: Yag asidi, VCAM: Vaskiiler hiicre adezyon molekili, ICAM: interseliler hiicre adezyon
molekuli, PECAM: platelet ve endotelyal hicre adezyon molekili, PPAR: peroksizom
proliferatoérlerince aktive olan reseptér, RXR: retinoik X reseptdér, PPRE: PPAR vyanit
elementi (64).

2.2.1. PPAR-a

PPAR-a ve PPAR-y kardiyovaskiler sistemde eksprese olur (66).
PPAR-a endotel hucreleri, vaskller duz kas hucreleri (VSMC) ve
monosit/makrofajda bulunur (66-69). PPAR-a ligandi olan dokozahekzaenoik
asit (DHA) kultire VSMC’de proapoptotik etki yapar (70). P38 mitojen aktive
protein kinaz bu olaya aracilik eder (71). PPAR-a aktivatorleri ayni zamanda

sitokin ile induklenen genleri, vaskuler hicre adezyon molekullerini ve
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endotel hudcrelerindeki doku faktorlerini down regile eder (72). PPAR-a
knock-out fareler lipopolisakkaritten sonra artmis bir inflamatuar cevap
verirler (73). PPAR-a aktivatori olan fenofibrat hiperlipoproteinemi 11b’li
hastalarda interferon gama (IF-y) ve timor nekrotizan faktér alfa (TNF-a)
miktarini azaltir. Goya ve arkadaslari fenofibratin endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS) ekspresyonunu sigir aortik endotel hucrelerinde arttirdigini

gOstermigtir (74).

Oleiletanolamid (OEA), AEA ile yapi ve metabolik olarak benzerlikler
gOsterir; fakat kannabinoid reseptorlerine baglanmaz. OEA PPAR-a’yi aktive
eder ve yag@ asitlerinin absorpsiyonu sirasinda ince bagirsak hucrelerinden
salgilanir ve beslenme davranisinin inhibisyonuna neden olur. OEA'in sigan
(5-10 mg/kg) (i.p.)
hipotalamustan OT sentezini artinr. PPAR-a knock-out farelerde OEA

ve farelere intraperitoneal olarak enjeksiyonu
artisindan sonra OT sentez artigi gorulmemektedir. OT reseptorlerinin L-
368,899 ile farmakolojik olarak inhibe edilmesinden sonra OEA'in anoreksik
etkileri goérilmemektedir. Bu sonucglar OEA’in hipotalamustan OT sentezini

arttirip beslenme davranigini inhibe ettigini desteklemigtir (75).

Tablo 3. PPAR-a ve /6 ligandlari (76)

PPAR-a ligandlari PPAR-R/3 ligandlari
PPAR-a agonist PPAR-a antagonist PPAR-R/3 agonist PAR-R/3 antagonist
GW7647 GWo6471 L-796449 GSKO0660
GW9578 N-acilsulfonamid L-165461
LY-518674 L-783483
GW501516
GWO0742
2.2.2. PPAR-y

PPAR-d’lara benzer sekilde PPAR-y da vaskuler sistemde bulunmus
olup, endotel hicreleri, VSMC ve monosit/makrofajda gdsterilmigstir (48, 77-
79). PPAR-y aktivatorleri VSMC’in migrasyon ve proliferasyonunu inhibe eder
(49, 80). PPAR-y aktivatorleri PPAR-y’nin makrofajlardaki ekspresyonunu
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arttinir ve induklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) ekspresyonunu, matriks
metalloproteinaz 9 (MMP-9) ve suUpurlcu reseptor A'yi inhibe eder. PPAR-y
aktivatorleri TNF-a, IL-6, IL-1B, INOS, MMP-9 ve supurlcu reseptor A'yi
monositlerde inhibe eder (81, 82). PPAR-y aktivatorlerinden rosiglitazon ve
pioglitazon kan basinci yukselmesini Onler. Anjiotensin Il ile induklenen
yapisal, fonksiyonel, molekuler degigiklik ve kan basinci yuksekligi
rosiglitazon ve pioglitazon tarafindan inhibe edilir (83). Dezoksikortikosteron
asetat (DOCA)-tuz hipertansif siganlarda basing artisi, PPAR-y aktivatoru
olan rosiglitazon ile onlenebilir; fakat, PPAR-a aktivatori fenofibrat ile
Oonlenemez. Rosiglitazon, endotel disfonksiyonunu onler. Hipertansif DOCA-
tuz sicanlarda kan damarlarinda hem rosiglitazon hem de fenofibrat reaktif
oksijen urUnlerinin olusumunu onler. Calnek ve arkadaslari tarafindan PPAR-
y aktivasyonunun endotel fonksiyonlarini Uzerine etkisi arastinimistir (84).
PPAR-y ligandlari, 15d-PGJ2 veya ciglitazon domuz ve insan aortik endotel
hicrelerinden NO saliveriimesini arttirir. PPAR-y’'nin overekspresyonu NO
saliverilmesini artirir. Hem 15d-PGJ2 hem de ciglitazon eNOS mRNA'yi
degistirmez. Endotel hucrelerinden PPAR-y ligandlar tarafindan NO
saliverilmesinin stimulasyonu eNOS ekspresyonu ile baglantil degildir (84).

2.2.3. PPAR-R/®

PPAR-[3/5 karaciger, yad dokusu, iskelet kasi, deri gibi bircok dokuda
bulunur. PPAR-[/5 vaskller sistemde de eksprese edilir ve vaskuler
biyolojide ©nemli bir rol oynar. Bircok c¢alismada PPAR-R3/8in hucre
blylumesi, hicre farklilagsmasi, plasentanin gelisimi ve yara iyilesmesinde
roli oldugu gosterilmistir. Son vyillarda Ozellikle PPAR-B/&'1n lipid
metabolizmasi ve insulin duyarlihdi Gzerindeki etkilerine yogunlagiimistir (85,
86, 87).
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Dogal PPAR-y agonist

Linoleik asit
Linolenik asit

Arasidonik asit, Eikozapentaenoik asit, Oleik asit
15-Deoxy-d 12,14- prostaglandin J2 (15d-PGJ2)
12, 15-hidroksieikozatetraenoik asit (HETE)
9,13-hidroksioktadekadienoik asit (HODE)
Lizofosfatidik asit (LPA)

Okside fosdolipidler

Sentetik TZD
PPAR-y
agonist

Ciglitazon
Troglitazon
Rosiglitazon
Pioglitazon

TZD olmayanlar

GW1929
GW7845

PPAR-al/y agonist

Muraglitazor
GW409544

Naveglitazor
Tesaglitazor
Netoglitazon

PPAR-al/y/d agonist

Bezafibrat

PPAR-y antagonist

BADGE
GW9662
LG100641
PD068235
SR202

2.2.4. PPAR’lar ve Ureme Sistemi

Hipotalamus, hipofiz, over, uterus ve testis gibi Ureme sisteminin

degisik kompartmanlarinda PPAR’larin U¢ degisik izoformu gdsterilmistir (88-

90).

PPAR-y coklu doymamig yag asitleri, prostaglandin metabolitleri ve

TZD gibi sentetik ligandlarla aktive olur (91).

Glukoz, insulin veya leptin gibi yakit algilayicilari hipotalamo-hipofiz-

gonad aksinin her asamasinda fertilitenin regilasyonunda rol oynar (92, 93).

Ornegin farelerde insllin sinyal yolagindaki bir yokluk (insilin reseptor
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substrat 2 veya insulin reseptor) disi ve erkekte infertilite ile sonuglanir (94,
95). PPAR-y'In aktivasyonu enerji hemostazindaki farkli anahtar

regulatorlerin transkripsiyonunu ve aktivitesini regtle eder (96).

Son yillarda yapilan bir ¢ok calismada fare ve koyun hipofiz bezinde,
si¢can hipotalamusunda PPAR-y ekspresyonu gosterilmigtir (90, 97). PPAR-
y’'nin hipofiz bezinde antiproliferatif etkisi vardir. TZD'nin insan ve fareye
verilmesi hipofiz adenomlarinin gelisimini inhibe eder (97). PPAR-y'nin
ureme fonksiyonunu hipofiz seviyesinde etkiledigi dusunulmemektedir. In
vitro olarak prolaktin (PRL), bliyime hormonu (GH), foliklil stimule eden
hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon (LH) gibi koyun hipofiz hormonlarinin
gonadotropik hipofiz timoér hdcrelerinden sekresyonu TZD tedavisinden

etkilenmemektedir (89).

Testis somatik ve germ hucrelerinde PPAR'larin U¢ izoformu da
eksprese edilmektedir (98-100). PPAR-a ve PPAR-/6 yodun bir sekilde
interstisyel leydig hucreleri ve seminifer tlbullerde goésterilmistir (98, 101).
Diger taraftan sertoli hiicrelerinde PPAR-y ekspresyonu kisithdir (99, 102).
Testislerde bu reseptorlerin roli ¢ok acik degildir ve bu reseptorlerin
fertilitede dnemli bir roll olmadigi dustinulmektedir. Gergekten de PPAR-a ve
PPAR-[3/6 null farelerin yasayabildigi ve fertilitesini strdirdagu gérulmastur
(103, 104). PPAR-q, lipidlerin beta oksidasyonu ve germ hucrelerinde
fosfolipidlerin yag asit kompozisyonunu reglle eder. Spermatozoanin lipid

icerigi mobilite ve canlihdi agisindan énemlidir (105).

Overlerde PPAR-a ve - B/d izoformlari primer olarak teka ve stroma
hicrelerinde gosterilmigtir. Farelerde PPAR-a delesyonu fertilite Gzerinde
etkili degilken, PPAR-y ve PPAR-[3/6 delesyonu fertiliteyi etkiler (104, 106,
107). Kemirgen ve gevis getiren canhlarin overinde PPAR-y granulosa
hicreleri, teka hucreleri ve korpus luteumda eksprese edilmektedir (108-
110).

TZD’nin over granulosa hucrelerinde steroid sekresyonunda celigkili
bir aktivitesi vardir. TZD in vitro olarak sigan ve koyun granulosa hucreleri,

sigir lutein hicreleri ve domuz teka hucrelerinde steroid sekresyonunu
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stimule ederken, domuz granuilosa hucreleri ve in vitro fertilizasyon (IVF)
tedavisi altindaki insan granulosa hucrelerinde progesteron ve 0ostradiol

sekresyonunu inhibe eder (109-112).

Korpus Iluteumda PPAR-y ekspresyonu ovulasyondan sonra artar.
Bununla beraber fertilizasyon olmadigi zaman korpus luteum geriler ve
PPAR-y ekspresyonu azalir (111, 113). Benzer durum tavuklarda da gorulur,
yumurtlama déneminde PPAR-y seviyesi artar (114). Farelerde over, epitel
hicreleri ve lenfositlerde PPAR-y delesyonu fertilitede azalma ile sonuglanir
(114).

PPAR-y’nin foliktler gelisim, ovulasyon, oosit maturasyonu ve korpus
luteum devami icin gerekli olan genlerin ekspresyonunu reglle ettigi
dusundlmektedir (115).

TZD’lerden rosiglitazon ve pioglitazon periferal insulin rezistansini,
serbest yag asidi ve trigliserid (TG) konsantrasyonu ve androjen seviyesini
azaltir. Bu 6zelliklerinden dolay1 TZD PCOS tedavisinde kullanilir (116, 117,
118).

PPAR-y embriyonun endometriyuma baglanmasi icin gereklidir (108).
PPAR-y’'nin inaktivasyonu plasental vaskularizasyonda azalma ve embriyo
oliumune neden olur. PPAR-a, -R/5, -y amniyon, plasenta gibi gestasyonel
dokularda eksprese edilir (119). PPAR-R/6 desidualizasyon suresinde
embriyo implantasyonunu regule eder (120). PPAR-/6 implantasyon
bdlgesinde bulunur ve PPAR-R/56 null farelerde erken gebelikte embriyo
olumu ve plasental malformasyonlar gelisir (108). Prostaglandin D, (PGD,)
gebelik boyunca sentez edilen major prostaglandin (PG)’dir ve in vivo olarak
PPAR-y'nin dogal ligandi olan 15d-PGJ2’ye doéner ve PPAR-y siganlarda
trofoblast hucrelerinde kolokalize olur (121). Arasidonik asit Urunleri, PPAR-y
ligandidir ve implantasyon boyunca uterus epitel hicrelerinden Uretilir (122).
Kisa dénem TZD tedavisi (2 glin) fetal mortaliteyi %50 oraninda azaltir (123).
Bunlara ilave olarak gebelik boyunca PG’lerin endometriyum, myometriyum
ve fetal membranlardan dUretimi dogum esnasinda myometriyum

kontraksiyonlarini indukler. COX-2 PG Uretimini katalize eder ve PPAR-y
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tarafindan down regule edilir (124). PPAR'lar Ostrus siklusunun luteal fazinda
ve implantasyon doneminde domuz endometriyumundan PGE, sentez ve

saliverilmesini arttirmaktadir (125).

2.3. Endokannabinoidler ve PPAR’lar

Kannabinoid ligandlar CB;, CB,;, GPR55 ve TRPV1 ve PPAR
reseptorleri aracihdi ile etkilerini gosterir. PPAR’lar yag asit seviyesini algiyan
reseptorlerdir ve endokannabinoidler de yag asit turevidir. Bundan dolayi
kannabinoidler PPAR’lari aktive eder. Kannabinoidlerin antiinflamatuar,
beslenme Uzerine etkileri ve analjezi 6zelligi bu reseptorler aracihdi ile olur
(126).

2.3.1. Endokannabinoidler ve PPAR-a

PPAR’In kannabinoidlerle iligkili oldugunu gosteren ilk calisma 2002
yihinda yapilmistir. Endokannabinoidlerden lipoksijenaz metabolizmasi
sonucunda 2-AG dUretir ve 2-AG PPAR-a’nin aktivitesini arttiran bir
metabolittir (127). OEA, AEA ile yapi ve metabolik olarak benzerlikler
gosterir; fakat, kannabinoid reseptorlerine baglanmaz. OEA oleik asit ve
etanolamin’e amid baglanmasiyla olusur ve AEA’'nin biyosentetik yolagina
benzer gekilde uretilir. OEA, PPAR-a’ya baglanir ve PPAR-a aktivitesini
arttinr (128, 129). PPAR-a knock-out farelerde OEA (10 mg/kg)in istah
azalmasi ve kilo kaybi etkisinin olmadidi goéralmustir. OEA (5 mg/kg, 2 hafta)
ile tedavi siganlarda kolesterol seviyesini azaltir ve farelerde obeziteyi azaltir
(128). OEA'in lipoliz Uzerindeki stimulator etkisinin PPAR-a knock-out
farelerde olmadi§i gosterilmistir ve bu g¢alismalar, OEA'e fizyolojik yanitlarin

PPAR-a aracilidi ile oldugunu desteklemistir (130).

Palmitoiletanolamid (PEA) bir endokannabinoiddir ve geleneksel
kannabinoid reseptorleri haricinde PPAR-a’lar araciligi ile de etki goOsterir
(131). PEA (1-30 pM), PPAR-a transkripsiyonel aktivitesini artirir. Daha
sonraki calismalarda PEA (50 ug, intraplantar enjeksiyon) ’in in vivo olarak

bircok modelde analjezik etkisi oldugu gdsterilmistir. PPAR-a’a baglanan
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diger endokannabinoidler AEA, noladin eter ve virodamindir (129). CB1/CB;
agonisti olan WIN55212 PPAR-a’nin transkripsiyonel aktivitesini artirir (129).

2.3.2. Endokannabinoidler ve PPAR-y

Ajulemik asit bir endokannabinoiddir ve 2003 yilinda Ajulemik asitin
PPAR-y’a baglandigi gosterilmigtir (132). Ajulemik asit ayni zamanda PPAR-
y ligandlarinin 6zelligi olan fibroblastlarin adipositlere farklilagsmasini stimule
eder (133). AEA’in 10-20 uM dozu proinflamatuar sitokin ve IL-2
sekresyonunu inhibe eder ve PPAR-y antagonizmasi ile bu etki inhibe
edilmektedir (134). Devam eden calismalar AEA'in direkt olarak PPAR-y’a
baglandigini (3-100 pM), PPAR-y transkripsiyonel aktivitesini (3-30 pM)
arttirdigini ve fibroblastlarin adipositlere farklilasmasini stimule ettigini
gostermistir (10 uM) (135, 136).

2-AG, AEA ile ayni gucte PPAR-y’a baglanir (135). Adipogenezisin
stimulasyonu PPAR-y ligandlarinin  bir dzelligidir (133). ilging olarak
endokannabinoid seviyeleri, adiposit farklilasmasi slrecinde artar (137).
Adipositlerin farkhlagsmasindan sonra CB; reseptor ekspresyonu ve FAAH
ekspresyonu artar (136). Kannabislerden A-9-THK (100 nM-10 pM) PPAR-
y’nin transkripsiyonel aktivitesini arttirir, adipogenezisi stimule eder, izole kan
damarlarinda zamana ve PPAR-y’a bagl damar dilatasyonuna neden olur
(22). Bu cevap NO ve hidrojen peroksit (H,O-) uretimi ile siperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesinin artisina baglidir. in vitro olarak izole arterde THK (10 pM)
ile 2 saatlik inkibasyonun kontraktil cevabi azalttigi, vazodilatator cevabi
arttirdigi ve bu cevaplarin PPAR-y antagonist ile inhibe edildigi gosterilmistir
(138). PPAR-y’'nin transkripsiyonel aktivitesini arttiran diger kannabinoidler,
WIN55212, CP55940 ve kannabidiol (1-20 uM) (137)’ddr.

2.3.3. Endokannabinoidler ve PPAR- B/®

PPAR-}/6 PPAR izoformlari arasinda en az arastirilandir; fakat,

metabolik bir grup fonksiyonlari oldugu bilinmektedir. Kannabinoidlerin bu
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reseptorler Uzerinden etkili olduguna dair elimizde kisitl sayida bilgi vardir
(139).

2.4. Uterus Diiz Kasinin Fizyolojik ve Farmakolojik Genel Ozellikleri

Uterus duz kasi tek uniteli tipte olup eksitasyon, hicreden hlcreye siki
baglantilar ~ (tight junctionlar) aracihgir ile gergeklesir.  Hucrenin
depolarizasyonu ile kontraksiyon meydana gelir ve depolarizasyon Ca*? ve

Na*a karsi permeabilite artisi ile gerceklesir (140).

Uterus duz kasi zayif bir sempatik ve parasempatik inervasyona
sahiptir. Sempatolitk ve parasempatolitik ilaclar uterusun  motor
fonksiyonlarinda o6nemli bir etki olusturmazlar. Uterus diz kasinda a-
adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu kasilmaya, B.-adrenerjik reseptoérlerin

aktivasyonu ise gevseme ve motilitede azalmaya neden olur (140).

Uterus motilitesinin duzenlenmesinde esas olarak hormonlardan
Ostrojen sorumludur ve Ostrojen uterus diz kasinin stimule edici etkenlere
karsi duyarliigini artirir. insanda menstriiel siklusun éstrojenlerin egemen
oldugu ilk iki haftasinda spontan motilite artar. Luteal donemde motilite azalir

ki bu azalmadan progesteronun sorumlu olmasi muhtemeldir (140).

2.4.1.0ksitosin

Oksitosin  (OT) arka hipofizde, hipotalamus supraoptik ve
paraventrikiler ¢ekirdeklerindeki magnoselliler noéronlarinin  aksonlarinin
ucundan salgilanan yapica vazopressine benzeyen siklik bir nanopeptiddir
(140).

OT salgilanmasina yol acan etkenlerden biri uterus ve vajinanin
genislemesi ve mekanik olarak uyarilmasidir. Meme areolasindaki dokunma
reseptorlerinin uyariimasi da OT salgisini artirir. Hemoraji ve psikojenik stres

de OT salgilanmasini artirir (140).
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OT sinir uglarinda norofizin-1 ile baglanmig olarak bulunur. Bu sinir
uclarinda OT ile birlikte met-enkefalin de depolanir ve met-enkefalin sinir

uclarinda OT salgilanmasini negatif feedback ile inhibe eder (140).

OT'’in plazmadaki miktari ovulasyon, dogum eylemi, laktasyon, erkek
ve kadinda bazi stres durumlarinda artar. Gebelik sirasinda myometriyum

hicrelerinde oksitosin reseptor sayisinin giderek arttigi bulunmusgtur (140).

OT cesitli hedef hicrelerdeki etkilerini kendine 06zgl oksitosin
reseptorleri (OTR) ve vazopressin Vi ve V, reseptorleri araciligi ile olusturur
(146). Gunumuzde OTR geninin hipofiz, bdbrek, overler, myometriyum,
endometriyum, testis, timus, kalp, vaskuler endotel, adiposit ve bazi kanser

hicresi gibi birgcok farkli yerde eksprese edildidi bulunmustur (141,142).

Kadin genital sisteminde OTR'nin dagihmi, doku tipine goére farkhlik
gOstermektedir. In situ hibridizasyon ve ligand baglama yontemi ile
myometriyum, desidua, koryon ve plasentada OTR mRNA ekspresyonu
incelendiginde; ekspresyon en fazla myometriyumda gorilmus, desidua ve
koryonda disuk bulunmus, plasentada ise saptanamamistir. Gebelik term
myometriyumunda, OTR MRNA ekspresyonu preterm myometriyumundan
daha fazladir. Fakat dogum eyleminin baslangicinda mRNA ekspresyonunda
daha fazla artis olmamaktadir. Desiduada ise OTR mRNA ekspresyonu

gestasyonel yastan etkilenmemistir (143).

Menstriel siklusun fazina gore reseptor sayisi degismekte ve
gebeligin sonlarinda da reseptdor sayisi ve uterusun OT'e duyarlihgi
artmaktadir (143, 144). Gebeligin sonlarinda progesterondaki dusus ve
Ostrojen artisi OTR ekspresyonunda artisa neden olmaktadir (154). Sigan
gebe myometriyumunda OTR MRNA ekspresyonu dogum sirasinda tum
gebelik donemindeki miktarina gore belirgin olarak ylksek oldugu
gOsterilmigtir.  Spontan dogum sirasinda OTR mMRNA ekspresyonunun
Ostrojen aracili indiklenmesinde esas olarak ostrojen alfa reseptorleri (E,) rol
oynamaktadir (149). Gebe olmayan insan uterusunda OTR gen ekspresyonu

Ostradiol ve OT varlidinda artmaktadir (146).
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OTR'leri G proteini ile kenetli reseptorler ailesindendir (147).
Myometriyal duz kas hucrelerine lokalize olmus OTR'nin uyariimasi,
fosfolipaz C (PLC) aktivasyonunu saglar. Bunun sonucunda inozitol trifosfat
(IP;) ve diacilgliserol (DAG) olusur. IP3 hiicre ici depolardan Ca*?
saliverilmesini stimule ederken, DAG da protein kinaz C (PKC)'nin
aktivasyonuna sebep olur (148, 149). izole gebe insan myometriyumunda
PKC ve tirozin kinaz inhibitérlerinin OT aracili kontraktil yanitlari belirgin
sekilde inhibe ettigi gosterilmigstir (150). OT koyun endometriyumunda PGFyq
sentezini stimule etmektedir. Ancak ekstraseluler sinyalle regule edilen
protein kinaz 1/2 (ERK1/2) aktivitesinin spesifik inhibitord PD98059 ile doz
badimli olarak inhibe olmaktadir. Sonugta koyun endometriyumunda OT
aracili PGF,, sentezine ERKy,'In proliferasyonu ve MAPK aracilik etmektedir
(151).

OTR'ne spesifik baglanma zamana, sicakliga ve membran protein
konsantrasyonuna baglidir (152). OTR'ne baglanma orani gebelikte term

déneme gelmeden 6nce ylkselmekte ve daha sonra artmamaktadir (143).

OT sican myometriyum hiicre kiltirinde hiicre igi Ca*
konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. Bu ekstraseliler ya da
intraseliiler Ca*™ mobilizasyonu ile olmaktadir. intraseliiler mobilizasyon

pertussis toksinine duyarli mekanizmalar araciligi ile olmaktadir (153).

OT insan uterus diz kas htcrelerinde konsantrasyon bagimli olarak
hiperplaziyi ve hiicre ici Ca*® konsantrasyonunu arttirmaktadir. Bu artis OTR

antagonistleri ile geri donusludur (152).

Uterus duz kasini stimule ederek uterusun motilitesini arttiran ilaglara
oksitosik ilaglar denilmektedir. OT dogum eylemini baslatmak, plasentanin
atilmasini hizlandirmak, postpartum kanamayi énlemek veya kontrol altina
almak amaciyla kullanilan oksitosik bir ajandir (140). OT dogum
indiksiyonunda, OTR antagonistleri de preterm dojumu engellemek
amaciyla tokolitik ajan olarak kullaniimaktadir (141, 154). Myometriyum
kontraksiyonlarinin sikligini ve tonusunu arttirmaktadir. Yuksek dozda

gevsemeyi engelleyerek tonusu arttirmakta ve kontraktur olusumuna neden
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olabilmektedir. OT uterin kontraksiyonlara sebep olmasinin yaninda
myoepitelyal hucrelerde kontraktil etki, vazodilator etki, antiditretik etki
gOstermekte ve santral sinir sistemi Uzerindeki etkisiyle annelik davranisini
stimule etmektedir (140).

2.4.2. Prostaglandin Fy,

Eikozanoidler aragidonik asitten olusan endojen yag asit derivelerinin
onemli bir grubudur. Baslica eikozanoid alt gruplari prostaglandinler (PG),
prostasiklin (PGly), tromboksanlar (TX) ve I0kotrienler (LT)dir. Membran
fosfolipidlerinden Fosfolipaz A, aracihidi ile arasidonik asit olugur; arasidonik
asitten de lipoksijenaz yolagi ile LT, siklooksijenaz yolagi ile PGl,, TX ve
PG’ler olusur (155).

Eikozanoidler biyolojik sistemlerde bircok degigsik etkiler gosterirler.
Eikozanoidlerden PGF,, ,damar yataginda tlire ve damar yatagina gore
degisen etkiler olusturur. insanlarda ven ve pulmoner arterlerde giicli

vazokonstriktordir (157).

Eikozanoidler inflamasyon ve bagisiklikta énemli rol oynarlar. Bunun
klinikteki en iyi gostergesi NSAI ilaglarin yararl etkileridir. LT’ler genellikle
proinflamatuar iken, lipoksinler antiinflamatuvar etkilidir (157).

Prostanoidler ise her iki etkiyi de gdsterebilir. Genel olarak PGFyq
brons ve trakea kasini kasar. Gebe olmayan insanlarda PGF,, uterusu
kasarken E serisi prostaglandinler uterusu gevsetir. Gebelerde ise PGFyq ve
diguk konsantrasyonlarda PGE;, uterusu kasar. PGl ve yuksek
konsantrasyonda PGE, gevsemeye neden olur. PGFy, g6zde iris sfinkter
kasini kasmasina ragmen, uveaskleral ve trabekuler agdan akdéz humorun
¢ikigini artirarak goz ici basincini dasurar. Santral sinir sisteminde PGF,4 ve
PGI, disardan uygulandiginda atese neden oldugu halde pirojen ile olugsan

yanita katkida bulunmaz (157).
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Sekil 6. Eikozanoid sentezi (156)

PGF,q myometriyum icin 6nemli fizyolojik bir agonist olmasina
ragmen, reseptor stimulasyonun sonucu olugan downstream sinyali hakkinda
cok az sey bilinmektedir. Aslinda literatirde PGFy.'nin fizyolojik etkileri
hakkinda birbiriyle ¢elisen veriler mevcuttur. PGF,,’'nin kontraksiyonlari gigli
bir sekilde uyarmasi suphesiz bir gergektir; ancak kasilimalara IP3
saliverilmesi ve intraseliiler/ekstraseliiler Ca*? oraninin etkisi sorgulanmalidir
(158, 159, 160). Gebe kadinlarda, myometriyal hicre kuiltarlerinde yapilan
calismalarda PGFy,’nin IP3 dretimini ve sarkoplazmik retikulumdan
intraseliiler Ca*? saliverilmesini stimule ettigi gdsterilmistir. Ancak baska bir
calismada buna ters olarak; PGF,,’'nin gebe kadinlardan yeni alinan izole
myometrial striplerde IP3’1 stimule edemedigi, fakat hem OT hem de karbakol

ile stimule edilebildigi gdsterilmistir (161). Gebe olmayan kadinlardan elde
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edilen myometriyal hiicrelerde PGF.o'nin extraseliller Ca*? girisine bagimli
olan, IP3'e bagimli olmayan Ca*? gecisini stimule ettigi gdsterilmistir (160). Bu
calismalar IP3 saliveriimesinin OT ile artip artmadi§i konusunda kontrol
grubu olmadigi igin PGFy’'nin IP3 saliveriimesinin potent bir uyaricisi
oldugunu soyleyememektedir. PGF,q reseptorlerinin Gqq sinifi G proteinleriyle
kenetli olmasi bu geligkiyi arttirmaktadir (162), bu nedenle IP3 saliverilmesi
OT ile oldugu gibi fosfolipaz C ile de artacaktir (163).

insan myometriyum striplerinde spontan kasiima olusturmak igin 10
M PGF,q uygulanmasinin depolarizasyona neden olan buyuk miktarda
intraseliiler Ca*? artisina neden oldugu gdsterilmistir. intraseliiler Ca*? artisi
L-tipi Ca™ kanal blokdriiniin verilmesiyle neredeyse tamamen ortadan
kaybolmustur. OT etkisiyle uyumlu olarak PGF,,'nin aksiyon potansiyelini
stimule etmesinden sonra hem depolarizasyon suresinde hem de siddetinde
plato gordlmustir. OT’nin etkilerine ters olarak PGF,,; -85 mV bir
kontraksiyonun hemen sonrasinda ortalama 23 dakika (dk) slren uzun bir
hiperpolarizasyonu indiklemektedir.  Hiperpolarizasyon, ouabain, K"
icermeyen veya dusik Na® seviyeli sollisyonlarla inhibe olmaktadir; bu
sonuglar slrecin Na'/K*-ATPaz pompasina bagmli olduguna isaret
etmektedir. Hiperpolarizasyon suresince myometriyal kontraksiyonlar
go6rulmez; ¢lnkud, PGF,, spontan aksiyon potansiyelini arttirir ve durasyonu
guclendirirken kontraksiyon sikligi yavaslama gosterir. Boyle bir etkinin
kuvvetli kasilmalar ortaya c¢lkararak dogumu hizlandirabilecegi ve
kontraksiyonlar arasindaki ayllma suresini arttirarak hipoksi ve fetal distresi

Onleyebilecedi dlsuntlmektedir (158).
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MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde 180-200 gram (g) agirhginda 2-3 aylik disi Wistar siganlar
kullaniimigtir. Deneysel calismalara baslamadan 6nce Kirikkale Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alinmistir (11. 02. 2011 tarihli
ve 11/02/11 nolu karar). Deneyler, Laboratuvarda Deney Hayvanlarinin
kullanimi ile ilgili uluslararasi kurallara uygun olarak yurutilmustur. Deney
hayvanlarina herhangi bir kisittama yapilmaksizin gesme suyu verilmis ve

standart sigan yemi ile beslenmistir.

3.2. Dokularin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan siganlara i.p. olarak GW6471, GSKO0660,
GW0742 ve DMSO enjeksiyonundan 30 dk sonra tiyopental sodyum (20-40
mg/kg i.p.) verilerek anestezi uygulanmistir (169). Ardindan karin 6n duvari
orta hattan agilarak uterus duz kaslari izole edilmistir. Uterus dokularinin ve
over dokularinin izolasyonu sonrasi her bir deney hayvani abdominal
aortadan kanatilarak 6tenazi islemi yapilmistir. Her iki over dokusu daha
sonra makroskobik incelemelerin yapilmasi amaciyla derin dondurucuya
kaldiriimistir. Ostrus siklusunun fazi makroskobik olarak aktif folikil varligi ve

korpus luteum varligina gore luteal ve folikller faz olarak belirlenmistir.

izolasyonun hemen ardindan uterus preparatlari Dale soliisyonu
iceren petri kutularina alinmis ve gevre dokular dikkatlice temizlenmigtir. Her
sicandan dort adet, yaklasik olarak 3mm x 1mm x 10mm boyutlarinda uterus
duz kas preparatt hazirlanmigtir. Dokular, paslanmaz c¢elik tellerden
hazirlanan kancalar aracihgi ile 10 ml'lik, 37 °C Dale sollisyonu igeren ve %5
CO2, %95 O, ile havalandirilan organ banyolarina 1 g 6n gerim verilerek

asiimigtir.



Tablo 5. Deney hayvanlarindan elde edilen over dokularinin
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makroskobik olarak

incelenerek ostrus siklusunun fazlarinin gruplara goére dagiliminin degerlendiriimesi

OSTRUS SIKLUSUNUN FAZLARININ GRUPLARA GORE DAGILIMI

DENEY GRUPLARI OSTRUS SIKLUSUNUN TOPLAM
FAZLARI
FOLIKULER LUTEAL
FAZ FAZ

Kontrol grubu n sayisi 0 5 5

% 0.0 16.1 16.1
GSKO0660 n sayisi 1 4 5
grubu % 3.2 12.9 16.1
GW 0742 n sayisi 1 4 5
grubu % 3.2 12.9 16.1
GwW6471 n sayisi 2 6 8
grubu % 6.5 19.4 25.8
DMSO grubu n sayisl 3 5 8

% 9.7 16.1 25.8
TOPLAM n sayisi 7 24 31

% 22.6 77.4 100

Deneylerde kullanilan Dale solusyonunun icerigi soyledir (mM): NaCl
154, KCI 5.63, NaHCO35.95, CaCl, 1.63, MgCl, 0.024 ve dekstroz 2.77.

Uterus duz kasinin ritmik osilasyonlari ve kontraktil yanitlari gerim

iletici (LSI; LETICA Scientific Instruments) araciligiyla izometrik olarak

kaydedilmistir.

3.3. Deney Protokolii

Uterus preparatlari organ banyosuna asildiktan sonra 1 g 6n gerim

verilmis ve 45 dk'lik dengelenme periyodunun ardindan deney protokoline
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gecilmigtir. Dengelenme periyodu sirasinda preparatlar 15 dk aralarla

yikanarak banyolardaki Dale solusyonu degistiriimigtir.

1. Kontrol grubu (n=13): Herhangi bir ila¢g uygulamasi yapilmaksizin,
uterus dokularinin izole edilmesinin ardindan organ banyolarinda Oksitosin
(10°-10° M), Prostaglandin Faq (10°-10° M), Anandamid (10°-10° M) ve
Tokrisolve (TS) (10°-10™ M) tekli doz yanitlari alinmistir. Her dozdan sonra
10 dk bekleme ardindan 3 yikama yapilmistir. ilk iki yikamadan sonra 5 dk,
son yikamadan sonra 15 dk bekleme yapilmistir. Tekli doz yanitlar alindiktan

sonra tum kanallara 30 mM KCI verilmistir.

2. GW6471 grubu (n=8): PPAR-a antagonisti olan GW6471’in deney
hayvanina 1mg/kg olacak sekilde i.p. olarak uygulanmasindan 30 dk sonra
uterus dokulari izole edilmis ve ardindan organ banyolarinda Oksitosin (10™°-
10° M), Prostaglandin Faq (107°-10° M), Anandamid (10%°-10° M) ve
Tokrisolve (10°-10"° M) tekli doz yanitlari alinmistir. Her dozdan sonra 10 dk
bekleme, ardindan 3 yikama yapilmistir. ilk iki yilkamadan sonra 5 dk, son
ylkamadan sonra 15 dk bekleme yapilimigtir. Tekli doz yanitlari alindiktan

sonra tum kanallara 30 mM KCI verilmistir.

3. GSK0660 grubu (n=5): PPAR-R/d antagonisti olan GSK0660’in
deney hayvanina 0.3 mg/kg olacak sekilde i.p. olarak uygulanmasindan 30
dk sonra uterus dokulari izole edilmis ve ardindan organ banyolarinda
Oksitosin (10°-10° M), Prostaglandin Faq (10%°-10° M), Anandamid (107*°-
10 M) ve Tokrisolve (107°-10™ M) tekli doz yanitlari alinmistir. Her dozdan
sonra 10 dk bekleme, ardindan 3 yikama yapilimistir. ilk iki yilkamadan sonra
5 dk, son yilkamadan sonra 15 dk bekleme yapiimigtir. Tekli doz yanitlar

alindiktan sonra tim kanallara 30 mM KCI verilmistir.



28

3
A

-

— 1 A o e ~ Sol Uterus
Sag Uterus ‘ 3 i 13 ’ % X Dokusu

Dokusu

Sekil 8. izole organ banyosu sistemi



29

4. GW0742 grubu (n=5): PPAR-/d agonisti olan GW0742’nin deney
hayvanina 0.3 mg/kg olacak sekilde i.p. olarak uygulanmasindan 30 dk.
sonra uterus dokulari izole edilmis ve ardindan organ banyolarinda Oksitosin
(10°-10° M), Prostaglandin Faq (107°-10° M), Anandamid (10°-10° M) ve
Tokrisolve (10*°-10° M) tekli doz yanitlari alinmistir. Her dozdan sonra 10 dk
bekleme, ardindan 3 yikama yapilmistir. ilk iki yikamadan sonra 5 dk, son
yikamadan sonra 15 dk bekleme yapilmigtir. Tekli doz yanitlari alindiktan

sonra tim kanallara 30 mM KCI verilmistir.

5. DMSO grubu (n=8): GW6471, GSK0660, GW0742’nin ¢ozucusu
olarak kullanilan DMSO’nun deney hayvanina 0.1 cc olacak sekilde i.p.
olarak uygulanmasindan 30 dk sonra uterus dokulari izole edilmis ve
ardindan organ banyolarinda Oksitosin (10°-10° M), Prostaglandin Faq (10°
19.10° M), Anandamid (10%°-10° M) ve Tokrisolve (10"°-10®° M) tekli doz
yanitlari alinmigtir. Her dozdan sonra 10 dk bekleme, ardindan 3 yikama
yapiimistir. ilk iki yilkamadan sonra 5 dk, son yikamadan sonra 15 dk
bekleme yapilmistir. Tekli doz yanitlari alindiktan sonra tim kanallara 30 mM

KCI verilmistir.

3.4. istatistiksel Analizler

Deneyler sirasinda uterus spontan kontraksiyonlarinin frekanslari
(kontraksiyon sayisi), minimum ve maksimum gerimleri, amplitidleri ve

spontan kontraksiyonlarin egri altinda kalan alanlari (EAA) degerlendirilmigtir.

Minimum gerim degerleri agonist uygulamalarindan dnceki ve sonraki
10 dk'hk periyotta olugsan spontan kontraksiyonlarin minimum gerimlerinin

aritmetik ortalamasi alinarak elde edilmistir (Sekil 10).

Maksimum gerim yaniti olarak ise agonist uygulamasi déncesi ve
sonrasindaki 10 dk'lik periyotta elde edilen en yuksek maksimum yanit
kullanilmigtir (Sekil 9, 10).
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Frekanslar agonist uygulamasi oncesi ve sonrasindaki 10 dk'lik
periyotta olugsan spontan kontraksiyonlarin tepe noktalari sayilarak
bulunmustur (Sekil 9).

Amplittdleri belirlerken kasici agonistler igin spontan kontraksiyonlarin
minimum gerim degerleri ile 10 dk'lik periyottaki maksimum gerim yaniti
arasindaki fark elde edilmigtir (Sekil 10).

EAA hesaplanirken agonist uygulamasi Oncesi ve sonrasindaki 10
dk'lik periyotta olugan spontan kontraksiyonlarin integralleri alinmistir. Bu
amacla Powerlab hardware unit (ADInstruments) ve Chart v5 for Windows
(ADInstruments) kullaniimigtir.

Veriler n sayida preparatin aritmetik ortalamasi + ortalamanin standart
hatasi (SH) olarak ifade edilmistir. Kontrol, GW6471, GSK0660 ve GW0742
gruplarinda Oksitosin (10%°-10° M), Prostaglandin Fy, (107°-10° M),
Anandamid (10°-10° M), ve Tokrisolve (10%°-10° M) tekli doz kasilma
yanitlari parametrik olmayan (Kruskal Wallis) varyans analizi ve post-hoc
Dunn testi ile degerlendirilmigtir. P<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Gruplar arasinda 0Ostrus siklusunun fazlari agisindan istatistiksel
olarak anlamh fark olup olmadigini tesbit etmek amaci ile Ki-kare ve Fisher

testleri yapiimistir. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Tez calismasi sirasinda Chart Software (Chart v5 for Windows,
ADInstruments), "InStat"© (GraphPad, U.S.A.), "Prism 3.0"© (GraphPad,
U.S.A.), Excell’2007 (Microsoft U.S.A.) ve Microsoft Word'2007 (Microsoft
U.S.A.) programlari kullaniimistir.
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Sekil 9. izole sican uterus preparatlarinda uygulanan prostaglandin Foq (PGFy), Oksitosin
(OT), anandamid (AEA) ve tokrisolve (TS) uygulamasi sonrasi frekans, maksimum gerim

degerlerinin hesaplanmasi.

Maksimum gerim

Amplitud

Ortalama minimum
gerim

Minimum gerimler

Doz dncesi 10 dk Doz sonrasi 10 dk

Sekil 10. izole sigan uterus preparatlarinda uygulanan prostaglandin Fy, (PGFy,), oksitosin
(OT), anandamid (AEA) ve tokrisolve (TS) sonrasi maksimum, minimum ve amplitud

degerlerinin hesaplanmasi.
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3.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Anandamid (Tocris)
Tokrisolve (Tocris)
Oksitosin (Sigma)
GW6471 >=98%(HPLC) (Sigma)
GSK0660 >=98%(HPLC) (Sigma)
GW0742 >=98%(HPLC) (Sigma)
Prostaglandin Foq tris salt (Sigma)
DMSO (Riedel-deHaen)
Sodyum klorur (NaCl) (Merck)
Potasyum klorur (KCI) (Merck)
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (HIMEDIA)
Kalsiyum klorur (CaCl2) (Merck)
Magnezyum klorur (MgCl,) (Merck)
Dekstroz (Merck)

AEA 102 M stok olacak sekilde distile suda sulandirilarak suda
¢ozUnir formu kullanilmistir. TS 10% M ana stok olarak, OT ve PGF,q ise
10° M ana stok olarak distile suda sulandirilarak hazirlanmistir. Deneyler
sirasinda hergun bir adet stok sollusyonu ¢ikarilarak, distile su ile kullanilacak
konsantrasyonlar hazirlanmistir. GW6471, GSK0660, GW0742 ise DMSO’da
cOzulerek deney hayvanlarina i.p. olarak verilmistir (DMSO’da ¢6zunurlik

sirasiyla 10 mg/ml, 10 mg/ml, >5 mg/ml).



Veri elde etme sistemi

(Data acquisition system)

Gerim iletici

Organ banyosu
Termostat

Sirkulasyonlu Su Pompasi
pH metre

Tarti

Hassas Tarti

Manyetik Karigtirici
Karistirici

Derin Dondurucu

Distile Su Cihazi
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3.6. Kullanilan Deney Arag ve Geregleri

PowerLab/4SP ADInstruments
MC118 Quad Bridge

Chart v5 for Windows, DInstruments
LSi, LETICA Scientific Instruments
Made in Spain by PANLAB, S.L.
(Cornelia) (202P/ 0-25 Qg)
PANLAB, S.L. (Cornelia)

LE 13206 Thermostat LSI LETICA
Grant Instruments (Cambridge) Lt
Jenway, Model 3310

BJ 610C Precisa

SHIMADZU AY 220

LABINCO L32

VELP SCIENTIFICA 2X3

NUAIRE -86 °C Ultralow Freezer
MILLIPORE Elix-5
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BULGULAR

4.1. Uterus Diiz Kasinda Agonist Uygulamalari Oncesinde Spontan

Kontraksiyonlarin Degerlendirilmesi

Sican uterus duz kas dokusunda GSK0660, GW0742, GW6471 ve
DMSO’nun deney hayvanina i.p. enjeksiyonundan 30 dk sonra elde edilen
dokularda, agonist konsantrasyon yanit egrileri alinmadan 6nce spontan
kontraksiyonlarinin frekansi (kasilma sayisi), maksimum gerimleri (Q),

amplittdleri (g) ve egdri altinda kalan alanlari (g.s.) degerlendirilmistir.

Kontrol, GSK0660, GW0742, GW 6471 ve DMSO gruplarinda frekans
degerleri incelendiginde deney gruplari arasinda anlamh farkhlik oldugu
g6zlenmistir (P=0.0095). GSK0660 ve DMSO gruplarinin frekanslari kontrole
gbre dusuk olmakla beraber istatistiksel olarak anlaml olmadigi (P>0.05),
GSK0660 ve DMSO frekanslarinin GW6471 grubuna gore anlamh olarak
dusuk oldugu gorulmustar (sirasiyla P< 0.05, P< 0.05) (Sekil 11).

Deney gruplarinda maksimum gerimler degerlendirildiginde gruplar
arasinda anlamh farkhlik oldugu gézlenmistir (P<0.0001). GSKO0660
grubundan elde edilen maksimum gerimlerin kontrol, GW0742, GW6471 ve
DMSO gruplarindan anlamli olarak yuksek oldugu (sirasiyla P<0.01, P<0.01,
P<0.001, P<0.001), diger gruplardan elde edilen maksimum gerimlerin ise
kontrole gore diusuk olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi
gortlmustir (P>0.05) (Sekil 12).

izole uterus diz kas dokusunun amplitiid degerleri incelendiginde
deney gruplar arasinda anlamli farkhlik oldugu gozlenmistir (P<0.0001).
GSKO0660 grubunun amplitid degerlerinin kontrol, GW0742, GW6471 ve
DMSO gruplarindan anlamh olarak yuksek oldugu goézlenmistir (sirasiyla
P<0.05, P<0.01, P<0.001, P<0.01) (Sekil 13).

Deney gruplarinda egri altinda kalan alan (EAA) incelendiginde
gruplar arasinda anlamli farklilik oldugu gézlenmistir (P<0.0001). GSK0660
ve GWO0742 gruplarindan elde edilen yanitlarda EAA’In kontrol grubuna gore

artmis oldugu goérulmekle beraber sadece GW0742 grubunun istatistiksel
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olarak anlamli farklihk gosterdigi tesbit edilmigtir (P<0.05). GW6471
grubunun EAA’l ise diger tum gruplardan istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde dusik oldugu goérilmustar (sirasiyla P<0.001, P<0.001, P<0.001,
P<0.001) (Sekil 14).

Tablo 6. izole sigan uterus preparatlarinda 45 dk’lik dengelenme siiresinin ardindan kontrol,
GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney gruplarinda agonist uygulamalari éncesinde

dokularin baglangi¢ gerimleri

Deney gruplari Ortalama Baslangi¢ Gerimi £ SH
Kontrol 0.62 + 0.05
GSK0660 0.94 £0.04
GW0742 0.81 £+ 0.06
Gwe471 0.36 £ 0.07
DMSO 0.73+£0.14
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frekans(n/10 dk)
(93]

kontrol GSK0660 GWO0742 GW6471 DMSO

Sekil 11. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, agonist uygulamasi 6ncesi 10 dk’lik periyottaki spontan kontraksiyonlarin
frekanslari (n/10 dk). Degerler ortalama + SH olarak belirtilmigtir. Kontrol (n=34), GSK0660
(n=20), GW0742 (n=20), GW6471 (n=32), DMSO (n=31). *P<0.05
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Sekil 12. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, agonist uygulamalari 6ncesi 10 dk’lik periyottaki spontan kontraksiyonlarin
maksimum gerimleri (g kasilma). Degerler ortalama + SH olarak verilmistir. Kontrol (n=33),
GSKO0660 (n=20), GW0742 (n=20), GW6471 (n=32), DMSO (n=31). ** P <0.01, *** P <0.001.
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Sekil 13. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, agonist uygulamalari 6ncesi 10 dk’'lik periyottaki spontan kontraksiyonlarin
amplittdleri (g kasilma). Degerler ortalama + SH olarak verilmistir. Kontrol (n=32), GSK0660
(n=20), GW0742 (n=19), GW6471 (n=29), DMSO (n=27). * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001
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Sekil 14. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, agonist uygulanmalari 6ncesi 10 dk’lik periyottaki kasiima yanitlarinin
konsantrasyon bagimli egri altinda kalan alanlari (EAA). Yanitlar g.s. olarak verilmigtir.
Degerler ortalama + SH olarak belirtiimigtir. Kontrol (n=36), GSK0660 (n=24), GW0742
(n=20), GW6471 (n=32), DMSO (n=31). * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.
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4.2. Anandamid Yanitlari

Deney hayvanina GSK0660, GW0742, GW6471 ve DMSO’nun i.p.
enjeksiyonundan 30 dk sonra elde edilen izole rat uterus preparatlarinda 45
dk'lik dengelenme periyodunun ardindan Anandamid (10%°-10° M) ile
konsantrasyon yanit egrileri elde edilmigtir. Kontrol grubunda ise herhangi bir
ilac uygulamasi yapilmadan Anandamid (10°-10° M) ile konsantrasyon

bagimlh yanitlar elde edilmigtir.

Her tekli doz uygulamasi arasinda 5 dk arayla 3 yikama yapilmigtir.
AEA (10™°-10®° M) uygulamasi ile 10 dk’lik periyodlarda izole uterus diiz kas
preparatlarinin  spontan kontraksiyonlarinin frekansi (kasilma sayisi),
minimum gerimleri (g), maksimum gerimleri (g), amplitidleri (g) ve EAA’ lari

(g.s.) degerlendirilmistir.

4.2.1. Frekanslar

Kontrol, GSK0660, GW0742, GW 6471 ve DMSO gruplarinda AEA
(10%°-10° M) ile konsantrasyonda uterus diiz kas kontraksiyonlarinin
frekanslari incelendiginde kontrole gore yuksek oldugu gorulmastar.
istatistiksel olarak anlamhlik AEA 10° ve 107 M konsantrasyonunda kontrol
ve GWO0742 arasinda (P<0.05), AEA 10 M konsantrasyonunda ise kontrol
ve GW6471 arasinda saptanmistir (P<0.05) (Sekil 15).

4.2.2. Minimum Gerimler

Deney gruplarinda organ banyolarina AEA (10™°-10®° M) eklenmesinin
ardindan minimum gerimler incelendiginde, AEA’in 10%°-107 M
konsantrasyonlari arasinda GSK0660 grubunda artmis oldugu ve AEA’in 107
ve 10 M konsantrasyonlari arasinda konsantrasyon bagimli olarak azaldigi
gorilmiistiir. AEA 10®° M konsantrasyonda GSK0660 ile GW6471 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tesbit edilmistir (P<0.05) (Sekil 16).
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Sekil 15. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Anandamid (10°-10° M) varliginda 10 dk'lik periyottaki spontan
kontraksiyonlarin frekanslari (n/10 dk). Degerler ortalama + SH olarak verilmistir. Kontrol
(n=8), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4), GW6471 (n=8), DMSO (n=7). * P <0.05, ** P <0.01.
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Sekil 16. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Anandamid (10°-10° M) varliginda 10 dk'lik periyottaki spontan
kontraksiyonlarin minimum gerimleri. Yanitlar g kasilma olarak verilmistir. Degerler ortalama
+ SH olarak belirtilmigtir. Kontrol (n=6), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4), GW6471 (n=8),
DMSO (n=7). * P <0.05.
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4.2.3. Maksimum Gerimler

AEA (10°-10 M) konsantrasyonunun deney gruplarinda uterus diiz
kas kontraksiyonlarinin maksimum gerimleri Uzerine etkisi incelendiginde,
GSKO0660 grubunda tium konsantrasyonlarda yanitlarin artmis oldugu ancak
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik olmadigr goéralmugtur
(P>0.05) (Sekil 17).

4.2.4. Amplitiid Degisikligi

AEA (10°-10° M) konsantrasyonunun deney gruplarinda uterus diiz
kas kontraksiyonlarinin amplitudlari Uzerine etkisi incelendiginde, AEA’in
10°-10”" M konsantrasyonlari arasinda GSK0660 grubunda yanitlarda artis
go6rulmekle birlikte, gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamh fark
saptanmamigtir (P>0.05) (Sekil 18).

4.2.5. Eg@ri Altinda Kalan Alan

Deney gruplarinda organ banyolarina AEA (10°-10° M) eklenmesinin
ardindan uterus diiz kas kontraksiyonlarinin EAA’l incelendiginde AEA (107°-
10 M) konsantrasyonda GSK0660 ve GWO0742 gruplarinda kontrole gére
artmis olmakla beraber, AEA 10™° M konsantrasyonda GW6471 ile GW0742
ve GSK0660 arasinda (sirasiyla P<0.05, P<0.05), AEA (10°-10% M)
konsantrasyonda GW6471 ve GW0742 gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmistir (sirasiyla P<0.05, P<0.05) (Sekil 19).
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Sekil 17. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Anandamid (10'%-10° M) varliginda 10 dklik periyottaki spontan
kontraksiyonlarin maksimum gerimleri (g kasilma). Degerler ortalama + SH olarak verilmistir.
Kontrol (n=6), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4), GW6471 (n=8), DMSO (n=7).
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Sekil 18. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney

gruplarinda, Anandamid (10™%-10° M)

varliginda

10 dk'lik periyottaki spontan

kontraksiyonlarin amplitiidleri (g kasilma). Degerler ortalama + SH olarak verilmistir. Kontrol

(n=6), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4), GW6471 (n=8), DMSO (n=7).
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Sekil 19. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471 DMSO deney
gruplarinda, Anandamid (10%°-10° M) varliginda 10 dk’'lik periyottaki kasilma yanitlarinin
konsantrasyon bagimli egri altinda kalan alanlari (EAA). Yanitlar g.s. olarak verilmigtir.
Degerler ortalama + SH olarak belirtiimistir. Kontrol (n=8), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4),
GW6471 (n=8), DMSO (n=7). * P <0.05, * P <0.01.
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4.3. Oksitosin Yanitlari

GSK0660, GW0742, GW6471 ve DMSO’nun deney hayvanina i.p.
enjeksiyonundan 30 dk sonra elde edilen izole sigan uterus preparatlarinda
45 dk'lik dengelenme periyodunun ardindan Oksitosin (107%-10° M) ile
konsantrasyon yanit egrileri elde edilmistir. Kontrol grubunda ise herhangi bir
ilag uygulamasi yapilmadan OT (10%°-10®° M) ile konsantrasyon bagimli
yanitlar elde edilmistir.

Her tekli doz uygulamasi arasinda 5 dk arayla 3 yikama yapilimigtir.
OT (10'°-10° M) uygulamasi ile 10 dk’lik periyodlarda izole uterus diiz kas
preparatlarinin  spontan kontraksiyonlarinin frekansi (kasilma sayisi),
minimum gerimleri (g), maksimum gerimleri (g), amplitidleri (g) ve EAA’lari
(g.s.) degerlendirilmisgtir.

4.3.1. Frekanslar

Kontrol, GSK0660, GW0742, GW6471 ve DMSO gruplarinda OT
(10%°-10° M) konsantrasyonunun uterus diiz kas dokusunun spontan
kontraksiyonlarinin frekanslari tzerine etkisi incelendiginde gruplar arasinda
anlamli  bir farklilik (P>0.05) gérilmemekle birlikte OT 10° M
konsantrasyonunda kontrol ve GW6471 arasinda P degerinin anlamli oldugu
tesbit edilmistir (P<0.05) (Sekil 20).

4.3.2. Minimum Gerimler

Deney gruplarinda OT (10°-10®° M) konsantrasyonunun uterus diiz
kas dokusunun minimum gerimleri Gizerine etkisi incelendiginde OT (107°-
107 M) konsantrasyonlarinda GW6471 yanitlarinin anlamh olarak disiik
oldugu gorulmustir (sirasiyla P<0.01, P<0.001, P<0.01, P<0.05). GW6471
grubu yanitlari, OT 10"%da kontrol, GSK0660 ve DMSO’dan (siraslyla
P<0.05, P<0.001, P<0.05), 10° M'da GSK0660’dan (P<0.001), 10® M'da
GSK0660’ dan (P<0.01), anlaml olarak farklilik gdstermistir. OT (10°-10° M)
konsantrasyonda elde edilen uterus yanitlarinda DMSO grubundan elde
edilen yanitlarin anlamli olarak dusuk oldugu gorulmustar (P<0.05, P<0.01).
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DMSO, 10° M'da GSK0660’'dan ve kontrolden (P<0.05), 10®° Mda ise
GSKO0660’dan (P<0.01), anlamli olarak farklilik gostermistir (Sekil 21).
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Sekil 20. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda Oksitosin (10™°-10™ M) varliginda 10 dk’lik periyottaki spontan kontraksiyonlarin
frekanslari (n/10 dk). Degerler ortalama + SH olarak verilmistir. Kontrol (n=12), GSK0660
(n=8), GW0742 (n=6), GW6471 (n=8), DMSO (n=8). * P <0.05.
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Sekil 21. izole sican uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda Oksitosin (10'“’—10’5 M) varliginda 10 dk’lik periyottaki spontan kontraksiyonlarin
minimum gerimleri (g kasilma). Deg@erler ortalama + SH olarak verilmistir. Kontrol (n=12),
GSK0660 (n=8), GWO0742 (n=6), GW6471 (n=8), DMSO (n=6). * P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001.
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4.3.3. Maksimum Gerimler

OT (10'°-10° M) ile maksimum kasilma yanitlari incelendiginde,
GSK0660 grubundan elde edilen OT maksimum yanitlarinin, diger
gruplardan yuksek olmakla birlikte, doz bagimli olarak maksimum gerimleri
azaltig bulunmustur. OT 10"° M’'da GSKO0660 ile GW6471 arasinda
(P<0.05), 10° M’da GSK0660 ve GW6471, DMSO arasinda (P<0.05), 10 ve
107 M'da ise GSK0660 ve GW6471 arasinda (P<0.05) istatistiksel olarak
anlamli farkhlik tesbit edilmistir (Sekil 22).

4.3.4. Amplitiid Degisikligi

OT (10'°-10° M) konsantrasyonunun uterus diiz kas dokusunun
amplitidleri Gzerine etkisi incelendiginde kontrol ve GSK0660 gruplarinda
konsantrasyon bagimli bir azalma goérilmustir. Istatistiksel olarak anlamlilik
ise OT 10"° 10° 10® M konsantrasyonlarda bulunmustur (sirasiyla
P=0.0174, P=0.0258, P=0.0463). OT 10 M konsantrasyonda GSK0660,
kontrol ve GW6471°den anlamh olarak farkli iken (P<0.05), OT 10° M'da
GSKO0660 ile DMSO grubu arasinda anlamh farkhlik gértlmustir (P<0.05)
(Sekil 23).

4.3.5. Egri Altinda Kalan Alan

Sican uterus diiz kas dokusunda organ banyosuna OT (10°-10° M)
eklenmesinin ardindan konsantrasyon yanit egrileri incelendiginde OT (107,
108, 10 M) konsantrasyonlarinda EAA hesaplandiginda GW6471 grubunda
anlamli olarak dusuk oldugu goérulmuastur (sirasiyla P=0.0131, P=0.0075,
P=0.0136). 10° M OT konsantrasyonunda GSK0660 ve GW6471 arasinda
anlamh farklilk (P<0.05) varken, OT 10® M konsantrasyonlarinda EAA
hesaplandiginda GW6471’'in hem GSK0660 hem de GWO0742’den anlamli
olarak diisik oldugu (sirasiyla P<0.01, P<0.05), OT 107 M
konsantrasyonlarinda GW6471’in hem GSK0660 hem de GWO0742'den
istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu (sirasiyla P<0.05, P<0.05)
saptanmistir (Sekil 24).
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Sekil 22. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda Oksitosin (10'10-10'5 M) varhginda 10 dk’lik periyottaki spontan kontraksiyonlarin
maksimum gerimleri. Yanitlar g kasilma olarak verilmistir. Degerler ortalama + SH olarak
belirtiimistir. Kontrol (n=12), GSK0660 (n=8), GW0742 (n=6), GW6471 (n=8), DMSO (n=8).
* P <0.05, ** P <0.01.
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Sekil 23. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda Oksitosin (10'10-10'5 M) varliginda 10 dk’lik periyottaki spontan kontraksiyonlarin
amplitidleri. Yanitlar g kasilma olarak verilmistir. Degerler ortalama + SH olarak belirtilmistir.
Kontrol (n=12), GSK0660 (n=8), GW0742 (n=6), GW6471 (n=8), DMSO (n=8). * P <0.05.
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Sekil 24. izole sican uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda Oksitosin (10'10—10'5 M) varhginda 10 dk'lik periyottaki kasilma yanitlarinin
konsantrasyon bagdimh egri altinda kalan alanlari (EAA). Yanitlar g.s. olarak verilmigtir.
Degerler ortalama + SH olarak belirtiimistir. Kontrol (n=12), GSK0660 (n=8), GW0742 (n=6),
GW6471 (n=8), DMSO (n=8). * P <0.05, ** P <0.01.
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4.4. Prostaglandin Fyq Yanitlari

GSK0660, GW0742, GW6471 ve DMSO’nun deney hayvanina i.p.
enjeksiyondan 30 dk sonra elde edilen izole sigan uterus diz kas
preparatlarinda 45 dk’lik dengelenme periyodunun ardindan PGF,q (107-
10 M) ile konsantrasyon yanit egrileri elde edilmistir. Kontrol grubunda ise
herhangi bir ilag uygulamasi yapiimadan PGF,, (10%°-10° M) ile

konsantrasyon bagimli yanitlari elde edilmistir.

Her tekli doz uygulamasi arasinda 5 dk arayla 3 yikama yapilimistir.
PGFq (107°-10° M) uygulamasi ile 10 dk'lik periyodlarda izole uterus diiz
kas preparatlarinin spontan kontraksiyonlarinin frekansi (kasiima sayisi),
minimum gerimleri (g), maksimum gerimleri (g), amplitidleri (g) ve EAA’lari

(g.s.) degerlendirilmistir.

4.4.1. Frekanslar

Deney gruplarinda PGFy, (10%°-10° M) konsantrasyonunun uterus
diiz kas dokusunun frekanslari izerine etkisi incelendiginde PGFy, (10°8-
10° M) konsantrasyonda gruplarin frekans degerleri kontrole gére disiik
olmakla beraber istatistiksel olarak anlamhlik sadece PGFy 107 M
konsantrasyonda kontrol ve DMSO arasinda saptanmigtir (P<0.05) (Sekil
25).

4.4.2. Minimum Gerimler

GSK0660, GW0742, GW6471 ve DMSO gruplarinda PGFy, (107°-
10° M) konsantrasyon yanitlari incelendiginde GSK0660 ile elde edilen
minimum gerimler konsantrasyon bagimli olarak artmistir. PGF2 10™° M
konsantrasyonda GW6471 grubunun yanitlarinin, GSK0660 ve GW0742’ den
anlaml olarak disiik oldugu (sirasiyla P<0.05, P<0.05), PGFy 10° M
konsantrasyonda GSKO0660’1n kontrol (P<0.05) ve GW6471'den (P<0.01),
PGF,, 108 M ve 10° M konsantrasyonda ise GSK0660’In GW6471’'den
anlamli olarak yuksek oldugu gértulmuastur (P<0.01) (Sekil 26).
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Sekil 25. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Prostaglandin  F,, (107%-10° M) ile 10 dklik periyottaki spontan
kontraksiyonlarin frekanslari (n/10 dk). Degerler ortalama £ SH olarak verilmigtir. Kontrol
(n=10), GSK0660 (n=8), GW0742 (n=6), GW6471 (n=8), DMSO (n=8). * P <0.05.
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Sekil 26. izole sican uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney

gruplarinda, Prostaglandin  F, (10°-10° M) ile

10 dk’lik periyottaki

spontan

kontraksiyonlarin minimum gerimleri. Yanitlar g kasilma olarak verilmistir. Degerler ortalama
+ SH olarak belirtilmistir. Kontrol (n=10), GSK0660 (n=8), GW0742 (n=6), GW6471 (n=8),

DMSO (n=6). * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.
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4.4.3. Maksimum Gerimler

Deney gruplarinda PGFy, (10°-10° M) ile konsantrasyon bagimli
yanitlar incelendiginde, GSK0660 grubunda uterus diz kas dokusunun
maksimum gerimlerinin konsantrasyon bagimli olarak azaldigi gértlmustar.
PGF2 10° M konsantrasyonda maximum gerimler arasinda anlamli bir
farkhlik gorulmezken diger tum konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlaml
fark tesbit edilmistir. PGFoq 101°Mm konsantrasyonda GSKO0660 ile kontrol ve
GW6471 arasinda (siraslyla P<0.05, P<0.001), PGFy 10° M
konsantrasyonda GSKO0660 ile kontrol, GW6471 ve DMSO arasinda
(sirasiyla P<0.01, P<0.01, P<0.05), 10® M konsantrasyonda GSK0660 ile
GW6471 ve DMSO arasinda (sirasiyla P<0.01, P<0.05), 107 M
konsantrasyonda GSK0660 ile GW6471 ve DMSO arasinda (sirasiyla
P<0.05, P<0.01), 10° M konsantrasyonda GSK0660 ile GW6471 ve DMSO
arasinda (P<0.05) istatistiksel anlamli farklilik saptanmistir (Sekil 27).

4.4.4. Amplitiid Degisikligi

izole sican diz kas dokusunda PGFy (10%°-10° M)
konsantrasyonunun amplitid degerleri Uzerine etkisi incelendiginde
GSKO0660 grubunda konsantrasyon bagimli olarak azaldigi gériilmis, 10° M
konsantrasyonda GSKO0660 ile GW6471 arasinda (P<0.001), 10° M
konsantrasyonda GSKO0660 ile kontrol ve GW6471 grubu arasinda (sirasiyla
P<0.05, P<0.01), PGFy, 10® M konsantrasyonda ise GSK0660 ile GW6471
ve DMSO arasinda istatistiksel olarak anlamlilik tesbit edilmigtir (sirasiyla
P<0.01, P<0.05) (Sekil 28).

4.4.5. Egri Altinda Kalan Alan

Deney gruplarinda PGF,, (107°-10° M) konsantrasyonlarinin uterus
diz kas dokusunun spontan kontraksiyonlarinin EAA Uzerine etkisi
incelendiginde GSK0660’da kontrol grubuna gore ylksek olmakla beraber
GW6471 grubunda kontrole gére diisiik oldugu saptanmistir. PGFaq 10° M
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konsantrasyonda GW6471 ile GSK0660, GW0742 ve DMSO arasinda
(sirasiyla P<0.001, P<0.01, P<0.05), GSK0660 grubu ile kontrol grubu
arasinda (P<0.05), PGF,, 10° M konsantrasyonda kontrol ile GSK0660 ve
GWO0742 (sirasiyla P<0.01, P<0.05), GW6471 grubu ile GSKO0660 ve
GWO0742 arasinda (siraslyla P<0.001, P<0.05), PGFy 10% M
konsantrasyonda GSKO0660 ile kontrol ve GW6471 arasinda (sirasiyla
P<0.05, P<0.001) ve GW6471 ile GW0742 arasinda (P<0.05), PGFy, 10" M
konsantrasyonda GW6471 ve GSK0660 arasinda (P<0.01), PGFyq 10° M
konsantrasyonda GSK0660 ve DMSO arasinda anlamliik saptanmigtir
(P<0.05) (Sekil 29).



59

9 -
—&— kontrol
%k k %k
*% —m— GSK0660
8 - * % A— GW0742
% ——GW6471
—¥%— DMSO
%
7 4
G
g6 -
o
o
€
>
E
25 4
©
S
4 4
3 4
2 T T T T T 1

10 9 8 7 6 5

Prostaglandin F,,(-) log M

Sekil 27. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Prostaglandin  F, (107°-10° M) ile 10 dklik periyottaki spontan
kontraksiyonlarin maksimum gerimleri (g kasilma). Degerler ortalama + SH olarak verilmistir.
Kontrol (n=10), GSK0660 (n=8), GW0742 (n=6), GW6471 (n=8), DMSO (n=6). * P <0.05,
** P <0.01, *** P <0.001.



60

8 -
—e— kontrol
o —m— GSK0660
* %
4 GWO0742
7 | —%— GW6471
—%—DMSO
6 _
C)
©
:‘E
= 5 -
Q.
€
©
-
B
4 .
3 4
2 T T T T T 1

10 9 8 7 6 5
Prostaglandin F,,(-) log M

Sekil 28. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Prostaglandin  F,, (107°-10° M) ile 10 dklik periyottaki spontan
kontraksiyonlarin amplitidleri (g kasilma). Degerler ortalama = SH olarak verilmistir. Kontrol
(n=12), GSK0660 (n=8), GW0742 (n=6), GW6471 (n=8), DMSO (n=6). * P <0.05, ** P <0.01.
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Sekil 29. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Prostaglandin Fyq (10'10-10'5 M) ile 10 dk’lik periyottaki kasilma yanitlarinin
konsantrasyon bagimh egri altinda kalan alanlari (EAA). Yanitlar g.s. olarak verilmistir.
Degerler ortalama + SH olarak belirtiimistir. Kontrol (n=12), GSK0660 (n=8), GW0742 (n=6),
GW6471 (n=8), DMSO (n=8). * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001, **** P <0.0001.
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4.5. Tokrisolve Yanitlar

Deney hayvanina GSK0660, GW0742, GW6471 ve DMSO’nun i.p.
enjeksiyonundan 30 dk sonra elde edilen izole sican uterus diz kas
preparatlarinda 45 dk'lik dengelenme periyodunun ardindan TS (10™%-10° M)
konsantrasyon bagimli yanitlari elde edilmistir. Kontrol grubunda ise herhangi
bir ilag uygulamasi yapilmadan TS (107°-10 M) ile konsantrasyon bagimli
yanitlar elde edilmigtir.

Her tekli doz uygulamasi arasinda 5 dk arayla 3 yikama yapilmigtir.
TS (101°-10° M) uygulamasi ile 10 dk’ lik periyodlarda izole uterus diiz kas
preparatlarinin  spontan kontraksiyonlarinin frekansi (kasilma sayisi),
minimum gerimleri (g), maksimum gerimleri (g), amplittdleri (g) ve EAA’ lari
(g.s.) degerlendirilmisgtir.

45.1. Frekanslar

Kontrol, GSK0660, GW0742, GW6471 ve DMSO gruplarinda TS 10%°-
10 M konsantrasyonda kullanildiginda uterus diiz kas dokusunun spontan
kontraksiyonlarinin frekans degerleri Uzerine etkisi incelendiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (P>0.05) (Sekil
30).

4.5.2. Minimum Gerimler

Deney gruplarinda organ banyosuna TS (10°-10° M) eklenmesinin
ardindan uterus diz kas dokusunun minimum gerimleri incelendiginde
GSK0660 ve GWO0742 gruplarinda kontrole gére artmis, GW6471 ve DMSO
gruplarinda kontrole goére azalmis oldugu ancak istatistiksel olarak anlamhlik
sadece TS 10® M konsantrasyonda GWO0742 ve GW6471 arasinda
saptanmistir (P<0.05) (Sekil 31).

4.5.3. Maksimum Gerimler

izole sican uterus diiz kas dokusunda deney gruplarinda TS 107°-
10° M konsantrasyonda kullanildiginda maksimum gerimler GSKO0660
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grubunda yuksek olmakla beraber gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goralmemigtir (P>0.05) (Sekil 32).
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Sekil 30. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Tokrisolve (107'%-10° M) varliginda 10 dk'lik periyottaki spontan
kontraksiyonlarin frekanslari. Yanitlar n/10 dk olarak verilmistir. Degerler ortalama + SH
olarak belirtiimistir. Kontrol (n=4), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4), GW6471 (n=8), DMSO
(n=8).
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Sekil 31. izole sican uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Tokrisolve (10™°-10° M) variginda 10 dklik periyottaki spontan
kontraksiyonlarin minimum gerimleri. Yanitlar g kasilma olarak verilmistir. De@erler ortalama
+ SH olarak belirtilmistir. Kontrol (n=4), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4), GW6471 (n=8),
DMSO (n=8). ** P <0.01.
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Sekil 32. izole sican uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Tokrisolve (10™°-10° M) variginda 10 dklik periyottaki spontan
kontraksiyonlarin maksimum gerimleri (g kasilma). Degerler ortalama + SH olarak verilmistir.
Kontrol (n=4), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4), GW6471 (n=8), DMSO (n=8). * P <0.05.
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4.5.4. Amplitud Degisikligi

izole sican uterus diiz kas dokusunda deney gruplarinda TS 107°-
10 M konsantrasyonda amplitiidlar istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
degismemistir (P>0.05) (Sekil 33).

4.5.5. Egri Altinda Kalan Alan

Deney gruplarinda organ banyolarina TS (10%%-10° M) eklenmesinin
ardindan uterus duz kas dokusunun EAA incelendiginde gruplar arasinda
anlamli farkhliklar oldugu tesbit edilmis, GSK0660 grubunda kontrole gore
artmig, GW6471 ve DMSO gruplarinda kontrole gore azalmig yanitlar oldugu
gorilmistiir. TS (107°, 10® M) konsantrasyonunda GW6471 ile GSK0660 ve
GWO0742 arasinda (siraslyla P<0.05, P<0.05), TS 10 M konsantrasyonunda
ise kontrol ve DMSO arasinda anlaml farklilik saptanmistir (P<0.05) (Sekil
34).
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Sekil 33. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney

gruplarinda,

Tokrisolve

(10"°-10°m)

varliginda

10

dk’lk

periyottaki  spontan

kontraksiyonlarin amplittidleri (g kasilma). Degerler ortalama + SH olarak verilmistir. Kontrol

(n=4), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4), GW6471 (n=6), DMSO (n=7).
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Sekil 34. izole sigan uterus preparatlarinda GSK0660, GW0742, GW6471, DMSO deney
gruplarinda, Tokrisolve (10'10-10'5 M) varliginda 10 dk'lik periyottaki kasilma yanitlarinin
konsantrasyon bagimh egri altinda kalan alanlari (EAA). Yanitlar g.s. olarak verilmigtir.
Degerler ortalama + SH olarak belirtilmistir. Kontrol (n=4), GSK0660 (n=2), GW0742 (n=4),
GW6471 (n=8), DMSO (n=8).* p <0.05, ** p <0.01.
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TARTISMA

Endokannabinoidler kardiyovaskuler, gastrointestinal ve Uriner sistem
gibi birgcok diz kas dokusunda farkli mekanizmalar araciligi ile kasilma ve
gevseme yaniti olusturmaktadir (8-10). CB; ve CB; kannabinoid reseptorleri
yaninda, gegici reseptor potansiyeli olan vanilloid tip 1 kanal (TRPV1)
reseptorlerini, PPAR’lari ve G proteini ile eslesmis reseptorleri aktive ederek

etki gosterdigi bildirilmigtir (6).

Endokanabinoidler CB; ve CB, reseptorleri araciligi ile gastrointestinal
sistem motilitesini azaltici etkinin yanisira CB; reseptdrlerinin aktivasyonu ile
alt 6zafagus sfinkterinde de gevseme yaniti olusturmaktadirlar (9, 165).
Ayrica endokannabinoidlerin izole fare ileum diz kasinin spontan mekanik
aktivitesinin dizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi ve CB; reseptdrleri aracil
bu etkinin BKc, kanallarini da kapsadigi belirtiimigtir (166). Kardiyovaskuler
sistemde, AEA aracili gevsetici etkiye CB; reseptorleri yani sira (10), TRPV1
reseptorler aktivasyonu ile CGRP saliveriimesi, BKc, kanallarinin
aktivasyonu, G proteinine bagimh ve bagimsiz NO aracili mekanizmalar,
NOS ve sGMP aktivasyonu, vaniloid reseptor aracili mekanizmalar ve
endotel kaynakli hiperpolarizan faktor (EDHF) saliveriimesi de aracilik
etmektedir (167-172). AEA tavsan akcigerinde pulmoner arter basincini
arttirmaktadir ve bu etkisine metabolitlerinin aracilik ettigi belirtiimistir (8).
AEA'’in siklooksijenaz metaboliti olan PGE; etanolamidin, PG reseptorleri

araciligi ile trakea dokusunda kontraksiyon olusturdugu rapor edilmistir (29).

Kannabinoid reseptor agonistlerinden AEA, 2-AG, THK, WIN55212 ve
ajulemik asit gibi, bazilarinin in vitro deneylerle PPAR agonisti oldugu
gosterilmigtir. THK ve WIN55212’nin PPAR-y’y1, rimonabant ve AM251’in ise
hem PPAR-y hem de PPAR-a’y1 aktive ettigi belirtiimistir (22-25).

Genital sistemde dodum sureci Uzerinde etkili faktorler arasinda
AEA'in yer alip almadigi pek ¢ok arastirmanin konusu olmustur. Yapilan
calismalar sonucunda AEA'in gebeligi engelledigi, implantasyon bozukluguna
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neden oldugu ve embriyo gelisimi Uzerinde olumsuz etkilerinin oldugu
bildirilmistir (42).

AEA Dblastokist ve uterusta eksprese edilmektedir (43). Fare
uterusunda 2-AG seviyeleri AEA seviyelerine gore daha yuksek olup, doku
dagilim paterni benzerlik gostermektedir. Her ikisi de implantasyon
alanlarinda duguk seviyelerde iken implantasyon alanlarinin arasinda daha
yuksek seviyelerdedirler (43). AEA'in implantasyon sureci Uzerine etkilerine
CB; reseptorleri aracilik etmektedir. AEA hucrede programlanmis hucre
olumu olan apoptozu indukleyerek, implantasyon igin Dblastokistlerde
yetersizlige neden olmaktadir (44-46). AEA blastokist fonksiyonlarini ve
implantasyonu CB; reseptorleri araciligiyla Ca*? kanal aktivitesini ve MAPK

sinyalini dizenleyerek reglle etmektedir (46).

insan myometriyumunda CB; ve CB; reseptérleri tanimlanmis olup,
AEA ve A-9-THK'Un OT ile kasilan myometriyal preparatlarda gevsetici etki
olusturdugu gosterilmistir. Bu gevsetici etkileri spesifik CB; reseptor
antagonisti, SR141716A ile antagonize edilirken; spesifik CB, reseptor
antagonisti, SR144528 ile degismedigi goOsterilmistir (39). Ancak
endokannabinoidlerin uterus duz kas Uzerindeki etkilerinde, PPAR’larin rolu

hendz aydinlatiimig degildir.

Bu calismamizda daha once yapilan arastirmalardan yola c¢ikarak
endokanabinoidlerin uterus duz kasi Uzerindeki etkilerinde PPAR’larin

araciligi ve bu etkide PPAR agonist ve antagonistlerinin rollerini arastirdik.

Uterus diz kas fonksiyonlarinda endokannabinoidlerin PPAR aracili
etkilerini belirlemek amaciyla izole sican uterus preparatlari kullanilarak
spontan kontraksiyonlar tUzerinde PPAR agonist (GW0742) ve antagonistleri
(GW6471 ve GSK0660) deney gruplarinda bir endokannabinoid olan AEA ile
uterus duz kas dokusunda kontraktil etkisi oldugu bilinen OT ve PGF, etkileri

incelenmigtir.

Sigan uterus diuz kas dokusunda GSK0660, GW0742, GW6471 ve
DMSO’nun deney hayvanina i.p. enjeksiyonundan 30 dk sonra elde edilen

dokularda, agonist konsantrasyon yanit egrileri alinmadan 6nce spontan
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kontraksiyonlarin frekansi, maksimum gerimleri, amplitidleri ve EAA’|

degerlendirilmigtir.

GSK0660, GW0742, GW6471 ve DMSO deney gruplarinda agonist
uygulamalari éncesi 10 dk’lik periyottaki uterus spontan kontraksiyonlarinin
frekanslarinin PPAR-3/0d antagonisti GSK0660 ile azalmis olmakla birlikte,
kontrol grubuna gore anlamli olarak degismedigi gozlenmistir. Bunun yaninda
GSKO0660’ nin maksimum gerimi, amplitidi ve EAA’niI arttirdigi goéralmustar.
Oysa PPAR-B/6 agonisti olan GW0742, frekans, maksimum gerim ve
amplitidleri degdistirmezken, EAA’da hafif bir artisa neden olmustur. PPAR-a
antagonisti GW6471 ise frekansi hafif arttirirken, amplitidd ve maksimum
gerimi hafif distrdligu goézlenmistir. Bu gruptan elde edilen dokularin EAA’|
ise, tim gruplardan daha dusuk olarak elde edilmistir. Dolayisi ile herhangi
bir agonist uygulamasi olmaksizin, izole sican uterus dokularindan elde
edilen spontan kontraksiyonlar Uzerine PPAR-/d antagonisti ve PPAR-a
antagonisti’'nin birbirine zit etkileri oldugu sodylenebilir. PPAR-a agonisti aktif
bir fibrat ilaci olan gemfibrozil'in daha 6nce in vitro olarak arter duz kaslari
uzerinde direkt olarak vazorelaksan etki gosterdigi ve ayni zamanda uterus,
duodenum ve mesane gibi dokularda normal olarak gorulen spontan ritmik
fazli diz kas kontraksiyonlarini inhibe ettigi gosterilmigtir (173). Bu bulgular
bizim verilerimizle tam olarak uyum gdéstermemektedir; ¢lnkl izole uterus
dokusunda PPAR-a antagonisti GW6471’in maksimum gerimi, amplitida ve
EAA’I dusurdugu goérulmustur. Antagonistlerin varliginda elde ettigimiz
verilere gore uterusta PPAR-R/d6 aracili tonUs azalirken, PPAR-a aracih

olarak tonusun arttigi sdylenebilir.

izole sigan uterus diiz kasinda AEA (10%°10° M)in spontan
kontraksiyonlarin minimum gerimleri, maksimum gerimleri, amplitud, frekans
ve EAA'lI Uzerine olan etkilerini, PPAR-3/56 agonisti olan GW0742, PPAR-3/d
antagonisti olan GSK0660 ve PPAR-a antagonisti GW6471 ve DMSO’nun
varliginda degisip degismedigi arastirildiginda: PPAR-3/d agonistinin
maksimum gerimleri, amplitidi dustrduagu, PPAR-[3/d antagonistinin ise
arttirdigi goralmustir. Ayni zamanda GSKO0660 deney grubunda EAA'In,
AEA’in disiik konsantrasyonlarinda (10%°-107 M) anlamli olarak arttii
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gorulmastur. PPAR-a antagonisti GW6471 ve DMSO’nun ise anlamli bir

etkisi gorulmemigtir.

Deney gruplarinda AEA’in ¢bziclisid olan TS’in  spontan
kontraksiyonlara olan etkisini incelemek amaciyla TS (10%%-10° M)
kullanilarak spontan kontraksiyonlarin  minimum gerimleri, maksimum
gerimleri, amplitid, frekans ve EAA’I degerlendirildi. Deney gruplari arasinda
minimum gerimler, maksimum gerimler, amplitid, frekans agisindan fark yok
iken GSK0660 grubunun EAA’1, AEA yanitlarinda elde edilen verilerle uyumlu

olarak, diger gruplara gore anlamli olarak yuksek oldugu bulunmustur.

Hipotalamustan sentezlenip, nérohipofizden saliverilen OT, OTR' leri
araciligi ile myometriyumda etkisini géstermektedir (148). Uterus diiz kasinda
ekstraselliler ya da intraselller Ca* mobilizasyonu ile hiicre i¢i Ca*
konsantrasyonunu arttirarak uterus diz kasini stimule eder, motilitesini arttirir
(155, 157, 158). OT'’in uterus duz kasi Uzerinde bu etkilerine PPAR’larin
katkisini incelerken PPAR agonist (GW0742) ve antagonistleri (GW6471 ve
GSKO0660) kullanarak spontan kontraksiyonlar degerlendirilmistir. PPAR-a
antagonisti GW6471 OT’nin (10°-107 M) konsantrasyonlarinda minimum
gerimleri ve EAA'I azaltirken frekans lizerinde arttirici etkileri OT’nin (10,
10°, 10°, 10° M) konsantrasyonlarinda tesbit edilmistir. Bunun yaninda
PPAR-R/5 antagonisti olan GSK0660, OTnin (10°-107 M)
konsantrasyonlarinda maksimum yanit ve amplitidlari arttirirken, PPAR-[3/®
agonist ve antagonistinin her ikisinin de OT’nin frekans ve EAA Uzerine olan
etkilerini  degistirmemiglerdir. Dolayisiyla bu yanitlar bize PPAR-/0
agonistinin yanitlari degistirmedigini dusundurtrken, PPAR-[3/5
antagonistinin sadece maksimum vyanitlari ve amplitudleri arttirdigini
gOstermigtir. PPAR-a antagonisti GW6471 OT’nin yuksek
konsantrasyonlarinda farkli bir mekanizmanin devreye girmesine neden
oluyor olabilir zira minimum ve maksimum yanitlar yaninda amplitid, frekans
ve EAA da OT’nin (10 ve 10 M) konsantrasyonlarinda artmis olarak elde
edilmigtir. Elde ettigimiz bu veriler OT’'nin uterus duz kasi Uzerine olan
etkisinin PPAR-a agirlikli bir etki olabilecedini ve doz bagimh oldugunu

dusundurmasgtar.
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Eikozanoidler biyolojik sistemlerde bircok degigik etkiler gosterirler.
Eikozanoidlerden PGF,, damar yataginda ture ve damar yatagina gore
degisen etkiler olusturur. insanlarda ven ve pulmoner arterlerde gl

vazokonstriktdrdur (157).

Genel olarak PGFy, brons ve trakea kasini kasar. Gebe olmayan
insanlarda PGF,, uterusu kasarken E serisi PG’ler uterusu gevsetir.
Gebelerde ise PGF,, ve duslk konsantrasyonlarda PGE, uterusu kasar.
PGIl; ve ylksek konsantrasyonda PGE; gevsemeye neden olur. PGF,, gdzde
iris sfinkter kasini kasmasina ragmen, uveaskleral ve trabekuler agdan akoz

himaoran gikisini artirarak goz ici basincini dusurur (157).

insan myometriyum striplerinde spontan kasiima olusturmak icin 10°
M PGF,, uygulanmasinin depolarizasyona neden olan buyluk miktarda

intraseliiler Ca*? artisina neden oldugu gdsterilmistir (158).

Deney gruplarinda uterus duz kasi Uzerine PPAR agonist (GW0742)
ve antagonistleri (GW6471 ve GSK0660)nin PGFy, aracili spontan
kontraksiyonlar Uzerine olan etkisini incelendiginde, PPAR-[3/& antagonisti
olan GSKO0660 minimum ve maksimum gerimleri, EAA'n1 ve amplitudu
Ozellikle PGFy4'in disuk konsantrasyonlarinda arttirmistir. PPAR-[3/6 agonisti
GWO0742 yanitlari degistirmemistir. Burada elde ettigimiz yanitlar
degerlendirildiginde PPAR-R/d antagonistinin ve PPAR-a antagonisti PGFy4’
in spontan kontraksiyonlar Uzerine olan etkisini birbirine zit yonde

degistirdikleri sdylenebilir.

PPAR-a agonisti aktif bir fibrat ilaci olan gemfibrozil in vitro olarak arter
duz kaslar Uzerinde direk olarak vazorelaksan etki gostermekte ayni
zamanda uterus, duodenum ve mesane gibi dokularda normal olarak gorulen
spontan ritmik fazli duz kas kontraksiyonlarini inhibe etmektedir (173). Daha
onceki calismalarda troglitazon, pioglitazon ve rosiglitazon gibi
tiazolidindionlar diye bilinen antidiyabetik ilaglarin da arter duz kaslarn
uzerinde direk olarak vazorelaksan etkisi oldugu gdésterilmistir (174-177).
Bizim elde ettigimiz verilere gore ise uterus duz kas dokusunda PPAR-a

antagonisti spontan kontraksiyonlari azaltici yonde etki gostermistir.
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SONUG ve ONERILER

Calismanin sonunda elde edilen veriler AEA'nin uterus diuz kas
dokusundaki yanitlarina aracilik eden PPAR’larin alt tiplerine gére farkh
etkileri olabilecegini ve bu etkilerin agonist konsantrasyonlarina bagimli

olarak degisebilecegini dusundurmasgtur.

- AEA’in etkilerine aracilik eden PPAR tiplerinin tesbit edilmesi,

- AEA’in etkilerinde rol alan PPAR’larin etki mekanizmasinin

aydinlatiimasi,
- PPAR’larin diger agonistler ile iligkilerinin aragtirilmasi,

- Uterus diz kas fonksiyonlarinin dizenlenmesinde rol alan PPAR

tiplerinin belirlenebilmesi,

amaciyla PPAR agonist ve antagonistleri ile ileri ¢alismalar yapilmasina

gerek vardir.
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