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ONSOZ

Stitcti ve damizlik inek yetistirmelerinde dol verimi yoniinden yilda bir yavru elde
edebilmek, bu isletmelerin devamliligini saglayan en 6nemli ekonomik girdilerden
biridir. Bu siire¢, hayvanlarin gebe birakilmasiyla baglamakta ve saglikli bir sekilde
yavrularin dogmasina kadar devam etmektedir. Diger taraftan karsilasilan infertilite
problemleri, bu isletmelerin ekonomik acidan siirdiiriilebilirligini etkileyen temel
etmenlerden biri olarak karsimiza cikmaktadir. Infertilite problemlerinin ortaya
¢ikmasida pek ¢ok faktdr etkili olabilmektedir. Oncelikli olarak en kisa siirede bu
problemlerin ¢o6ziilmesi ve hayvanlarin tekrar gebe birakilmalar1 gerekmektedir.
Fertilizasyonun sekillendigi organ olan ovidukt fizyolojik veya patolojik kosullara bagh
olarak gebeligin olugsmasinda ve dolayisiyla dol verimi parametrelerinin degigsmesinde
etkili olabilmektedir.

Fertilizasyon i¢in optimal ortam1 saglayan oviduktun fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde pek ¢ok faktoriin etkili oldugu bilinmektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda kalp damar sistemi iizerine etkileri belirlenen nitrik oksitin, iireme
fonksiyonlar1 iizerinde de etkilerinin oldugu ortaya konulmustur. Diger taraftan nitrik
oksitin ovidukt fonksiyonlarmin diizenlenmesindeki etkinligi hakkindaki bilgiler yeterli
seviyede olmamakla birlikte yapilacak arastrmalarla bu konunun daha da fazla
aydinlatilmas1 gerekmektedir.

Bu calismanin gerceklesmesi sirasinda oneri ve kritikleri ile katkida bulunan tez
izleme komitesi iiyeleri Do¢. Dr. H. Ahmet Celik’ e ve Dog¢. Dr. Aziz Biilbil’ e
stikranlarimi sunarim. Ayrica izole organ banyosunun g¢aligma prensibini 6greten ve
tezimin istatistiksel degerlendirmelerini yapan Fizyoloji Anabilim Dali1 6gretim iiyesi
Dog. Dr. Aziz Biilbiil’ e tekrar tesekkiir etmeyi bor¢ bilirim. Immiinohistokimyasal
boyama yontemi ile ilgili tecriibelerini aktaran Patoloji Anabilim Dali 6gretim {iyesi
Dog¢. Dr. Alper Sevimli’ ye tesekkiirlerimi sunarim. Polonya’ da bulunan Warmia
Mazury Universitesi Veteriner Fakiiltesinde yiiriittiigiim ¢alismalarim sirasinda
gostermis oldugu ilgiden dolay1 Rektor Yardimcisit Prof. Dr. Andrzej Koncicki’ ye ve
degerli ailesine, tez ¢aligmam i¢in kiymetli bilim insanlariyla bir araya gelmemi
saglayan Veteriner Fakiiltesi Dekani Prof. Dr. Slawomir Zdunczyk ve Dogum ve
Jinekoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Tomasz Edward Janowski’ ye igtenlikle

tesekkiir ederim. Izole organ banyosu kullanimindaki tecriibelerini paylasan ve gerekli
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kimyasallar1 temin ederek deneysel calisma olanagi saglayan Dekan yardimcisi ve
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Bagskani Dog. Dr. Jerzy Jaroszewski’ ye,
calisma materyalimi toplamama yardim eden Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dal1
ogretim liyesi Dr. Wlodzimierz Markiewicz’ e ve laboratuar ¢aligmalarimda gostermis
olduklar1 yardimlardan dolayr Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalmmn tiim
ogretim elemanlarma saygilarimi ve tesekkiirlerimi sunarim. Immiinohistokimyasal
boyama, Western blot ve RT-PCR analizleri i¢in laboratuar olanaklarmni saglayan
Anatomi Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Mirostaw Lakomy’ e, bu analizler i¢in gerekli
finansal  destegi saglayan ve immiinohistokimyasal boyama sonuglarini
degerlendirdigimiz Fizyoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Jarostaw Caltka’ ya ve
misafirperverligi i¢in kiymetli ailesine, konfokal mikroskop kullaniminda teknik
bilgileri paylasan doktorant Michat Zalecki’ ye, RT-PCR ve Western blot analizlerini
degerlendirdigimiz Anatomi Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dr. Rafat Bukowski’ ye ve
Do¢. Dr. Krzysztof Wasowicz’ e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica tiim
calismalarim boyunca gostermis oldugu sonsuz sabirdan dolayr degerli esim Ebru

Yilmaz’ a tesekkiir ederim.
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OZET

ineklerde Spontan Ovidukt Kasihimlar1 Uzerine Nitrik Oksitin Etkisinin In Vitro

Olarak Belirlenmesi

Bu c¢alismada, Ostriis siklusunun farkli evrelerindeki ineklerde, ovidukt’un spontan
kasilimlari iizerine nitrik oksit (NO)’ in etkisinin in vitro olarak belirlenmesi ve nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimlerinin ekspresyon modellerinin ortaya konulmasi
amaglandu.

Ozel mezbahalardan elde edilen 64 Holstein inegin 88 oviduktu
degerlendirildi. Hayvanlar sekstiel sikluslarma gore met0striis, erken didstriis, geg
diostriis ve follikiiler evre olmak iizere 4 gruba ayrilarak progesteron (P4) ve NO
diizeylerinin belirlenmesi i¢in kanlar1 alind1. Izole organ banyosu calismalar igin 40
inege ait luteal yapr bulunan ovaryum tarafindaki oviduktun istmus ve ampulla
kisimlarindan longitidunal ve sirkiiler diiz kas seritleri hazirlandi. Dokularda endojen
NO etkinligini belirlemek amaciyla L-arjinin, Nitro-L-arjinin-metil-ester (L-NAME) +
L-arjinin ve metilen mavisi (MB) + L-arjinin uygulanirken, eksojen NO etkinligini
belirlemek icin sodyum nitro prusid (SNP) verildi. Iimmiinohistokimyasal boyama,
RT-PCR ve Western blot yontemleriyle 24 inege ait oviduktun istmus ve ampulla
kisimlar1 degerlendirilirken, Western blot analizinde bu hayvanlarin her iki oviduktu
da kullanilarak NOS izoformlarmin ekpresyonlarina bakildi.

L-arjininin istmusun longitidunal diiz kas dokusunda ge¢ diostriis ve follikiiler
evrede, sirkiiler diiz kasta erken diostriiste kasilim siddetini degistirmedigi, diger
gruplarda arttirdig1 goézlendi. Ampullanin longitidunal diiz kasinda gec¢ didstriis,
sirkiiler diiz kasinda ise ge¢ diostriis ve follikiiler evre gruplarinda kasilim siddetini
degistirmedigi ancak diger gruplarda arttirdig1 belirlendi.

Istmus ve ampullanin longitidunal ve sirkiiler diiz kaslarma metostriis, geg
diostriis ve follikiiler evre gruplarinda L-NAME sonras1 uygulanan L-arjininin,
kasilim siddetini degistirmedigi veya arttirdigi, erken didstriiste longitidunal diiz kasta

azalttig1, sirkiilerde ise degistirmedigi izlendi. Bu dokularda MB sonrasi uygulanan L-
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arjininin erken didstriis, ge¢ didstriis ve follikiiler evre gruplarinda kasilim siddetini
degistirmedigi veya azalttigi, metdstriiste degistirmedigi veya arttirdigi gézlendi.

SNP’ in istmusun longitidunal diiz kas dokusunda metostriis ve follikiiler evre
gruplarinda kasilim siddetini azalttigi, erken didstriiste fark olusturmadigr ve geg
didstriis grubunda arttirdig gériildii. Istmusun sirkiiler diiz kasinda metdstriis, erken
diostriis ve follikiiler evre gruplarinda kasilim siddetini azalttigi, ge¢ didstriiste fark
olusturmadigi izlendi. Ampullanin longitidunal ve sirkiiler diiz kaslarmmda metdstriis
ve follikiiler evre gruplarinda azalma izlenirken, erken ve ge¢ didstriis gruplarinda
SNP’ nin etkili olmadig1 goriildii.

Immiinohistokimyasal olarak tiim gruplarda istmus ve ampulladaki endoteliyal
NOS (eNOS) ekpresyonu seroza, kas katmani ve lamina propriadaki kan damarlar1
endotelinde ve epitelyumda gozlendi. Noronal NOS (nNOS)’ un epitel hiicreler ile
seroza, muskuler katman ve lamina propriada bulunan sinir fibrillerinde pozitif
boyama gosterdigi belirlendi. Epitel tabakada eNOS’ un istmus ve ampullada
metostriis grubunda siddetli, follikiiler evrede orta ve diger gruplarda zayif reaksiyon,
nNOS’ un metostriis ve follikiiler evre gruplarinda istmusta siddetli, ampullada orta
derece reaksiyon verdigi gozlendi. Sinir fibrilleri siklikla metostriis ve follikiiler evre
gruplarinda pozitif boyama gosterdi. RT-PCR analizinde ise biitlin gruplarda eNOS,
nNOS ve INOS izoformlar1 belirlendi. Western Blot yonteminde nNOS i¢in herhangi
bir bulguya rastlanilmazken, eNOS ve iNOS proteinlerinin ipsilateral ve kontralateral
olarak varlig1 gbzlendi.

Sonug olarak, ineklerde spontan ovidukt kasilimlari izerine NO’ nun in vitro
olarak bir etkisinin olmadigi, bunun nedeninin NOS enzim etkinliginden
kaynaklanmadigi, ayn1 zamanda hormonal durumun NOS enzim etkinligini
degistirebilecegi, NOS / NO sisteminin oviduktun kasilim mekanizmasinda degil

sekretorik ve siliar aktivitelerinde rol oynayabilecegi kanisina varild.

Anahtar sozciikler: Inek, nitrik oksit, ovidukt, organ banyosu, nitrik oksit sentaz
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SUMMARY

In Vitro Determination of The Effect of Nitric Oxide on Spontaneous Oviduct

Contractility in Cows

The objective of this study was to determine the effect of nitric oxide (NO) on
spontaneous contractility of oviduct of cows in different sexual cycle in vitro and to
reveal the expression models of nitric oxide synthase enzymes.

The oviducts (n:88) of 64 Holstein cows obtained from private slaughterhouse
were evaluated. Animals were separated into four groups as metestrous, early
diestrous, late diestrous and follicular phase, then blood samples were taken to define
progesterone (P4) and NO concentration.

Longitidunal and circular isolated strips of isthmus and ampulla of oviducts of
cows (n:40) placing on the same side of ovary with luteal structure were prepared for
isolated organ bath experiments. L-arginine, Nitro-L-arginine-metil-ester (L-NAME)
+ L-arginine and methylene blue (MB) + L-arginine were applied to the tissues to
determine endogenous NO effect and sodium nitro prusside (SNP) was used to
determine exogenous NO effect. The expression of NOS isoforms in isthmus and
ampulla parts of oviducts of 24 cows were evaluated for immunohistochemical
staining, RT-PCR and Western blotting, but also both oviducts of these cows were
used for Western blotting.

In isthmus, it was observed that L-arginine did not alter contractile tension in
longitidunal smooth muscle tissues in late diestrous and follicular phase groups and in
early diestrous in circular muscles, but raised in other groups. In ampulla, it was
determined that contractile tension was not changed not only in longitidunal strips in
late diestrous but also in circular smooth muscle tissues in late diestrous and follicular
phase. In other groups, the contractile tension was increased.

By using L-arginine applied after L-NAME, it was seen that contractile tension
was not changed or increased in metestrous, late diestrous and follicular phase in
longitidunal and circular smooth muscle tissues both in isthmus and ampulla.
However, it was decreased in early diestrous in longitidunal strips but not changed in

circular smooth muscle tissues. In addition, by using L-arginine applied after
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methylene blue (MB), the contractile tension was not changed or decreased in early,
late diestrous and follicular phase, was not changed or increased in metestrous.

In longitidunal smooth muscle tissues of isthmus, it was determined that
contractile tension was decreased in metestrous and follicular phase groups, but was
not changed in early diestrous and increased in late diestrous groups, by using sodium
nitro prusside (SNP). Beside this, in circular smooth muscle tissues, contractile
tension was decreased in metestrous, early diestrous and follicular phase groups and
was not changed in late diestrous by SNP. In longitidunal and circular smooth muscle
tissues of ampulla, SNP was not effective on contractile tension in early and late
diestrous groups while the tension was decreased in metestrous and follicular phase
groups by SNP.

Immunohistochemically, in all groups endothelial NOS (eNOS) expression in
isthmus and ampulla was observed in endothelium on blood vessels in serosa,
muscular layer and lamina propria and epithelium. Neuronal NOS (nNOS) had a
positive staining in epithelial cells and nerve fibres in serosa, muscular layer and
lamina propria. In epithelial layer of isthmus and ampulla, it was seen that eNOS
reaction was strong in metestrous, moderate in follicular phase and weak in other
groups, while nNOS reaction was strong in isthmus and moderate in ampulla in
metestrous and follicular phase groups. Positive staining of nerve fibres was observed
mostly in metestrous and follicular phase groups. In all groups eNOS, nNOS and
INOS isoforms were detected by RT-PCR. In Western blotting, eNOS and iNOS
proteins were evident in ipsi-contra lateral oviduct whereas nNOS was undetectable.

In conclusion, it was suggested that NO had no effect on spontaneous oviduct
contractility in cows in vitro, this effectiviness was not due to NOS enzyme activity
however, hormonal status could change the NOS enzyme activity and NOS / NO
pathway could play a role in secretory and ciliary functions, but not in contractility in

oviduct.

Key words: Cow, nitric oxide, oviduct, organ bath, nitric oxide synthase



1. GIRIS

Inek yetistiriciliginde reprodiiktif verimlilik, isletmelerin devamliligni saglayan
onemli kriterlerden biridir. Gliniimiize kadar siiregelen bilimsel caligmalar sayesinde
verimliligin arttirilmas1 yoniinde pek c¢ok gelisme saglanmistir. Diger taraftan
reprodiiktif biyoteknoloji alanindaki ¢aligmalar halen yiirtitiilmektedir. Bu ¢aligmalar,
ovum ve spermatozoanin saglikli bir zigot olusturma siireci ilizerine yogunlasmis
durumdadir. Bu siireci spermatozoanin sahip oldugu hareketlilik, ovum ve en 6nemlisi
fertilizasyonun gerceklestigi organ olan ovidukt etkilemektedir. Diger taraftan
ozellikle ineklerde % 4.84 insidansta seyreden ovidukt lezyonlarmin (1) infertiliteye
sebep olan etmenlerden biri olmasi nedeniyle de bu organ disi reprodiiksiyonunda
onemli bir yere sahiptir.

Oviduktun diiz kas kontraktilitesi ile epitel hiicrelerinin siliar ve sekretdrik
aktiviteleri bu organin en Onemli fonksiyonlar1 arasindadir. Ovaryum kokenli
hormonlarin (2), prostaglandinlerin (3), sitokinlerin (4), endoteliyal biiylime
faktorlerinin  (5) ve nitrik oksit (NO)’ in (6-8) ovidukt fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde etkili olabildigi aktarilmaktadir.

Nitrik oksit, atmosferde bulunan azot (N) ve oksijen (O) gazlarmin bilesimiyle
olusan azot monoksit yapisinda bir gazdir (9). Bu gaz, kisa omiirlii ve yiiksek oranda
reaktif serbest bir radikal olup, diflizyon yolu ile membranlardan gecebilen bir
molekiildiir (10). Nitrik oksit etkisini, olustugu hiicrenin yakiindaki veya daha
uzagindaki hedef hiicrelerde gostermektedir. Lipofilik 6zelliginden dolayr 6zel bir
tastyiciya gereksinim duymamakta ve dolayisiyla damar endotelinden salindigi zaman
hiicre zarindan kolaylikla gecerek damar diiz kas hiicrelerinde gevseme

yapabilmektedir (11).

Reprodiiktif siiregte NO’ nun oosit maturasyonu, ovulasyon, implantasyon,
gebeligin devami1 ve dogum gibi pek ¢ok fizyolojik olayda etkili oldugu kabul
edilmektedir (12-15).



1.2. Ovidukt

Ovidukt, fertilizasyon sirasinda optimal ortam kosullarini saglayan, gametlerin ve
erken donemdeki zigotun uterusa dogru transportunun gerceklestigi genital organ
olmas1 nedeniyle reprodiiktif agidan onem tasimaktadir (16). Salpfinks, Fallopi tiipii,
tuba uterina ve yumurta kanali olarak da adlandirilan ovidukt, Miiller kanallarinin 6n
kismi tarafindan sekillendirilen, ligamentum latum uteri {izerinde seyreden, ince
duvarl ve kiigiik ¢apl bir ¢ift borucuk seklinde ovaryumlarla kornu uteriler arasinda
yer alan genital organlardan biridir. Ovidukt, ineklerde belirli bir siir gdstermeksizin
kornu uterilerin ug¢ kisimlariyla birlesmektedir (17).

Infundibulum, ampulla ve istmus olarak ii¢ kisima ayrilan ovidukt, icten disa
dogru tunika mukoza, tunika muskularis ve peritonun i¢ yapragmdan koken alan
tunika seroza tabakalarindan olusmaktadir (17, 18).

Tunika mukoza oviduktun i¢ ylizeyini kaplamakta ve ovidukt lumenine dogru
pili ad1 verilen uzantilar olusturmaktadir. Uzun olan mukoza ¢ikintilar1 fimbria tuba
iizerinde bulunmakta ve ovaryum ylizeyine dogru uzanmaktadir (Sekil 1.1). Ucu huni
seklinde genislemis infindibulumun hareketli olan bu uclar1 sayesinde oositin alinmasi
ve ovidukta ilerlemesinin saglandig1 aktarilmaktadir (17).

Mukoza tabakast lamina epiteliyalis ve lamina propria katlarindan
olusmaktadir. Lamina epiteliyalis tek katli prizmatik epitel hiicrelerinden meydana
gelirken lamina propria ise gevsek bagdokudan olusmaktadir. Bir kism1 kinosilyumlu
olan epitel hiicrelerinin yiikseklikleri uterusa dogru azalmaktadir. Kinosilyumlarmn
hareketleri ile ovum uterusa dogru iletilmektedir (Sekil 1.1). Kinosilyumlar
primatlarmm digindaki disilerde sadece follikiiler donemde gelismektedir. Luteal
donemde ise bunlarm  kiigiildiigli  goriilmektedir.  Silyumsuz hiicrelerin
sitoplazmalarinda bulunan salgi graniillerinden iretilen salgilar, ovum ya da

embriyonun beslenmesine yardimei olmaktadir (17,18).



Sekil 1.1: Oviduktun béliimleri (A) ve ovumun ovidukt kanali boyunca silyumlar araciligiyla
hareketi (B). OV: Ovaryum, INF: Infindibulum, AMP: Ampulla, IST: Istmus, UTJ: Uterus
istmus birlesme yeri (19).

Oviduktun diiz kas tabakasi, temel olarak sirkiiler ve longitidunal kas demetleri
icermektedir. Infundibulum ve ampullada tunika muskularis incedir ve i¢ tarafta
seyreden sirkiiler katman ile dista seyreden longitidunal diiz kas demetlerinden
olusmaktadir. Istmustaki kas tabakasi ise daha belirgin olup uterusun sirkiiler kas
tabakasi ile kaynagmaktadir. Ovum ve zigotun oviduktun boéliimleri igerisindeki
hareketleri diiz kas kasilimlar1 ile epitel hiicrelerin siliar aktiviteleri yardimiyla
gerceklesmektedir. Spermatozoanin ampullaya gecisi, uterus ve ovidukt duvarmin
muskiiler kasilimlar1 tarafindan saglanmaktadir. Hareketsiz partikiillerin ve motil
olmayan spermatozoanin motil spermatozoa ile ayni hizda ovidukta ilerleyebilmesi,
spermatozoa hareketinin sadece kendine 0Ozgli motilitesinden kaynaklanmadigini
disiindiirmektedir. Nitekim ineklerde spermatozoa ¢iftlesme sonrasi ortalama bes
dakika icerisinde ampullaya ulasabilmektedir. Bu durumun spermatozoanin motilite
yetenegi, ovidukt diiz kas aktivitesi ve/veya ovidukt hiicrelerinin siliar hareketlerinden
dolay1 olustugu ifade edilmektedir (18).

Diiz kaslarda meydana gelen kas kontraksiyonlar1 kalsiyum (Ca'?) tarafindan
diizenlenmektedir. Diiz kas miyozini sahip oldugu hafif zincirin (p-hafif zinciri)
fosforilasyonu ile kasilma dongiisiine baglamakta ve boylece hiicre icine giren Ca™’
nin kalmodiiline baglanmasiyla, aktif hale gecen kalmodiilin miyozin hafif zincir
kinaz1 (miyozinin fosforile edilmesinde katalizor) aktive etmektedir (20). Diiz kasin
gevseme mekanizmasmda Ca™™ nmn  kalmodulinden ayrilmasi ile kinazin
inaktivasyona ugrarayarak p-hafif zincirine yeni fosfat eklenmedigi goriilmektedir.

Miyozin basinin ATP’ nin varliginda fibriler aktinden ayrildigi, defosforile p-hafif



zincirinin varligindan dolayr yeniden baglanamayarak diiz kasta gevsemenin
sekillendigi ifade edilmektedir (21). Diiz kaslarda diger baska mekanizmalarin da

gevseme olusturabilecegi aktarilmaktadir. Buna gore;

- Siklik guanozin monofosfat (cGMP) ve cGMP bagimli protein kinazin agonistlerle

uyarilmig fosfolipaz C olusumunu inhibe ederek inositol trifosfat {iretiminin

engellenmesi,

- Ca™ hiicre disina atthminin uyarilmasi (Ca™ ATPaz diizenleyici proteinin, cGMP

bagimli protein kinazla fosforilazyonu sonucunda sarkoplazmik retikulum Ca** ATPaz

enziminin etkinlestirilmesiyle),

- Miyozinin etkin olmayan formunu stabilize eden miyozin hafif zincirinin
defosforilasyonunun arttirilmasi

- Reseptorle kontrol edilen Ca™ kanallarmim engellenmesi,

- Membran Ca™> —ATPaz enziminin uyarilmast,

- Potasyum (K") kanallar1 yoluyla K™ gecirgenliginde artis (cGMP bagimli protein

kinazm cGMP ile etkinlestirilmesi ve K' kanallarm agilmasi ile membrann

hiperpolarize olarak voltaj bagimli Ca™® kanallarin kapanmasi ve damar

genislemesinin  olugmasi) gibi mekanizmalar ile diiz kaslarda gevseme

olusabilmektedir (22).

Ovidukt diiz kas dokusunun kasilimlar1 s6zii edilen mekanizmalar disinda
hormonal olarak da etkilenebilmektedir. Yapilan bir aragtirmada; Ulbrich ve ark (23),
Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin oviduktun farkli boliimlerinde lokalize
olduklarim1 aktarmaktadirlar. Ortiz ve ark (24) ise gebe ratlarda yaptiklar1 ¢calismada
Ostradioliin, ovumun transportunu siirekli olarak hizlandirdigini belirtmektedirler.
Fuentealba ve ark (25) da bu etkinin es zamanl olarak uygulanan progesteron ile
bloke edilebildigini vurgulamaktadirlar. Buna ek olarak Hermoso ve ark (26)
Ostradioliin, kasilim dalgalarinin doku boyunca yayilmasina izin vererek ve siddetini
artirarak, diiz kas hiicreleri arasinda yer alan gap birlesim yerlerinin gelisimini
desteklemek  suretiyle, ovidukttaki kas aktivitesini senkronize ettigini
aktarmaktadirlar. Bir baska c¢aligmada Lindblom ve ark (27) prostaglandinlerin
siklusun degisik evrelerinde farkli ovidukt kisimlarinda kasilimlar: etkiledigini ifade
etmektedirler. Buna ilave olarak in vitro kosullarda PGF,a’ nin ovidukt kasilimlarini
arttirdi@l, PGE;’ nin sirkiiler kaslarda inhibisyona, longitidunal kaslarda diisiik

dozlarinda inhibisyona, yliksek dozlarinda stimiilasyona neden oldugu belirtilmektedir



(27). Kotwica ve ark (28) ise inek oviduktunda oksitosin reseptoriiniin varligini
belirlediklerini, erken luteal ve follikiiller evrede oksitosinin motilite iizerindeki

stimiilator etkisinin izlendigini belirtmektedirler.

1.2. Nitrik Oksit

1.2.1. Nitrik Oksitin Olusumu

Nitrik oksit, substrat olarak yari esansiyel bir aminoasit olan L-arjininin nitrik oksit
sentaz enzimleri tarafindan sentezlenmesiyle ger¢eklesmektedir (29). L-arjininden NO
sentezi iki asamada olusmaktadir. Birinci asamada L-arjininin bir molekiili,
nikotinamin adenin diniikleotit fosfat (NADPH) ve oksijen varliginda, ara iiriin olan
NS-hidroksil-L-arjinin (OH-L-arg) olusturmak igin oksitlendirilmektedir. Son asamada
ise OH-L-arg bir derece daha oksitlenerek, bir molekiil NO ve L-sitriilinin olugmasi
saglanmaktadir (30-32). Memelilerde L-arjininden NO sentezi, oksijen ve Ca'?,
tetrahidrobiopterin, flavin adenin diniikleotid ve flavin adenin mononiikleotit gibi
kofaktorlerin varliginda meydana gelmektedir (33). Nitrik oksit, hizli bir sekilde nitrit
(NOy) ve nitrata (NOs) okside olmaktadir (34) (Sekil 1.2).

L-arjinin + O,
[ NADPH

L-arjinin analoglart | —p>K iNOS += + Sitokinler, LPS
(L-NAME, L-NMMA)

FAD NOS ‘ <+— eNOS

- + i ++
FMN ! \ - 1Ca
BH4 nNOS

NADP*

L-sitrulin + NO

/ N\

NO; NO;

Sekil 1.2: Farkli nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri aracilifiyla L-arjininden nitrik oksit
sentezi (35). FAD: Flavin adenin diniikleotit, FMN: Fflavin adenin mononiikleotit, BH4:
Tetrahidrobiopterin, NADP: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat, NO: Nitrik oksit, NOS:
Nnitrik oksit sentaz, iCa: Iyonize kalsiyum, NO,: Nitrit, NOs: Nitrat, LPS: Lipopolisakkarid.



Nitrik oksit sentaz bir enzim grubu olup yapisal NOS (¢cNOS) ve uyarilabilir
NOS (iNOS) olmak iizere iki tipi bulunmaktadir (36,37). Yapisal NOS, NO’ nun
siirekli bazal seviyede salinimimdan sorumlu olan izofrom I (nNOS, bNOS, NOS I) ve
izoform III (eNOS; NOS III)’ ten olusmaktadir. izoform I’ in ilk olarak sican ve sigir
beyinciginde (38), izoform III’ iin de endotel hiicrelerde belirlendigi ifade
edilmektedir (36). Yapisal NOS aktivitesi i¢in Ca®"/kalmodiilin kompleksinin varlig
gerekmektedir. Diger taraftan, cNOS aktivitesinin Gstrojen, mekanik faktorler ve
endotelin gibi agonistlerle stimiile edilebildigi bildirilmektedir (36, 39, 40).
Uyarilabilir NOS (iNOS)’ un, ilk olarak makrofajlarda identifiye edildigi (41) ve
sitokinler ile lipopolisakkaridlere yanit olarak ekpresyona ugrayabildigi
belirtilmektedir (29). Uyarilabilir NOS, Ca*" varligmna gerek duymadan yiiksek
miktarlarda NO iiretiminden sorumludur (42).

Hiicre igerisinde artan Ca®" konsantrasyonu cNOS aktivasyonu ve NO sentezi
igin birbirini izleyen bazi olaylar1 baslatmaktadir. Hiicre igindeki Ca*", O, ve L-
arjininin NO ve L-sitriiline doniistimiinii, flavin gruplar1 yoluyla, rediiktaz bolgesinde
bulunan NADPH’ den hem grubuna kalmodiilin i¢in elektron transferini diizenlemek
suretiyle saglamaktadir. Ayrica kalsiyum-kalmodiilin kompleksini olusturmak i¢in
kalmodiiline baglanmaktadir (43).

Yapisal NOS’ a karsin iNOS, enzimin alt {initelerine sikica baglanan
kalmodiiline sahiptir. Bu nedenle hiicre igerisinde Ca*" konsantrasyonunda bir artig
olmaksizin kalic1 bir aktivasyon gostermektedir (44).

Noronal NOS (nNOS) ve endoteliyal NOS (eNOS) tarafindan iiretilen diistik
miktarlardaki NO norotransmisyon, vaskuler tonun devamliligi, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu, endoteliyal hiicrelerde nétrofil/trombosit adezyonunun
onlenmesi, apoptozisin diizenlenmesi ve diiz kas hiicre proliferasyonu ile
migrasyonunun inhibisyonu gibi fizyolojik olaylara aracilik etmektedir (33, 39, 45,
46).

Kan damarlarinda NO tarafindan ¢6ziinebilir (soluble) guanilat siklaz (sGC)’
mn aktivasyonu endoteliyal kaynaklit NO’ nun diiz kas hiicrelerinde gevsemeye neden
olmasiyla sonuc¢lanmaktadir (47). Nitrik oksit, guanilil siklaza baglanarak siklik
guanozin monofosfat (cGMP)-spesifik proteinazlar (protein kinaz G, PKG), Na'

iyonlar1 ve fosfodiesterazlar1 aktive ederek gen ekspresyonunu diizenlemektedir (41).



NO, siklik guanozin 3’-5’ monofosfatin (cGMP) firetimini arttirarak damarlarda

gevsemeyi etkinlestirmektedir (Sekil 1.3) (48).

GTP

(NOS)  (sGO) |

Endojen NO donérii. —> NO —> cGMP —> PKG — Gevseme

T

Eksojen NO dondrii

Sekil 1.3: Diiz kas dokusunda nitrik oksite bagli gergeklesen gevsemenin sematize gdsterimi
(49). NO: Nitrik oksit, NOS: Nitrik oksit sentaz, sGC: Coziinebilir guanilat siklaz, cGMP:
Siklik guanozin monofosfat, GTP: Guananozin trifosfat, PKG: Protein kinaz G.

1.3. Nitrik Oksit Etkinliginin Belirlenmesinde Kullanilan Yoéntemler

Degisken ve kisa Omiirlii bir madde olan NO’ nun direkt Olgiimler ile ortaya
konulmasi olduk¢a zordur. Bununla birlikte, doku ve hiicre kiiltiirleri ile doku
ekstratlarinda NOS aktivitesinin veya NO sentezinin degerlendirilmesi gibi bazi
teknikler kullanilabilmektedir.

Nitrit ve nitrat in vitro olarak farkli doku ve hiicre kiiltiirlerinde NO {iiretimi
icin bir indeks olarak degerlendirilebilmektedir (50, 51).

Nitrik oksit sentaz aktivitesi analizi i¢in kullanilan diger bir metot ise NO’ nun
her molekiilii i¢in es zamanli saliarak tiretilen L-arjininin metaboliti olan L- sitriilinin
direk Ol¢timiidiir (38). Buna ek olarak, NOS lokalizasyonunu belirleyen histokimyasal
yontemlerle de NO hakkinda yorum yapilabilmektedir (34, 52, 53). Diger bir alternatif
yaklasim da NADPH diaforaz aktivitesinin (NADPH-d) dagiliminin belirlenmesidir.
Ancak NADPH-d aktivitesinin diger pek ¢ok enzim ile NOS’ a benzer sonug
verebilecegi ifade edilmektedir (54).

Oksidasyon {iriinii olan nitritin (NO;") Griess reaksiyonu ad1 verilen bir metotla
Olciimiiniin pratik ve giivenli bir yontem oldugu bildirilmektedir (55, 56).

Guanilat siklaz, cGMP konsantrasyonunu artirarak NO’ nun hiicresel etkilerini
gostermesine aracilik etmektedir (34). Nitrik oksit, guanilat siklaz ve sitokrom P-450
enzimleri gibi proteinlerle tepkimeye girmektedir (57). Oksidasyon, nitrit yoluyla

idrarda nitratin olugmasina Onciiliik etmektedir. Okside olmus NO ayrica siilfahidril



iceren bilesikleri ile nitrosiyalat molekiilleri gibi NO’ nun kendisinden daha stabil
olan biyolojik olarak aktif tiirevlerinin olusmasiyla sonuglanmaktadir (58). Diiz kas
hiicrelerinde cGMP’ nin, cGMP bagimli protein kinazi aktive etmesi hiicre i¢i Ca*"
konsantrasyonunun azalmasina ve sonrasinda relaksasyona neden olmaktadir. Bu
nedenle cGMP konsantrasyonunun 6l¢iimii, non-spesifik bir yaklasim olmakla birlikte

NO aktivitesinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (34).

1.3.1. izole Organ ve Doku Banyosu Sistemleri

Nitrik oksit aktivitesinin degerlendirildigi diger bir yaklasim da izole doku ve organ
calismalaridir. Izole organ sistemlerinde, organ veya doku viicudun sinirsel ve
hormonal etkilerinden uzak olmasi1 nedeniyle yapilan degisiklikler kontrol altinda
tutulabilmekte ve denenen maddeye alinan cevaplar bu deneylerde daha net
degerlendirilebilmektedir (59, 60).

Izole organ sistemleri, biyolojik sistem ve olgii sisteminden meydana
gelmektedir. Biyolojik sistemi doku veya organ, organ banyosu, fizyolojik ¢ozelti, gaz
akimmi saglayan aparat ve kullanilacak deney maddesinden olusur. Olgii sistemi,
doniistiirticii  sistem (transduser), amplifikator ve kayit sisteminden (kimograf,
osilograf, bilgisayar) meydana gelmektedir (60-62).

Izole organ deneyleri, agik ve ¢ift duvarli olarak adlandirilan iki tip organ
banyosu kullanilarak ger¢eklestirilebilmektedir (60, 62-64).

Acik tipte, genis hacimli bir dis banyo ile bunun i¢ine giren, dokunun tespit
edildigi kiigiik hacimli bir i¢ banyo bulunmaktadir. Termostatik kontrol mekanizmasi
ile dig banyo icindeki 1sitici kontrol edilirken, i¢ banyonun sicakligi dis banyoda
isman su tarafindan saglanir. Fizyolojik ¢o6zelti dis banyo i¢cinde ya da organ
banyosunun disinda, i¢ banyo ile baglantili ayr1 bir boliime doldurularak i¢ banyoya
iletilmektedir (60, 63).

Cift duvarli izole organ banyosu fizyolojik ¢ozelti ve termostatik kontrollii su
ithtiva eden iki kiivetten olusmaktadir. Sistemin sicakligi dis kiivet icerisinde dolasan
sivt tarafindan sabit tutulmaktadir. Fizyolojik ¢0Ozelti, organ banyosunun iist
kismindaki boliimden musluk yardimiyla kadehlere iletilmektedir. Dokunun tespit
edildigi kadehin alt ucundaki diger bir musluk aracilifiyla, gaz karisimi i¢ kiivete
verilerek dokunun siirekli sekilde havalandirilmasi saglanabilmektedir. Deneye

baslamadan 6nce dokuya 1 veya 2 gramlik gerim uygulanarak ve 10-20 dakikalik



periyotlarda fizyolojik ¢ozelti degistirilerek dokunun 30-60 dakika siireyle ortama
alismasi icin beklenmesi gerektigi belirtilmektedir (60, 62, 64).

Izole organ sistemleri kullanilarak yapilan calismalarda, dokunun tespit
edildigi kadeh icerisine arastirilacak kimyasalin etkili doz araliginda eklenmesiyle
kimyasalin dokuda olusturdugu etki bilgisayar ortaminda degerlendirilebilmektedir.
Ratlarda NO’ nun uterusun myometrial spontan kasilimlari {zerine -etkisinin
incelenmesi amaciyla izole organ banyo sistemi kullanildigi ve bu amacla organ
banyosu kadehi igerisine uygun dozlarda NO donorleri olan L-arjinin ve sodyum nitro
prusid (SNP) eklendigi aktarimaktadir (53). L-arjinin, NOS enzimleri araciligiyla
endojen NO olusmasini saglayan bir amino asittir (65). Nitrat igeren bir bilesik olan
SNP ise eksojen NO olusumunu saglamaktadir (66). Boylece her iki bilesigin izole
organ sistemindeki kas dokusunda olusturdugu etkiler, bu bilesiklerin son {iriinleri
olan NO’ nun doku iizerindeki etkinligi hakkinda yorum yapilmasimi saglamaktadir
(53). Bununla birlikte, bu tiir kimyasallarin etki yollarinin farkli agsamalarda inhibe
edilmesiyle de elde edilen veriler giiglendirilebilmektedir.

Nitrik oksit sentaz etkisiyle iiretilen NO, N-monometil-L-arjinin (L-NMMA)
and N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) gibi L-arjininin analoglar1 tarafindan
yarigmali olarak engellenebilmektedir (34). Bunun yani sira NO’ nun etkinligi metilen
mavisi (MB) tarafindan da inhibe edilebilmektedir. Metilen mavisi bu etkisini,
guanilat siklaz etkinligini ve dolayisiyla cGMP seviyesini diistirerek gostermektedir
(67). Diger taraftan ovidukt (7), serviks ve vagina (68) gibi dokularda da NO’ nun
olusturdugu etkilerin, so6zii edilen izole organ sistemi yaklasimi ile degerlendirildigi

aktarilmaktadir.

1.3.2. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Western Blot
Yontemi

Belirtilen yontemler disinda NO etkinligi revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) ve Western blot yontemleriyle de belirlenebilmektedir.
Polimeraz zincir reaksiyonu, bir organizmaya ait deoksiriboniikleik asit (DNA) veya
riboniikleik asit (RNA) dizilerinin in vitro olarak cogaltilmasi prensibine
dayanmaktadir. Bu yontem, bir gen ya da DNA bdlgesinin, bu hedef bdlgenin ug

kisimlarima baglanan ve hedef diziye komplementer oligoniikleotid primerler
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kullanilarak birbirini izleyen ardisik bir dizi dongii ile g¢ogaltilmasi olarak da
aciklanabilmektedir (69).

Polimeraz zincir reaksiyonunda ii¢ evre bulunmaktadir ve bu ii¢ evre bir dongii
olarak kabul edilmektedir. Isiy1 diizenleyen otomatik aletler yardimiyla bir dongi
yaklagik 20-60 saniye ve 30 dongii 10-30 dakikada tamamlanabilmektedir. Polimeraz
zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan DNA fragmentleri jel elektroforezis ile yiiriitiilerek
biiytikliiklerine gore ayrilmaktadir. Daha sonra bu fragmentler Etidiyum Bromid ile
boyanarak incelenmekte ve ultraviole 151k altinda dogrudan yapilan incelemelerde
siyah zemin {lizerinde beyaz bantlar halinde gozlenebilmektedir (69).

Western blot yontemi ise doku ya da ekstrakt igerisindeki spesifik proteinlerin
tespit edilmesinde kullanilan bir tekniktir. Jel elektroforezis yardimiyla dogal ya da
denature proteinler polipeptidin uzunluguna veya proteinin yapisma gore
ayrilmaktadir. Transfer membranina aktarilan proteinler hedef proteine 6zgii spesifik
anti serumlarin kullanilmasiyla belirlenebilmektedir (70).

Her iki yontemde de herhangi bir doku veya organ, arastirilacak olan proteine
ya da DNA yapisina sahipse uygun metotlar ile tespit edilmesi miimkiindiir. Pek ¢ok
memeli tiirlinde NOS proteinlerinin Western blot ve/veya RT-PCR yOntemleriyle
genital sistemde uterus (49), ovidukt (7, 16, 71, 72), ovaryum (73) ve klitoris (74 )
gibi dokularda varligmin ortaya konuldugu belirtilmektedir.

1.4. Nitrik Oksitin Etkileri
Nitrik oksit, albiimin ve glutasyon eklenmesi ile nitrozotiol seklinde etkin olarak uzak
hedef dokulara tasinmaktadir. Bununla birlikte, hiicreden salinir salimmaz hizla

etkisini kaybettigi belirtilmektedir (75).

Eksojen nitratlarm ¢cGMP seviyesini artirdigmin ortaya konulmasiyla NO’ nun
damar diiz kaslarinda gevsemeye neden oldugu belirlenmistir. Endotel hiicrelerinde
meydana gelen NO, damar diiz kas hiicrelerine diflize olarak cGMP diizeyinin
artmasma sebep olmaktadir. Artan cGMP diizeyi ile NO, hiicre i¢i Ca®" diizeyini
azaltmakta ve K' kanallarinin gecirgenligini artirmaktadir. Buna bagli olarak da
plazma membrani hiperpolarize hale gelmektedir (76). Diger taraftan cGMP, hafif
miyozin zincirlerinin defosforilasyonuna sebep olan proteinkinazi aktive ederek
miyozin/aktin etkilesimini engelmektedir. Boylece damar diiz kaslarinda gevseme

olusmaktadir (Sekil 1.3) (22).
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Nitrik oksitin kalp damar sistemindeki hayati gorevinin yaninda mide
mukozasinin {lserlere (kan akiminin desteklenmesinde) (77) ve incebagirsak
mukozasinin endotoksik sokun zararlarina kars1 korunmasinda (mukozada kanlanmay1
artirmasi, antioksidan etki) etkili oldugu aktarilmaktadir (75). Bunun yam sira bobrek
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde (bobrek otoregiilasyonu, tiibiiloglomeriiler geri
bildirim, renin salinimi, basinca bagli sodyum geri atilimi, bobrek kan basmcinm ve
tiibiil islevlerinin diizenlenmesi) (78) ve diger sistemlerde Onemli etkilere sahip

oldugu belirtilmektedir.

1.5. Nitrik Oksitin Disi Reprodiiktif Sistem Uzerine Etkileri

1.5.1. Ovaryum

Ovaryum, Ostriis siklusu sirasinda pek ¢ok yapisal ve fonksiyonel faktor tarafindan
kontrol edilen kompleks endokrin bir organdir. Nitrik oksitin anterior hipofiz
hormonlarinin salinimlarini diizenleyerek ovaryum fonksiyonlarini kontrol ettigi ifade
edilmektedir (79). Diger taraftan NO’ nun, direkt veya dolayl olarak, ovaryumun
biitiinliigiini saglayan steroidojenik hiicreler, immun sistem, kan damarlar1 ve
noronlari, otokrin ve/veya parakrin bir ajan gibi davranarak etkiledigi bildirilmektedir
(80).

Ovaryum steroid sentezinin, NO’ nun hipofiz gonadotropinlerinin sentez ve
salinimindaki roliiniin yaninda intraovaryan diizenleyici etkinligi nedeniyle, direkt
olarak NO tarafindan diizenlendigi belirtilmektedir. Nitrik oksit, sitokrom P-450
enzimini ve buna bagl olarak aromataz etkinligini inhibe ederek granuloza
hiicrelerindeki steroid sentezinin azalmasina ve dolayisiyla da dstrojen (E2) sentezinin
engellenmesine neden olmaktadir (56, 81, 82). Bunun yani sra NO’ nun 0strojen
sentezini engelledigi bildirilmesine karsin, Ostrojenin NO sentezine aracilik ederek

uyarabilecegi de ifade edilmektedir (56, 83).

1.5.1.1. Follikiiler Gelisim ve Ovulasyon

Nitrik oksitin follikiiler gelisim, ovulasyon ve atreziyi etkiledigi (84), Ostriis siklusu
sirasinda Ozellikle iINOS ile eNOS tarafindan iiretilen NO’ nun follikiiler gelisim ve
ovulasyona katkida bulundugu belirtilmektedir (85). Ovaryumdaki NOS etkinliginin

ve buna bagli olarak olusan NO’ nun 6zellikle damar genisletici etkisinden dolay1
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follikiiliin rupturu ve ovulasyonda fonksiyonel bir gérevinin oldugu ifade edilmektedir
(12, 56, 82).

Rodentlerde in vivo ve in vitro olarak yapilan ¢alismalarda NO inhibitorlerinin
ovaryumda NO tretimini durdurmasinin ovulasyon oraninda azalma ile sonuclandigi
bildirilmektedir (12, 84, 86). Diger taraftan L-NAME uygulamasmin ratlarda
ovulasyon oranini arttirdig1 belirtilmektedir (87). Bununla birlikte, periovulator satha
sirasinda NO’ nun azliginin oosit maturasyonunda bazi defektlere neden oldugu ifade

edilmektedir (13).

1.5.1.2. Luteal Yap1

Luteal dokuyu olusturan hiicrelerin steroid hormonlar, biiyiime faktorleri ve sitokinler
gibi maddeleri irettigi, bununla birlikte NO’ nun da korpus luteum (CL)’ un
fonksiyonlarmi diizenleyebilecegi belirtilmektedir (88). Jaroszewski ve ark (89) sigir
CL’ sinde belirlenen NADPH-d aktivitesinin seksiiel siklusun orta ve gec luteal
evrelerinde daha yiiksek oldugunu bildirmektedirler. Ayrica eNOS ve iNOS
immunohistokimyasal boyamalarinin sigir CL’ sinde ge¢ didstriis evresinde daha
gliclii oldugu belirtilmektedir (80). Bazi NOS inhibitorlerinin (L-NAME ve L-
NOARQG) kiiltiire edilmis sigir luteal hiicrelerinde P4 sekresyonunu uyardigi ancak
PGE, veya PGF,a iiretimini etkilemedikleri ifade edilmektedir (90). Nitrik oksitin rat
CL’ sinde steroidogenezis lizerindeki negatif etkisi nedeniyle luteolitik bir rolii oldugu
belirtilmektedir (86). Bununla birlikte, oksitosinin NO’ nun luteolitik etkisine aracilik

edebildigi aktarilmaktadir (91).

1.5.2. Uterus

Nitrik oksit sentaz izoformlarmm (iNOS, nNOS, eNOS) farkli uterus dokularinda
degisen diizeylerde izlenebildigi bildirilmektedir (46). Insan uterusunda NOS enzim
aktivitesinin  varlig1 in-situ-hibridizasyon, immunohistokimya ve NADPH-d
boyamalariyla belirlenebilmektedir (92). Baz1t NOS izoformlarinin (iNOS ve nNOS)
normal siklik rat uterusunda immunohistokimyasal olarak ve NADPH-d aktivitesi ile
tespit edildigi belirtilmektedir (93). Nitrik oksitin gebelik sirasinda uterustaki
durgunlugun saglanmasinda etkili oldugu bildirilmektedir (94). Gebe rat uterusunda
yapilan in vitro ¢alismalar NO’ nun uterusun kasilimlarmin gevsemesine aracilik ettigi

gostermektedir (49). Uterustaki NO’ nun etkisinin, prostaglandinlerle olan
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etkilesiminden kaynaklandigi (57) bunun yami sira NO’ nun siklooksijenaz enzim
aktivitesini arttirdig1 belirtilmektedir (95).

Ostrojenin genital organlarda ve sirkiile eden kanda NO seviyesini
arttirmasindan dolayi, Ostrojenin gebelik ve follikiiler evre sirasinda NO diizeyinin
artisindan sorumlu oldugu ileri siirilmektedir (96). Ovaryumlar:1 uzaklastirilmis
koyunlarda Gstrojen uygulamasmin uterustaki damarlarda genislemeyi uyardigi ve bu
etkinin L-NAME tarafindan antagonize edildigi belirtilmektedir (97). Bu nedenle
NO’ nun 6strojenin bu gevsetici etkisine aracilik ettigi diisiiniilmektedir (49). Nitrik
oksit sentezi lizerinde Ostrojenin etkisi, Ostrojenin miktarina ve etki siiresine gore
degismektedir. Diisiik seviyede seyreden dstrojen NO {iiretimini arttirmaktadir. Erken
gebelik doneminde artan Gstrojen miktarina yanit olarak NO seviyesinde de bir artig
izlenir. Bununla birlikte gebeligin son donemlerine dogru artan Ostrojen, NO

salinimin1 engellemektedir (56, 98).

1.5.3. Serviks ve Vagina

Serviks ve vaginanin diger genital organlar gibi endojen NO i¢in bir kaynak oldugu
belirtilmektedir (46, 56, 68, 99, 100). Ureme organlar1 icinde en yiiksek NO
aktivitesinin servikste (uterustan bes, vaginadan iki kat fazla) oldugu bildirilmektedir

(56, 83).

Rat, tavsan ve insan serviksinde (46, 56, 68, 99, 100), ayrica gebe ve gebe
olmayan kadmlarin servikslerinde iNOS, eNOS ve nNOS izoformlarmin hepsinin de

varligimnin belirlendigi ifade edilmektedir (99).

Nitrik oksitin vaginada da vaginal sekresyonlarin olusturulmas: ve tavsan ile
ratlarda vaginal diiz kaslarin gevsemesindeki etkileri nedeniyle fizyolojik bir gdrevi

oldugu belirtilmektedir (46, 56, 68).

1.5.4. Seksiiel Davrams

Seksiiel davraniglar1 kontrol eden ve hipotalamik bir merkez gibi davranan
ventromedial nukleusun NOS (101) reseptorlerini icerdigi belirtilmektedir. Niikleusun
ventrolateral kisminda 6strojen reseptorlerinin ¢ok sayida NADPH-d pozitif ndronlari
ekprese ettigi, bunun da NO’ nun seksiiel davraniglarin sekillenmesinde etkisi

oldugunu ortaya koyan bir bulgu oldugu bildirilmektedir (101).
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Nitrik oksitin disi seksiiel davraniglar1 iizerine roliiniin ortaya konulmasi i¢in
Mani ve ark (102) yaptiklar1 ¢alismada ovariektomize edilmis Ostrojen uygulanan
ratlara intraserebroventrikiiler —enjeksiyonla L-NMMA tedavisinin lordozisi
engelledigi, SNP uygulamasmin ise lordozisin olusumuna yardimci oldugunu
bildirmektedirler. Bunun yani sira NO-cGMP etkilesiminde NO’ nun hiicre i¢i mesajci
gibi davranarak pek c¢ok ndOrotransmiter ve hormon yardimiyla reprodiiktif

fonksiyonlarin diizenlenmesinde etkili oldugu belirtilmektedir (103).

1.5.5. Ovidukt

Rosselli ve ark (104), sigir ovidukt epitel hiicrelerinin in vitro kosullarda endotelin
sentezini gergeklestirdigini, endotelin-1" in ovidukt kontraksiyonlari uyarici etkisinin
N-monometil-L-arjinin  monoasetat (NOS  inhibitorii) varhiginda  arttigmi
bildirmektedirler. Rosseli ve ark (105) calismalarinda elde ettikleri bu bulgunun,
oviduktta endojen NO sentezinin varligmi ileri siiren ilk ¢alisma oldugunu ifade
ederek NO’ nun ovidukt fonkisyonlarinda etkili olabilecegini ileri stirmiislerdir. Daha
sonra yapilan ¢aligmalar farkl tiirlerde ovidukttaki NO etkinliginin belirlenebilmesi
iizerine yogunlagmuistir.

Insan, sigir, rat ve domuz oviduktlarmda NOS varlig: bildirilmektedir (6, 29,
106). Uyarilabilir NOS’> un tubal epitelyum, diiz kas hiicreleri ve vaskuler
endotelyumda gozlendigi belirtilmektedir (57). Gawronska ve ark. (71) eNOS
immunreaktivitesinin domuz oviduktunun mukozadaki epitelyum hiicrelerinde,
endotelyumun vaskuler dokusunda ve kas tabakasinda izlediklerini aktarmaktadirlar.
Chatterjee ve ark (107) eNOS aktivitesini rat oviduktunun mukozal epitelyumunda ve
kas tabakasinda gozlemlediklerini belirtmektedirler. Ekerhovd ve ark (7) insan
oviduktunun istmus kismmda eNOS immun boyamasmi epitel tabaka ve kan
damarlar1 endotelyumunda gozlemlediklerini ifade etmektedirler. Bunun yani sira
sigir oviduktunda eNOS ve nNOS immunreaktivitesinin epitel hiicreler ile kan
damarlarinda, yalniz nNOS’ un epitelyum ve diiz kas hiicrelerinde belirlendigi ifade
edilmektedir (72). Insan oviduktunda NOS aktivitesinin epitel hiicreler, diiz kas
hiicreleri, vaskuler endotelyum ve konektif dokuda varlig1 bildirilmektedir (6). Domuz
oviduktundaki NOS aktivitesinin ise mukoza epitelinde kas tabakasina gore daha fazla
oldugu ifade edilmektedir. Ayrica istmus epitelindeki aktivitenin diger bolgelere gore

daha yiiksek oranda oldugu belirtilmektedir. Ostriis esnasinda ovidukt epitelindeki
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NOS enzim aktivitesinin azaldigi, kas tabakasindaki NOS enzim aktivitesinin ise
ovulasyon sonrasinda dnce arttigi, daha sonra azaldig1 ifade edilmektedir (71).

Nitrik oksitin ovidukt duvari epitelyumunda sentezlenip kas katmaninda etki
gostermesi nedeniyle oviduktta parakrin bir 6zellik gosterebilecegi ifade edilmektedir
(8). Ovumun ovidukttan ayrilmadan dnce NOS aktivitesinde ve ekspresyonunda bir
azalmanin olustugu ve bundan dolay1 endotelin-1 (105) ve PGF,, (108) gibi kontraktil
molekiillerin oviduktta bir motiliteye sebep oldugu belirtilmektedir. Arastiricilar (8)
NOS inhibitorlerinin ratlarda bursa ovarikaya enjeksiyonuyla oviduktta bulunan
ovumlarin sayisinda 6nemli bir azalma oldugunu belirtmektedirler. Bununla birlikte
gebe ratlarda spermin NONOate (NO dondérii)’ nin tek basina ovum transportunu
etkilemedigini bildirmektedirler.

Bugiine kadar cesitli yontemler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda insan, rat,
sigir ve domuz ovidukt dokularmmm NOS enzim etkinligine sahip oldugu
aktarimaktadir (6-8, 16, 29, 71, 72, 109). Bu ¢alismalarda, NOS enzimlerinin
varligindan hareketle, ovidukt dokusunda NOS etkinligine bagli olarak olusan endojen
bir NO {iretiminin gerceklestigi belirtilmektedir. Bununla birlikte olusan NO’ nun,
ovidukt diiz kas dokusunda gevsemeye neden olarak motiliteyi etkileyebilecegi, bu
nedenle NO’ nun ovidukt fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol oynadig: hipotezi ileri
stiriilmektedir. Ancak sekstiel siklusun farkli donemlerinde bulunan sigirlarda veya
diger memelilerde L-arjinin-SNP / NOS / NO / sGC yolunun oviduktun diiz kas
kasilimlar1 {izerine in vivo ve/veya in vitro etkilerinin incelendigi c¢aligsmalara
rastlanilmamastir.

Sunulan ¢alismada, Ostriis siklusunun farkli evrelerindeki ineklerde, ovidukt
diiz kas dokusunun spontan kasilimlar1 {izerine NO’ nun etkisinin in vitro olarak
belirlenmesi ve NOS enzimlerinin ekspresyon modellerinin ortaya konulmasi

amaglandu.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec
Calismada, 6zel mezbahalardan elde edilen 3-4 yasli, multipar, klinik olarak patolojik
bir sorunu bulunmayan ve gebe olmayan toplam 64 Holstein inegin 88 oviduktu
kullanild.

Calisma, ineklerde NO’ nun spontan ovidukt kasilimlarina etkisinin
belirlenmesi ve ovidukt dokusunda NOS enzimlerinin varligmimn ortaya konulmasi
amaciyla iki asamada gerceklestirildi.

Spontan ovidukt kasilimlarinin belirlenmesi i¢in izole organ banyosunda
gerceklestirilen ¢alismalar Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dal1 laboratuarinda yiiriitiildii. Bu asamada 40 inege ait luteal yap1 bulunan
ovaryum tarafindaki 40 adet ovidukt kullanild:.

Immiinohistokimyasal boyama, RT-PCR ve Western blot yontemleri ile NOS
enzimlerinin ovidukt dokusunda tespit edilmesi ¢alismalar1 ise Polonya’ da bulunan
Warmia Mazury Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali
laboratuarlarinda gerceklestirildi. Toplam 24 inege ait ovidukt bu {ic yOntemle

degerlendirildi. Western blot analizinde bu hayvanlarin her iki oviduktu da kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Hayvanlarin Secimi ve Seksiiel Sikluslara Goére Gruplandirilmasi
Spontan ovidukt kasilimlarmnin belirlenmesi i¢in izole organ banyosunda
gerceklestirilen caligmalarda kullanilan hayvanlar, Afyonkarahisar ilinde bulunan 6zel
bir mezbahadan elde edildi. Kesim Oncesi, mezbahanenin dinlenme padoklarinda
bulunan hayvanlarin uterus ve ovaryumlar:1 seksiiel siklus donemi, gebelik ve genel
saglik bulgular1 yoniinden rektal palpasyon yoluyla muayene edildi ve kan 6rnekleri
alindi. Kesim sonrasi genital organlar muhtemel bir patolojik durum olup olmadigi
yoniinden makroskobik olarak muayene edildi. Seksiiel a¢idan aktif ve saglikli olarak
degerlendirilen hayvanlar ¢calismaya dahil edildi.

Immiinohistokimyasal boyama, RT-PCR ve Western blot ydntemleri igin
kullanilan hayvanlar Polonya’ nin Olsztyn sehri yakimlarinda bulunan 6zel bir
mezbahadan elde edildi. Kesim Oncesi hayvanlar mezbaha veteriner hekimleri

tarafindan gebelikleri yoniinden rektal palpasyon yoluyla muayene edildi. Kesim
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salonunda bulunan veteriner hekimlerin karkas ve i¢ organ muayenelerinden sonra

genital organlar herhangi bir patolojik durum olup olmadig1 yoniinden makroskobik

olarak muayene edildi. Seksiiel agidan aktif ve saglikli olarak degerlendirilen

hayvanlar ¢alismaya dahil edildi.

Her hayvana ait ovaryumlar Ireland ve ark (110)’1n bildirdigi sekilde luteal

yapinin karakterine gore seksiiel siklus donemleri yoniinden siniflandirild: (Cizelge

2.1). Buna gore hayvanlar, bir siklus siiresi 20 giin olarak degerlendirilerek; metdstriis

grubu (1-4. giin), erken didstriis grubu (5-10. giin), ge¢ didstriis grubu (11-17. giin) ve

follikiiler evre grubu (18-20. giin) olmak iizere dort grupta siniflandirildi.

Cizelge 2.1: Luteal yapinin karakterine gore seksiiel siklus donemlerinin belirlenmesi (110).

Seksiiel Siklus Donemleri

Luteal Yapinin Metdstriis Erken Diostriis Geg Diostriis  Follikiiler Evre
Goriinimii (1-4. glin) (5-10. giin) (11-17. giin) (18-20. giin)
Dis Yiizey kirmizi, ovulasyon ovulasyon yeri sarimsi acik sari-beyaz
heniiz olusmus, sarilmus, kahverengi
ovulasyon yeri korpus luteumun veya turuncu
epitelyum apeksi kirmizi
tarafindan veya kahverengi
sarilmamis
I¢ Yiizey kirmizi, sadece apeks turuncu turuncu-sari
siklikla kan ve kirmizi veya
organize olmus kahverengi,
hiicrelerle dolu geri kalan kisim
turuncu
Vaskularizasyon  gozlenmez genellikle donemin gbzlenmez

periferde smirli

sonuna dogru

periferden apekse

ilerler
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2.2.2. Kan Progesteron Diizeyinin Belirlenmesi

Kan Ornekleri, kesim sirasinda 10 ml hacminde standart numune alma tiipleri
kullanilarak toplandi. Tiipler, termos araciligiyla soguk zincirde 20+5 dakika
icerisinde laboratuara getirildi. Kan oOrnekleri +4 °C’ de 1600 devirde 15 dakika
boyunca santriflij edildi. Elde edilen serumlar Eppendorf tiiplerine (1.5 ml) aktarilarak
— 20°C’ de saklandi. Elektrokemiliiminesans immiinolojik test (ECLIA) yontemi sigir
serum progesteron konsantrasyonunun tespiti i¢in kullanildi (111). ECLIA,
immiinolojik test analizdrlerinde kullanilan ticari test kiti (cobas e, Roche Diagnostics

GmbH, Almanya) ile gerceklestirildi (sensitivite: 0.03 ng/ml).

2.2.3. Kan Nitrik Oksit Diizeyinin Belirlenmesi

Serumda nitrik oksit miktar1 Miranda ve ark (112)° m belirttigi yonteme gore
belirlendi. Bu yontem (Griess reaksiyonu), nitritin asitik ortamda primer bir aromatik
aminle (siilfanilamit) diazotizasyonu ve N-(1-naphthyl)ethylenediamin (NEDD) ile

renkli bir azo tlirevi olusturmasi esasina dayanmaktadir.

Serumdan alman 100 pl 6rnek tzerine, 50 ml hidroklorik asitte 400 mg
Vanadium kloriir ¢ozdiiriilmesiyle elde edilen ¢ozeltiden 100 pl eklendi. Bunun
iizerine seri halde % 2’lik hidroklorik asit ile 100 ml’ ye tamamlanmis 2 g siilfanilamit
cozeltisinden 50 pl ve distile suda hazirlanmis % 0.1’ lik NEDD ¢o6zeltisinden 50 pl
ilave edildi. Ornekler 37 °C’ de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra kiiltiir
plag1 okuyucusuna (Titerteks-Multiskan, M.C., Finlandiya) yerlestirilerek 550 nm’de
okundu. Sonuglar, Cizelge 2.2°de gosterilen ve daha Once degisik
konsantrasyonlardaki sodyum nitratin absorbans degerlerine gore hazirlanan

kalibrasyon egrisi (Sekil 2.1) kullanilarak degerlendirildi.
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Cizelge 2.2: Sodyum nitrat i¢in okunan absorbans degerler.

Konsantrasyon Absorbans Konsantrasyon Absorbans
(UM) (uM)
2 0.020 30 0.190
3.125 0.027 40 0.246
5 0.037 50 0.294
6.25 0.048 60 0.361
10 0.065 70 0.431
12.5 0.087 80 0.489
20 0.127 90 0.542
25 0.153 100 0.596
6
,4
2
£
o A
Z
2
0,0
0 20 40 60 80

Sodyum nitrat (umol/L)

Sekil 2.1: Sodyum nitrat konsantrasyonlarina karsi okunan absorbans degerleri ile elde edilen
kalibrasyon egrisi
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2.2.4. Oviduktlarin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi

Luteal yapmin bulundugu taraftaki oviduktlar, izole organ banyosu ile
immiinohistokimyasal boyama, RT-PCR ve Western blot yoOntemlerinde

degerlendirilmek iizere her bir yonteme uygun sekilde hazirlandi.

2.2.4.1. izole Diiz Kas Seritlerinin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi

Kesim sonrasi oviduktlar (n:40) 15 dakika icerisinde bir termos araciligiyla, soguk
zincirde +4 °C’ de laboratuvara getirildi. Ovidukt infindibulum, ampulla ve istmusu
icine alacak sekilde, igerisinde oksijenize edilen Krebs solusyonu (KS) (NaCl (Fluka,
Buchs, Isvigre) 118 mmol/l, KCI (Fluka, Buchs, Isvigre) 4,7 mmol/l, CaCl, (Fluka,
Buchs, Isvigre) 2,5 mmol/l, MgSO, (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 1 mmol/l,
KH,PO, (Fluka, Buchs, Isvigre) 1 mmol/l, glikoz (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 11
mmol/l, NaHCOs (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 25 mmol/l) bulunan diseksiyon
kabina konuldu. Her ¢aligma Oncesi taze olarak hazirlanan KS, 7.3-7.4 pH’da, %95
0, ve %5 CO; ile preoksijenize olacak sekilde oda sicakliginda muhafaza edildi.
Ovidukt cevresindeki dokular diseke edilerek uzaklastirildi. Ucu keskin olmayan 1.5
mm kalmhgindaki bir prob infindibulumdan 1ilerletilerek probun ilerlemesini
engelleyen diren¢ noktast ampulla-istmus birlesme yeri olarak belirlendi (27). Bu
birlesme yerinin istmus tarafinda olan kismindan 10-12 mm uzunlugunda bir doku
parcast ¢ikarildi. Bu doku parcasi lumeninden sokulan bir makas yardimiyla
uzunlamasina kesildi. Daha sonra bu kismin, eni 2 mm uzunlukta olacak sekilde, yine
longitidunal olarak kesilmesiyle longitidunal istmus kas seridi elde edildi. Sirkiiler kas
seridi elde etmek i¢in istmus 2 mm uzunlugunda yiiziik (ring) tarzinda kesildi. Bu
doku parcasmin da lumeninden sokulan makas yardimiyla uzunlamasina kesilmesiyle
sirkiiler istmus kas seridi elde edildi. Ayni sekilde oviduktun ampulla bolgesinden de

longitidunal ve sirkiiler kas seritleri hazirlandi.
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Izometrik Kasiimlarin Belirlenmesi ve Verilerin Kaydedilmesi

Izole edilen her bir serit, 37 °C sicaklikta ve %95 O, - %5 CO, gaz karisin ile siirekli
oksijenize edilen, igerisinde 20 ml Krebs soliisyonu bulunan 4 kadehli izole organ
banyosu setinde (IOBS 99 Isolated Tissue Bath Stand Set, Commat, Ankara, Tiirkiye)
tespit edildi. Bu amacla doku seritlerinin bir ucu platin halka elektrodun alt ucuna,
diger ucu force displacement transducer’e (model 10-A; MAY, Commat, Ankara,
Tirkiye) ipek iplik yardimiyla baglanip tespit edildi. Her bir hayvana ait dokular
sirasiyla; istmus longitidunal serit kadeh I, istmus sirkiiler serit kadeh II, ampulla
longitidunal serit kadeh III ve ampulla sirkiiler serit kadeh IV olacak sekilde
isimlendirildi.

Hazirlanan tiim doku seritlerine birer gramlik gerim uygulandi. Ortama
alismalar1 i¢in her 15 dakikada bir degistirilen KS icerisinde en az bir saat siireyle
bekletildi. Normal spontan kasilimlarin belirlenmesi i¢in 30 dakikalik kasilim
periyodu bilgisayarda goriintillendi (Acquisition System; MP30 WSW, Biopac
Student Lab PRO Software, Biopac Systems). Daha sonra her bir hayvana ait istmus
ve ampullanin longitidunal ve sirkiiler doku seritlerinde deney protokolii (Cizelge 2.3)

uygulandi. Buna gore;

Endojen NO etkinliginin belirlenmesi amaciyla L-arjinin (Fluka, Buchs,
Isvigre) 10 nM’den 1 mM, eksojen NO yolunun degerlendirilmesi amaciyla SNP
(Fluka, Buchs, Isvigre) 10 nM’den 0,1 mM dozlarinda logaritmik olarak her on
dakikada bir artirilarak uygulandi. Elde edilen en etkili dozlar kayit altina alindu.

Endojen NO etkinliginin reseptoér diizeyinde ortaya konulmasi i¢in 10 uM
dozunda L-NAME (Nitro-L-arjinin-metil-ester) (Fluka, Buchs, Isvigre) verildikten
sonra en etkili dozda L-arjinin uygulandi. Guanil siklaz yolunun etkisinin
degerlendirilmesi i¢in 6rnekler 30 dk 10 uM metilen mavisi (MB) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) ile inkube edildikten sonra en etkili dozda L-arjinin uygulandi. Tim

uygulamalarin miimkiin oldugunca ayni oviduktta yapilmasima 6zen gosterildi.
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Cizelge 2.3: Isthmus ve ampullanin longitidunal ve sirkiiler kas seritlerine uygulanan deney

protokolii.
Uygulama Deney Protokolii Amag
Inkiibasyon Krebs Solusyonunda 1 saat inkiibasyon Ortama uyum
Spontan kasilimlarin
Inkiibasyon Krebs Solusyonunda 30 dakika inkiibasyon belirlenmesi
L-arjinin Endojen nitrik oksit
Uygulama I (10%M, 107M, 10°M, 10°M, 10*M, 10° M) etkisinin belirlenmesi
Uygulama II N-nitro-L-arjinin metil ester (10> M) + L-arjinin | Enzimsel diizeyde
(en etkili doz) endojen nitrik oksit tespiti
Guanilat siklaz diizeyde
Uygulama II1 Metilen Mavisi (10 °M) + L-arjinin (en etkili doz) | endojen nitrik oksit tespiti
Sodyum Nitro Prusid Eksojen nitrik oksit
Uygulama IV (10°M, 107M, 10°M, 10°M, 107 M) etkisinin belirlenmesi

Kasilimlarin degerlendirilmesi sirasinda, her bir gruptaki spontan kasilim
siddeti (amplitiid) 100 olarak kabul edildi. Deney protokoliindeki uygulamalar sonrasi
kasilim siddetinde olusan kontraksiyonun ve/veya inhibisyonun % olarak etkisi kayit

altia alind1

2.2.42. Ovidukt Dokusunda Immiinohistokimyasal Boyama, Revers
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ve Western Blot

Yontemleri ile Nitrik Oksit Sentaz Enzimlerinin Varh@inin Belirlenmesi

Oviduktlar 6ncelikle Lee ve Luna (113)’ m bildirdigi sekilde Hematoksilen-Eozin
boyamas1 ile degerlendirildi. Bu boyamalar sonrasinda histopatolojik muayenede

herhangi bir bulgu gdstermeyen dokular ¢galigmaya dahil edildi.

2.2.4.2.1. Immiinohistokimyasal Boyama icin Doku Orneklerinin Tespit

Edilmesi ve Degerlendirilmesi

Her bir hayvana ait oviduktlar istmus (n:24) ve ampulla (n:24) kismina ayrildiktan

sonra %4 paraformaldehit ile iki saat boyunca tespit edildi. Tespit isleminden sonra
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tamponlu fosfat ¢ozeltisi (pH 7.4) ile yikandi. Daha sonra % 0.01 NaN; (sodyum

azid) iceren % 18 tamponlu sukroz soliisyonuna aktarilarak saklandu.

Immiinohistokimyasal degerlendirme, doku drneklerinden alman, krom alum-
jelatin kapli cam slaytlar iizerine yerlestirilen 12 pm kalmligindaki kriyostat
kesitlerinde gergeklestirildi. Buna gore; oda sicakliginda 30 dakika boyunca havada
kurutulan kesitler, PBS (0.1 M, pH 7.4) i¢ine daldirilarak 20 dakika bekletildi. Daha
sonra % 0.1 Triton X-100, % 0.1 bovine serum albumin, % 0.05 thimerosal (bakteriyel
ajan), % 0.01 NaN3 ve % 10 normal goat serum bulunan 0.1 M PBS solusyonu
icerisinde oda sicakliginda bir saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
preparatlar PBS icerisinde 10 dakika siireyle ii¢ defa yikandi. Doku 6rnekleri bir gece
boyunca rabbit polyclonal antthuman nNOS ( diliisyon 1 : 5000 (Chemicon, AB5380,
USA), mouse monoclonal antthuman eNOS (diliisyon 1 : 100 (BD Transduction
Laboratories N30020, USA) ve rabbit monoclonal antimouse iINOS (diliisyon 1 : 800
(Sigma N7782, USA) primer antiserumlari ile inkiibe edildi. Ornekler oda sicakliginda
PBS i¢inde ii¢ kez yikandiktan sonra, % 1 Triton X-100, % 0.1 bovine serum
albumin, % 0.05 thimerosal, % 0.01 NaNs ve % 10 normal goat serum bulunan 0.01
M PBS icerisinde Alexa-conjugated goat anti-rabbit IgG (nNOS ve iNOS) (Invitrogen
A11010, UK) (diliisyon 1: 500) veya goat anti-mouse IgG (eNOS) (Invitrogen
A11003, UK) (diliisyon 1: 500) ile inkiibe edildi. Boyama prosediirii preparatlarin
oda sicakliginda PBS igerisinde iiclii durulanmasiyla tamamlandi. Son olarak
preparatlar PBG (phosphate-buffered glycerol, pH 7.4) ile kaplandi ve ornekler
floresans mikroskop (Axiophot, Zeiss, Germany) altinda analiz edildi. Nitrik oksit
sentaz izoformlar1 i¢in pozitif immunreaktivite istmus ve ampullada epitelyum, lamina
propria, muskuler katman ve seroza ile kan damarlar1 endotelinde arandi. Preparatlar

birbirinden bagimsiz farkl iki kisi tarafindan (O.Y. ve J.C.) degerlendirildi.
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Preparatlarda gozlenen pozitif immun yanitin siddeti Biilbiil ve ark (53)’m
bildirdikleri gibi;

0: reaksiyon yok

1: zayif reaksiyon

2: orta derecede reaksiyon

3: siddetli reaksiyon

4: cok siddetli reaksiyon olacak sekilde smiflandirildi.  Elde edilen

sonuclar, ortalamalar1 alinarak istatistiksel degerlendirmeler i¢in kaydedildi.

Noronal NOS immunreaktivitesi degerlendirilirken sinir fibrillerinin dagilimi

Majewski ve ark (109)’ 1n bildirdikleri gibi;
(+) : ara sira gozlenen tek fibril
+ : tek fibril
++ : birkag adet fibril
+++ 13-4 adet fibril
++++ : cok sayida fibril

- : fibril gézlenmedi  olacak sekilde siniflandirildi.

Preparatlar konfokal mikroskop (BIO-RAD) ile fotograflanda.

Primer antiserumun c¢ikarilmasi (omission) veya non-immun serumun yer
degistirilmesiyle (replacement) yapilan kontrol boyamalariyla immunreaksiyonun

spesifik olup olmadig1 arastirildi.

2.2.4.2.2. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ve
Western Blot Yontemleri icin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve

Degerlendirilmesi

Her bir hayvana ait doku O6rnekleri RNA later (Ambion, Cat. 7024) (aqueous doku
saklama ayiraci) igerisinde soguk zincirde laboratuara getirildi ve degerlendirilmek
iizere -20°C’ de saklandi. Total RNA, asit fenol-guanidin isotiyosiyanit metoduna

gore izole edildi (114). izole edilen total RNA oOrnekleri deiyonize formamid
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icerisinde  ¢ozdiiriildi  (Sigma, USA) ve konsantrasyonlar1 Ultrospec 111
spektrofotometre (Pharmacia LKB, Sweden) ile 260 nm’de spektrofotometrik olarak
tespit edilerek -20°C’ de saklandi. RNA izolasyonu sonrasi kalan fenol, protein
izolasyonu i¢cin TRIZOL ayiracinda (Gibco BRL, USA) belirtilen protein izolasyonu
prosediiriine gore uzaklastirildi. Buna gore; 6rneklere 0.3 ml % 96’ lik etanol eklendi
ve santrifiij edildi (5 dakika, 2000 g). DNA igeren presipitat atildi ve 2 ml isopropanol
(POCh, Poland) siipernatanta eklendi. Santrifiij sonras1 (10 dakika, 12000 g),
siipernatant atildi ve proteinlerin bulundugu presipitat soguk aseton ile yikandi
(POCh, Poland), havada kurutuldu ve % 1 sodyum laurilsiilfat (SDS; BioRad, USA)
soliisyonunda ¢6zdiiriildii. Protein konsantrasyonlar1 Bradford assay ile belirlendi ve

protein preparasyonlar1 -20°C’ de saklandu.

Semi-Kantitatif Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu, oviduktlar istmus (n:24) ve ampulla
(n:24) kisimlarma ayrildiktan sonra iki tiip reaksiyonu seklinde gergeklestirildi. Her
ornekten alinan 2 pg total RNA 0.5 ml’ lik Eppendorf tiiplerinde etanol ile ¢oktiirtildii
(115) ve daha sonra 14 pl nuclease-free su eklenerek ¢ozdiiriildii. Oligo dT (12-18)
primerinden (Sigma, USA; 0.5mg/ml) 1 pl eklendi ve tiipler 65 °C’ de 10 dakika
inkiibe edildikten sonra buz iizerinde sogutuldu. Tiiplere 10 mM deoksiriboniikleotid
(dNTPs; 2.5 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP; Pharmacia LKB, Sweden)
karigimlarindan 2 pl, 4 pl 5 kat yogunlastirilmis Moloney murine leukemia virus-
reverse transcriptase (MMLV-RT) buffer (Fermentas, Litvanya), 20 iinite riboniikleaz
inhibitor (Promega, USA) ve 200 iinite MMLV-RT (Fermentas, Litvanya) eklendi.
Hacim, nuclease-free su ile 20 ul’ ye tamamlandi. Revers transkriptaz reaksiyonu 42
°C’ de 1 saat olacak sekilde gergeklestirildi ve 1s1 75 °C’ ye (10 dakika)
yiikseltildikten sonra buz {lizerinde sogutuldu. Hazirlanan cDNA preparasyonlari, her
ornekteki revers transkriptaz ve PCR’ nin uniform etkinligini tayin etmek amaciyla,
sigir nNOS, iINOS, eNOS ve internal bir standart olan 18S rRNA icin spesifik
primerler ile birlikte sonraki PCR i¢in kullanildi. PCR tiipleri 1.25 ul 10 kat
yogunlastirilmig Taq polymerase buffer (Fermentas, Lithuania), her primerden 100
pm, 1.25 pl 10 mM dNTPs karisimi, 0.75 pl 50 mM MgCl2, 0.5 ul cDNA
preparasyonu, 0.5 iinite Taq termostabil DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya) ve
total hacim 12.5 pl olacak sekilde ultra saf su eklenerek hazirlandi. Denaturasyon 95

°C’ de 10 saniye, baglanma 58-67 °C’ de 10 saniye ve uzama asamasi 72 °C’ de 1
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dakika, 30 siklus olacak sekilde PCR cihaz1 ayarlandi. Primerlerin sekanslari,
baglanma sicakliklar1 ve PCR firiinlerinin beklenen biiyiikliikleri Cizelge 2.4’ de

verilmektedir.

Cizelge 2.4: Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kullanilan primerlerin sekanslari, biiyiikliikleri
ve baglanma sicakliklari.

mRNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu | Biiyiikliik | Sicakhk
Primerleri
nNOS 5'-gtcatttctgtccgtctcttcaaac-3' 329bp 66 °C

5'-gctgggtcacacggatggtcttg-3'

iNOS S'-agcacgggaatgagtctcc-3' 394bp 63 °C
5'-cgtcagctggtaggttectg-3'

eNOS 5'-ccttecgcetaccagecaga-3' 104bp 67 °C
5'-cagagatcttcaccgegttggeca-3'
18SrRNA 5'-gtaacccgttgaaccccatt-3' 151bp 58 °C

5'-ccatccaatcggtagtagcg-3'

Polimeraz zincir reaksiyonu triinleri M1 molekiiler biiytikliik isaretleyicisiyle
(DNA Gdansk, Polanya) TAE buffer i¢indeki % 0.8 agaroz jelde analiz edildi. DNA
fragmentleri Etidyum Bromid (Sigma, USA) ile boyand1 ve 302 nm transluminator
(Pharmacia LKB, Isveg) ile goriintiilendi. Jel 100 ASA 35 mm siyah beyaz film ile
fotograflandi.

Western Blot Analizi

Oviduktlarm istmus (n:48) ve ampulla (n:48) kisimlari, ipsilateral (luteal yap1 bulunan
ovaryum ile) ve kontralateral olarak degerlendirildi. Western blot, Laemmli (116)’ in
bildirdigi sekilde gergeklestirildi. Her bir protein 6rnegine (45 pg) % 50 triklorasetik
asit (POCh, Polanya), final konsantrasyon %10 olacak sekilde eklendi ve 0°C’ de 5
dakika inkiibe edildikten sonra santriifiij edildi (2 dakika, 12000 g). Presipitat soguk
aseton ile yikandi, havada kurutuldu ve 10 pl SDS buffer igerisinde ¢ozdiiriildii (116).
Ornekler 95 °C’de 5 dakika bekletildi ve oda sicakliginda sogutulduktan sonra
santrifiij edildi (2 dakika, 16000). Siipernatantlar % 10 SDS-polikrilamid jel ile %5
stacking jele aktarildi. Jelin bir seridinde 1 pl protein molekiiler agirlik markeri
(Broad Range, Bio Rad, USA) buffer i¢inde ¢alisildi. Elektroforezis MiniProtean II jel
aparatinda (Bio Rad, USA) 200 V, 40 dakikada ytriitiildii.
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Elektroforezis sonrasi proteinler Mini TransBlot aparat1 igerisindeki (Bio Rad,
USA) PVDF membrana (Immobilon, Bio Rad, USA) elektroblotlandi. Protein
bandlar1 PVDF membran tizerinde % 1 asetik asit (POCh, Poland) i¢inde % 1 Amido
Black (Sigma, USA) ile boyand1 ve standart bantlarin molekiiler agirlik pozisyonlari
yumusak uglu bir kursun kalem ile isaretlendi. Membran TRIS-buffered saline (TBS,
pH 7.4) i¢inde % 10 bovine serum albumin (BSA, Sigma, USA) ile 42 °C’ de 1 saat
blokland1 ve uygun primer antikorlarla (rabbit polyclonal antthuman nNOS ( diliisyon
1: 500 (Chemicon, AB5380, USA), mouse monoclonal antihuman eNOS (diliisyon 1:
100 (BD Transduction Laboratories N30020, USA) ve rabbit monoclonal antimouse
INOS (diliisyon 1: 1000 (Sigma N7782, USA) inkube edildi. Membranlar TBS ile
yikand1 ve uygun biotin konjuge sekunder antikorlarla (nNOS ve iNOS icin Alexa-
conjugated goat anti-rabbit IgG (Invitrogen A11010, UK) (diliisyon 1: 400) veya
eNOS i¢in goat anti-mouse I1gG (Invitrogen A11003, UK) (diliisyon 1: 400) 30 dakika
inkube edildi. Inkiibasyon sonrasi membranlar TBS ile yikandi ve alkalin fosfataz
konjuge streptavidin (0.5 pg/ml; Sigma, USA) ile 30 dakika inkiibe edildi.
Membranlar tekrar TBS ile yikand1 ve alkalin fosfataz-aktivasyon buffer (100 mM
NaCl, 100mM Tris HCI, pH 9.5) ile inkiibe edildikten sonra CDP Star Ready-to-use
(Roche, USA) kemiluminisens tespit ayiract ile muamele edildi.

Membranlar plastik ambalaja sarilarak 2 dakika boyunca X-ray filme (Retina,
Photochemische Werke GmbH, Almanya) aktarildi. X-ray filmler i¢in Rodinal
gelistirici (AGFA, Almanya) kullanildi. Bantlarin pozisyonlar1 filme transfer edildi.

2.2.5. Istatistiksel Degerlendirme

Gruplar arasinda kan progesteron, nitrik oksit degerleri ile NOS ekspresyonlari
bakimindan fark olup olmadiginin belirlenmesinde Tek Yonlii Varyans Analizi, farkin
hangi gruplardan kaynaklandigini ortaya koymak i¢in ise Duncan Test yapildi. Ayni
sekilde izole organ banyosu sonuclarmin gruplar icerisinde olusturduklar1 farkin
belirlenmesinde Varyans Analizi ve Duncan Test uygulandi. Sonuglar Mean + SE
olarak verildi. Minimal onemlilik ise p<0.05 olarak kabul edildi. Istatistiksel

degerlendirmeler SPSS 10.0 programi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR
3.1. Hayvanlarin Kan Progesteron (P4) Diizeyleri
Hayvanlarin metostriis, erken didstriis, ge¢ didstriis ve follikiiler evre gruplarina gore

serum/P4 diizeyleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1: Hayvanlarin gruplara gore serum progesteron diizeyleri.

Gruplar
Metdstriis Erken Dibstriis Geg Diostriis  Follikiiler Evre
P4 (ng/ml) 1.29+0.14° 3.03+£0.12° 8.24+1.52° 0.44 +0.06 ©

Aymi satirda farkli harfler tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunmustur
(p<0.001).

3.2. Hayvanlarin Kan Nitrik Oksit Diizeyleri
Hayvanlarin metostriis, erken didstriis, ge¢ didstriis ve follikiiler evre gruplaria gore

serum/NO diizeyleri Cizelge 3.2° de verilmistir.

Cizelge 3.2: Hayvanlarin gruplara gore serum nitrik oksit diizeyleri.

Gruplar
Metdstriis Erken Dibstriis ~ Geg Diostriis ~ Follikiiler Evre
NO (umol/L) 17.22+0.82* 12.01+0.68° 14.03+0.73° 18.12+1.12°

Aymi satirda farkli harfler tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunmustur
(p<0.001).

3.3. Oviduktta L-arjinin Uygulamasi Sonrasinda Olusan izometrik Kasihm
Degerleri (%)

Gruplarda istmusun longitidunal diiz kasi iizerine c¢esitli konsantrasyonlardaki L-

arjinin (10° M, 107 M, 10° M, 10° M, 10* M, 10~ M) varliginda olusan ortalama

yilizde (%) kasilim degerleri ve doz-cevap egrisi Sekil 3.1° de verilmistir. Met0striis

(p<0.001) ve erken didstriis (p<<0.001) gruplarinda L-arjininin dozuna bagli olarak

kasilim siddetinin arttig1 gozlendi. Geg diostriis ve follikiiler evre gruplarinda kasilim
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siddetinin degismedigi izlendi. Metdstriis ve erken didstriis gruplarinda en etkili L-

arjinin dozunun 10° M oldugu bulundu.

L-NAME (10° M ) + L-arjinin (10 M) uygulamasmm (Sekil 3.1) spontan
kasilima ve L-arjininin (10~ M) yalmiz uygulanmasina gdre metdstriis grubunda
kasilim siddetini arttirdig1 (p<0.001) izlendi. Erken didstriis grubunda kasilim
siddetinin spontan kasilima gore arttigi (p<0.001), L-arjininin (10° M) yalniz
uygulanmasma gore azaldigr (p<0.001) belirlendi. Ge¢ didstriis ve follikiiler evre
gruplarinda kasihm siddetinde spontan kasiima ve L-arjininin (107 M) yalniz
uygulanmasma gore rakamsal olarak bir miktar artis olmakla birlikte olusan fark
istatistiksel olarak dnemli bulunmadi.

Istmusun longitidunal diiz kas dokusunun MB (10° M ) ile inkubasyonu
sonrasinda uygulanan L-arjininin (10 M) metdstriis grubunda spontan kasilima ve L-
arjininin (10° M) yalniz uygulanmasma gore kasilim siddetinde artisa (p<0.001),
erken didstriis grubunda azalmaya (p<0.001) neden oldugu belirlendi (Sekil 3.1). Yine
ayni sekilde MB ile inkubasyon sonrasi ge¢ didstriis grubunda kasilim siddetindeki
azalmanim spontan kasilima gore fark olusturmadigi fakat L-arjininin (10~ M) yalniz
uygulanmasma gore farkli oldugu (p<0.05) tespit edilirken; follikiiler evrede
istatistiksel olarak bir fark olusmadig: belirlendi.

Isthmusun sirkiiler diiz kasma artan dozlarda uygulanan L-arjininin metostriis
grubunda doza bagl kasilim olusturdugu (p<0.001), erken didstriis grubunda fark
olusturmadigi izlendi. Geg didstriis ve follikiiler evre gruplarinda doza bagimli olarak
kasilim siddetini arttig1 (p<0.001) ve en etkili L-arjinin dozunun 10 M oldugu
belirlendi (Sekil 3.2).

L-NAME (10° M ) + L-arjinin (10 M) uygulamasmin (Sekil 3.2) metdstriis
ve follikiiler evre gruplarinda kasilim siddetini spontan kasilima gore arttirdig:
(p<0.001), L-arjininin (10 M) yalniz uygulanmasma gore istatistiksel olarak fark
olusturmadig1 gozlendi. Erken didstriis grubunda spontan kasilima ve L-arjininin (10~
M) yalniz uygulanmasina gore kasilim siddetinin degismedigi izlendi. Geg didstriis
grubunda ise kasilim siddetinin spontan kasilima ve L-arjininin (10~ M) yalniz

uygulanmasia gore arttig1 (p<0.001) belirlendi.

Istmusun sirkiiler diiz kas dokusunun MB ile inkubasyonu sonrasmnda
uygulanan L-arjininin (10~ M) (Sekil 3.2) metdstriis grubunda spontan kasilima ve L-

arjininin (10° M) yalniz uygulanmasina gére kasilim siddetinde istatistiksel olarak
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fark olusturmadigi gorildii. Erken didstriis grubunda spontan kasilima ve L-arjininin
(107 M) yalniz uygulanmasina gore kasilim siddetinin azaldig1 belirlendi (p<0.001).
Geg diostriis grubunda kasilim siddetinde spontan kasilima gore bir fark bulunmazken
L-arjininin (10~ M) yalniz uygulanmasma gére kasihm siddetinin azaldig1 izlendi
(p<0.001). Follikiiler evrede ise spontan kasilima gore kasilim siddetinin arttigi
(p<0.001), bununla birlikte L-arjininin (10~ M) yalniz uygulanmasma gére kasilim

siddetinde istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusmadigi saptandi.



300 -

200 -

Kasilim (%)

100 -

31

B Spontan B L-arjinin (10'8M) B L-arjinin (107 M)
6 -5 -4
B L-arjinin (10 M) O L-arjinin (10 M) OL-arjinin (10 M)
B L-arjinin (103 M) B L-NAME + L-arjinin (10'3 M) B MB + L-arjinin (10'3M)

Metostriis Erken Di0striis Geg Diostriis Follikiiler Evre

Sekil 3.1 : Gruplarda istmusun longitidunal diiz kasi tizerine gesitli konsantrasyonlardaki L-arjinin (10 M, 107 M, 10° M, 10°M, 10*M,10° M), L-NAME
(10°M ) + L-arjinin (10° M) ve MB (10° M ) + L-arjinin (10~ M) varhginda olusan yiizde (%) kasilim degerleri. Her bir grupta farkli harfleri tasiyan degerler
arasinda istatistik olarak fark bulunmustur (Metdstriis p<0.001; Erken Di6striis p<0.001; Geg Didstriis p<0.05).
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B Spontan B L-arjinin (10® M) B L-arjinin (107 M)
300 B L-arjinin (10° M) O L-arjinin (10° M) O L-arjinin (10" M)
B L-arjinin (10> M) B L-NAME+L-arjinin (107 M) B MB-+L-arjinin (10° M)
200 -
S
g
5 c
d d d d
100 -
0 _

Metostriis Erken Didstriis Geg Diostriis Follikiiler Evre

Sekil 3.2 : Gruplarda istmusun sirkiiler diiz kasi iizerine gesitli konsantrasyonlardaki L-arjinin (10®* M, 107 M, 10° M, 10° M, 10* M ,10° M), L-NAME
(10°M ) + L-arjinin (10° M) ve MB (10° M ) + L-arjinin (10~ M) varliginda olusan yiizde (%) kasilim degerleri. Her bir grupta farkli harfleri tastyan degerler
arasinda istatistik olarak fark bulunmustur (p<0.001).
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Ampullanin longitidunal diiz kasina L-arjininin artan dozlarda uygulanmasiyla
(Sekil 3.3) metostriis (p<0.001), erken didstriis (p<0.001) ve follikiiler evre (p<0.01)
gruplarinda doza bagl sekilde kasilimmn artti1 ve en etkili L-arjinin dozunun 10~ M
oldugu belirlendi. Ge¢ diostriis grubunda kasilim siddetinin arttigi gozlenmekle
birlikte istatistiksel olarak fark belirlenemedi.

L-NAME (10° M ) + L-arjinin (10° M) uygulamasmimn (Sekil 3.3) metdstriiste
kasilim siddetini spontan kasilima gére arttirdigi (p<0.001), L-arjininin (10~ M)
yalniz uygulanmasma gore fark olusturmadigi gozlendi. Erken dibstriis grubunda
spontan kasilima gore kasilim siddetinin arttig1 (p<0.001), L-arjininin (10~ M) yalniz
uygulanmasma gore azaldigi (p<0.001) gorildii. Geg didstriis grubunda kasilim
siddetinin, spontan kasilima ve L-arjininin (10~ M) yalniz uygulanmasma gore arttig1
(p<0.001) izlenirken, follikiiler evre grubunda ise kasilim siddetinde spontan kasilima
ve L-arjininin (10° M) vyalniz uygulanmasina gore istatistiksel olarak bir fark
olusmadig1 saptandi.

Ampullanin longitidunal diiz kas dokusunun MB ile inkubasyonu sonrasinda
uygulanan L-arjininin (10° M) (Sekil 3.3) metdstriis grubunda kasilim siddetini
spontan kasilima gore arttirdigi (p<0.001) ancak L-arjininin (10° M) yalniz
uygulanmasma gore istatistiksel olarak fark olusturmadigi gozlendi. Geg¢ didstriis
grubunda kasiim siddetinin spontan kasiima ve L-arjininin (10~ M) yalniz
uygulanmasima gore istatistiksel olarak fark olusturmadigi saptandi. Bununla birlikte
erken didstriis (p<0.001) ve follikiiler evre (p<0.01) gruplarinda kasilim siddetinde L-
arjininin (10~ M) yalniz uygulanmasma gore azalma oldugu, spontan kasilima gére

fark olmadig1 bulundu.

Ampullanin sirkiiler diiz kasmna L-arjininin artan dozlarda uygulanmasiyla
(Sekil 3.4) metostriis ve erken didstriis gruplarinda doza bagli sekilde kasilimin arttigi
(p<0.001) ve en etkili L-arjinin dozunun 10~ M oldugu izlenirken, ge¢ didstriis ve
follikiiler evrede kasilim siddetinde istatistiksel olarak fark olusmadigi saptand.

L-NAME (10°M ) + L-arjinin (10 M) uygulamasmin (Sekil 3.4) metdstriis ve
erken di0striis gruplarinda kasilim siddetini spontan kasilima gore arttirdigi (p<<0.001),
L-arjininin (10~ M) yalniz uygulanmasma gore degistirmedigi gozlendi. Geg didstriis
(p<0.001) ve follikiiler evre (p<0.01) gruplarinda kasilim siddetinin spontan kasilima

ve L-arjininin (10> M) yalniz uygulanmasma gore arttig1 saptandi.
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Ampullanin sirkiiler diiz kas dokusunun MB ile inkubasyonu sonrasinda
uygulanan L-arjininin (10° M) (Sekil 3.4) metdstriis grubunda kasilm siddetini
spontan kasihima ve L-arjininin (10~ M) yalniz uygulanmasina gore arttirdig
(p<0.001) gozlendi. Erken didstriiste kasilim siddeti ile spontan kasilim arasinda fark
olusmazken, L-arjininin (10~ M) yalniz uygulanmasma gore azaldigi (p<0.001)
izlendi. Geg diostriis ve follikiiler evrede ise kasilim siddetinin spontan kasilima ve L-
arjininin (10~ M) yalniz uygulanmasina gore istatistiksel olarak fark olusturmadig
gozlendi.

Sunulan calismada gruplara gore logaritmik olarak artan dozlarda uygulanan
L-arjinin, L-NAME (10° M ) + L-arjinin (10 M) ve MB (10° M ) + L-arjinin (10~
M) uygulamalarmin istmus ve ampullanin longitidunal ve sirkiiler kas dokularinda

gosterdikleri cevaplar toplu olarak Cizelge 3.3° de verilmistir.
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B Spontan M L-arjinin (10 ’ M) B L-arjinin (107 M)
300 - @ L-arjinin (10'6 M) O L-arjinin (10'5 M) O L-arjinin (10 M)
@ L-arjinin (10'3 M) B L-NAME + L-arjinin (10_3 M) B MB + L-arjinin (10'3 M)
200 -
§ a a
g
g
4
100 -
Erken Di0striis Geg Diostriis Follikiiler Evre

Metostriis
Sekil 3.3: Gruplarda ampullanin longitidunal diiz kasi tizerine gesitli konsantrasyonlardaki L-arjinin (10°* M, 107 M, 10° M, 10°M, 10*M, 10° M), L-NAME
(10°M ) + L-arjinin (10° M) ve MB (10° M ) + L-arjinin (10~ M) varliginda olusan yiizde (%) kasilim degerleri. Her bir grupta farkli harfleri tastyan degerler
arasinda istatistik olarak fark bulunmustur (Metostriis p<0.001; Erken Diéstriis p<0.001; Geg Didstriis p<0.001; Follikiiler Evre p<0.01).
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B Spontan B L-arjinin (10'8 M) @ L-arjinin (10-7 M)
300 - @ L-arjinin (10'6 M) O L-arjinin (10'5 M) O L-arjinin (10'4 M)
@ L-arjinin (10'3 M) B L-NAME + L-arjinin (10'3 M) E MB + L-arjinin (10'3 M)
200 +
S
g
¥
100 -
0 —

Metostriis Erken Didstriis Geg Didstriis Follikiiler Evre

Sekil 3.4: Gruplarda ampullamn sirkiiler diiz kasi iizerine gesitli konsantrasyonlardaki L-arjinin (10®* M, 107 M, 10° M, 10° M, 10* M, 10° M), L-NAME
(10°M ) + L-arjinin (10° M) ve MB (10° M ) + L-arjinin (10~ M) varliginda olusan yiizde (%) kasilim degerleri. Her bir grupta farkli harfleri tastyan degerler
arasinda istatistik olarak fark bulunmustur (Metostriis p<0.001; Erken Diéstriis p<0.001; Geg Didstriis p<0.001; Follikiiler Evre p<0.01).
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3.4. Oviduktta Sodyum Nitro Prusid (SNP) Uygulamasi Sonrasinda Olusan
izometrik Kasihm Degerleri (%)

Istmusun longitidunal diiz kasma SNP’ nin artan dozlarda uygulanmasiyla metdstriis
(p<0.001) ve follikiiler evre (p<0.05) gruplarinda doza bagimli sekilde kasilimda
azalmanm meydana geldigi ve SNP’ nin 10* M dozunun toksik doz oldugu izlendi.
Erken diostriis grubunda kasilim siddetinde rakamsal olarak bir artis izlenmekle
birlikte istatistiksel olarak fark gézlenmedi. Bunun yani sira SNP” nin 10* M dozunun
10° M dozuna gore kasilim siddetinde sayisal olarak azalmaya neden oldugu
belirlendi. Geg¢ didstriis grubunda doza bagimli sekilde kasilim siddetinin arttigi
(p<0.001), SNP’ nin 10 M dozunun ise toksik etki olusturdugu goriildii (Sekil 3.5).

Istmusun sirkiiler diiz kasina SNP’ nin artan dozlarda uygulanmasiyla (Sekil
3.6) metostriis, erken didstriis, ge¢ didstriis ve follikiiler evre gruplarinda kasilim
siddetinde doza bagli sekilde azalma oldugu (p<0.001) ve SNP’ nin 10* M dozunun
toksik etki olusturdugu goriildii.

Ampullanin longitidunal diiz kasma SNP’ nin artan dozlarda uygulanmasiyla
(Sekil 3.7) kasilim siddetinde metdstriis grubunda doza bagl bir azalmanin (p<0.001)
oldugu izlendi. Erken di6striis grubunda istatistiksel olarak fark olusmadigi gozlendi.
Geg didstriis grubunda kasilim siddetinde SNP’ nin 10° M dozuna kadar artis (p<0.05)
belirlenirken SNP’ nin 10 ve 10® M dozlarinin sayisal olarak kasilim siddetinde
azalmaya neden oldugu ancak spontan kasilimla istatistiksel olarak fark olusturmadigi
goriildii. Follikiiler evre grubunda kasilim siddetinde doza bagl sekilde azalma oldugu
(p<0.001) ve SNP’ nin 10 M dozunun toksik doz oldugu izlendi.

Ampullanin sirkiiler diiz kasina SNP’ nin artan dozlarda uygulanmasiyla (Sekil
3.8) metostriis ve follikiiler evre gruplarinda kasilim siddetinde doza bagli azalma
(p<0.001) izlenirken, 10* M dozundaki SNP’ nin toksik doz oldugu belirlendi. Erken
diostriis ve ge¢ diostriis gruplarinda kasilim siddetinde istatistiksel olarak fark
olusmadig1 gézlendi.

Sunulan calismada gruplara gore logaritmik olarak artan dozlarda uygulanan
SNP uygulamasinin istmus ve ampullanin longitidunal ve sirkiiler kas dokularinda

gosterdikleri cevaplar toplu olarak Cizelge 3.3° de verilmistir.
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Sekil 3.5: Gruplarda istmusun longitidunal diiz kas1 tizerine gesitli konsantrasyonlardaki SNP (10°*M, 107 M, 10° M, 10° M, 10™* M) varliginda olusan yiizde
(%) kasilim degerleri. Her bir grupta farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunmustur (Metostriis p<0.001; Geg Diostriis p<0.001;

Follikiiler Evre p<0.05).
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Sekil 3.6: Gruplarda istmusun sirkiiler diiz kas {izerine gesitli konsantrasyonlardaki SNP (10*M, 107 M, 10° M, 10° M, 10 M) varliginda olusan yiizde (%)
kasilim degerleri. Her bir grupta farkli harfleri tagiyan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 3.7: Gruplarda ampullanin longitidunal diiz kast iizerine gesitli konsantrasyonlardaki SNP (10*M, 107 M, 10° M, 10° M, 10*M) varliginda olusan
yiizde (%) kasilim degerleri. Metostriis, ge¢ didstriis ve follikiiler evre gruplarinda farkl: harfleri tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunmustur
(Metostriis p<0.001); Geg Didstriis p<0.05; Follikiiler Evre p<0.001)
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Sekil 3.8: Gruplarda ampullanin sirkiiler diiz kas1 iizerine gesitli konsantrasyonlardaki SNP (10 M, 107 M, 10° M, 10° M, 10* M) varhginda olusan yiizde
(%) kasilim degerleri. Metostriis ve follikiiler evre gruplarinda farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunmustur (p<0.001).
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Cizelge 3.3: Gruplara gore istmus ve ampullanin longitidunal ve sirkiiler kas dokularinda logaritmik olarak artan dozlarda uygulanan L-arjinin ve SNP ile
L-NAME (10°M ) + L-arjinin (10° M) ve MB (10° M ) + L-arjinin (10~ M) uygulamalarmin kasilim siddetinde olusturduklar1 degisimler

Metostriis Erken Diostriis Geg Diostriis Follikiiler Evre
Istmus Longitidunal ~ L-arjinin (artan dozlarda) artis artis degisme yok degisme yok
SNP (artan dozlarda) azalma degisme yok artis azalma
L-NAME+L-arjinin (10) artis azalma degisme yok degisme yok
MB+L-arjinin (107) artis azalma azalma degisme yok
Istmus Sirkiiler L-arjinin (artan dozlarda) artis degisme yok artis artis
SNP (artan dozlarda) azalma azalma azalma azalma
L-NAME+L-arjinin (10) degisme yok degisme yok artis degisme yok
MB+L-arjinin (107) degisme yok azalma azalma degisme yok
Ampulla Longitidunal L-arjinin (artan dozlarda) artis artis degisme yok artis
SNP (artan dozlarda) azalma degisme yok degisme yok azalma
L-NAME+L-arjinin (10) degisme yok azalma artis degisme yok
MB+L-arjinin (107) degisme yok azalma degisme yok azalma
Ampulla Sirkiiler L-arjinin (artan dozlarda) artis artis degisme yok degisme yok
SNP (artan dozlarda) azalma degisme yok degisme yok azalma
L-NAME+L-arjinin (10) degisme yok degisme yok artis artis
MB+L-arjinin (107) artis azalma degisme yok degisme yok
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3.5. Ovidukt Dokusunda Nitrik Oksit Sentaz Enzimlerinin Immiinohistokimyasal

Olarak Dagilhimlan

Endoteliyal NOS immunreaktivitesi (eNOS-ir)’ nin  immunohistokimyasal

degerlendirmede tiim gruplarda istmus ve ampullanin seroza, kas katmani ve lamina

propriasindaki kan damarlar1 endotelinde pozitif sonu¢ verdigi gozlendi (Sekil 3.9,

3.10).

Sekil 3.9: istmusun lamina propria ve muskuler katmanlari (A) ile seroza katmanindaki (B) kan
damarlar1 endotelinde eNOS-ir. Ok: Kan damar1 endoteli, Lp: Lamina propria, M: Muskuler
katman (biiyiitme: 40x).

Sekil 3.10: Ampullanin seroza ve muskuler katmanlari ile lamina propriyasinda bulunan kan
damarlar1 endotelinde eNOS-ir. Lp: Lamina propria, M: Muskuler katman, S: Seroza (biiyiitme:
40x).
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Epitelyumdaki eNOS-ir’ in, tiim gruplarin istmus ve ampullasinda epitel
hiicrelerin lumene bakan yiiziinde yer yer ve ¢izgi tarzinda lokalize oldugu goézlendi.
Diger taraftan istmustaki boyanmanin ampullaya gore daha belirgin olarak izlenebildigi
dikkati ¢ekti. Epitelyumun eNOS ile immunohistokimyasal olarak boyanma siddetleri
incelendiginde istmus ve ampullada gruplar arasinda fark (p<0.001) oldugu belirlendi

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4: Tim gruplarda istmus ve ampullanin epitel tabakasinda izlenen eNOS-ir
skorlari.

Gruplar

Metostriis ~ Erken Didstriis  Geg Didstriis  Follikiiler Evre

istmus (n:24)  3.83+0.16° 150+022°  1.66+0.16° 2.66+0.16"
Ampulla (n:24)  3.50+022°  1.33+£021°¢  1.50+£022¢ 233+033°

Aym satirda farkli harfler tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunmustur
(p<0.001).

Istmus (Sekil 3.11) ve ampullanm (Sekil 3.12) epitelyum tabakasinda izlenen
eNOS-ir’ in, metdstriis grubunda diger gruplara gore en siddetli reaksiyonu gosterdigi
ve metOstriis grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olusturdugu
gozlendi (p<0.001). Erken didstriis grubunda istmus ve ampullanin epitelyum
tabakasindaki boyanma siddetlerinin ge¢ didstriis grubuna gore daha az oldugu ancak
istatistiksel olarak fark olusturmadigi belirlendi. Geg¢ didstriis grubunda istmus ve
ampulladaki boyanma siddetlerinin follikiiler evre ve metostriis gruplarina gore daha az
oldugu gozlendi (p<0.001). Follikiiler evre grubunda ise istmus ve ampullada boyanma
siddetlerinin metdstriis grubuna gore daha az, erken ve gec dibstriis gruplarina gore
daha fazla oldugu izlenirken, follikiiler evre grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel

olarak fark bulundu (p<0.001).
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Sekil 3.11: Gruplarda istmusun epitel hiicrelerinin lumene bakan yiiziinde ¢izgi tarzinda
lokalize olmug eNOS-ir. Metostriis grubunda siddetli (A), erken diostriis (B) ile gec didstriis
(C) gruplarinda zayif ve follikiiler evre grubunda orta (D) siddette reaksiyon gdsteren eNOS-ir
(blylitme: 40x).
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Sekil 3.12: Gruplarda ampullanin epitel hiicrelerinin lumene bakan yiiziinde ¢izgi tarzinda
lokalize olmug eNOS-ir. Metostriis grubunda siddetli (A), erken diostriis (B) ile gec didstriis
(C) gruplarinda zayif ve follikiiler evre grubunda orta (D) siddette reaksiyon gdsteren eNOS-ir
(blylitme: 40x).
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Primer antiserumun c¢ikarilmasi ve non-immun serumun yer degistirilmesiyle
yapilan kontrol boyamalarinda eNOS i¢in immunreaksiyonun spesifik oldugu belirlendi

(Sekil 3.13).

Sekil 3.13: Endoteliyal NOS igin primer antiserum g¢ikarilmasi (A) ve non-immun serumun yer
degistirilmesiyle (B) yapilan kontrol boyamalar1 (biiyiitme: 40x).

Tim gruplarda eNOS yoOniinden istmus ve ampullada gergeklestirilen
immiinohistokimyasal boyamalar sirasinda epitelyumda immunfloresans yanit veren
nokta seklinde yapilar dikkati ¢ekti. Bu nedenle preparatlar sadece sekunder antiserum
ile boyanarak incelendi. Daha sonra ayni preparatlar normal prosediire gore boyandi.
Epitelyum tabakasinda nokta seklindeki bu yapilarin her iki durumda da

immunfloresans yanit verdigi belirlendi (Sekil 3.14).

Sekil 3.14: Ayn1 sahada bulunan epitel tabakada primer antiserum (A) ve sadece sekunder
antiserum (B) ile boyama sonrasi immunfloresans yamit veren nokta seklindeki yapilar
(blylitme: 40x).
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Noronal NOS immunreaktivitesi (nNOS-ir) tiim gruplarda istmus ve ampullanin
epitel hiicrelerinde izlendi. Bununla birlikte, sinir fibrillerinin seroza ve muskuler
katman ile lamina propriada pozitif nNOS-ir gosterdigi belirlendi.

Biitiin gruplar icerisinde Ozellikle istmusun epitel hiicrelerindeki boyanmanin
ampullaya gore daha belirgin olarak goriilebildigi ve boyanmanin epitelyumun lumene
bakan yiiziinden lamina propriaya kadar uzandigi izlendi. Epitelyumun nNOS ile
immunohistokimyasal olarak boyanma siddetleri incelendiginde, istmus (Sekil 3.15) ve

ampullada (Sekil 3.16) gruplar arasinda fark (p<0.001) bulundu (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5: Tim gruplarda istmus ve ampullanin epitelyum tabakasinda izlenen nNOS-ir
skorlari.

Gruplar

Metostriis ~ Erken Didstriis ~ Geg Didstriis  Follikiiler Evre

fstmus (n:24)  3.66+021°  1.83+0.16° 2.66+021° 3.33+021°
Ampulla (n:24)  2.83+0.16°  1.00£0.25°  1.83+0.16° 2.66+0.42°

Aym satirda farkli harfler tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunmustur
(p<0.001).

Istmusun epitelyum tabakasmmn metdstriis grubunda siddetli derecede
boyandigi, boyanma siddeti agisindan, erken ve gec¢ didstriis gruplar1 ile istatistiksel
olarak fark (p<0.001) olusurken follikiiler evre grubuyla fark olusmadigi bulundu.
Erken didstriis grubunda boyanma siddetinin zayif oldugu ve diger gruplara gore fark
olustugu goriildii (p<0.001). Geg didstriis grubunda boyanma siddetinin orta derece
oldugu ve diger gruplara gore istatistiksel olarak fark olusturdugu belirlendi (p<0.001).
Follikiiler evre grubunda ise siddetli derecede izlenen nNOS-ir’ in erken ve geg¢ didstriis

gruplarma gore fark olusturdugu izlendi (p<0.001).
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Sekil 3.15: Gruplarda istmusun epitel hiicrelerinin lumene bakan yiiziinden lamina
propriaya kadar uzanan nNOS-ir. Metostriis grubunda (A) siddetli, erken didstriis (B)
grubunda zayif, ge¢ didstriis (C) grubunda orta ve follikiiller evre grubunda (D) siddetli
reaksiyon gosteren nNOS-ir (biiyiitme: 40x).

Ampullanin epitelyum tabakasmin metdstriis ve follikiiler evre gruplarinda orta
derecede, erken diostriis ve gec didstriis gruplarinda zayif derecede boyanma gosterdigi
izlenirken gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak O6nemli oldugu go6zlendi

(p<0.001).
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Sekil 3.16: Gruplarda ampulanin epitel hiicrelerinin lumene bakan yiiziinden lamina
propriaya kadar uzanan nNOS-ir. Metostriis grubunda (A) orta, erken didstriis (B) ve geg
didstriis (C) gruplarinda zayif ve follikiiler evre grubunda (D) orta derecede reaksiyon gosteren
nNOS-ir (biiylitme: 40x).
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Isthmusta seroza ve muskuler katman ile lamina propriada bulunan sinir
fibrillerinde pozitif nNOS-ir biitiin gruplarda goézlendi (Cizelge 3.6). Follikiiler evre

grubunda daha fazla sayida sinir fibrilinin pozitif boyama verdigi belirlendi (Sekil

3.17).

Cizelge 3.6:Gruplarda istmusta pozitif nNOS-ir gosteren sinir fibrillerinin bulunduklar1 yerlere
gbre goriilme sikliklarl. S: Seroza katmani, M: Muskuler katman, Lp: Lamina

propria.

Kan damarlari ¢evresindeki Sinir fibrilleri

sinir fibrilleri

S M Lp S M Lp
Metostriis +) - - + (+) -
Erken Didstriis + - + (+) (+) -
Geg Diostriis ++ - - + ++ +
Follikiiler Evre ++++ - - +++ ++ ++++




Sekil 3.17: Istmusta metdstriis grubunda serozada (A), erken didstriis grubunda muskuler
katmanda (B) ve lamina propriada (C), ge¢ didstriis grubunda muskuler katmanda (D),
follikiiler evre grubunda lamina propriada (E) ve serozada kan damarlar1 ¢evresinde (F) sinir
fibrilleri (biiyiitme: 40x).
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Ampulla kisminda, pozitif boyama gosteren sinir fibrillerinin ¢ogunlukla

periovulator evrede oldugu belirlendi (Cizelge 3.7, Sekil 3.18).

Cizelge 3.7: Gruplarda ampullada pozitif nNOS-ir gosteren sinir fibrillerinin bulunduklar
yerlere gore goriilme sikliklari. S: Seroza katmani, M: Muskuler katman, Lp: Lamina propria.

Kan damarlar1 ¢evresindeki Sinir fibrilleri

sinir fibrilleri

S M Lp S M Lp
Metostriis + - - + + -
Erken Diostriis - - - + - -
Geg Diostriis (+) - - - - -

Follikiiler Evre +++ - - ++ 1+ T+
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Sekil 3.18: Ampullada metostriis grubunda muskuler katmanda (A), erken didstriis grubunda
serozada (B), follikiiler evre grubunda lamina propriada (C) ve seroza katmaninda (D) sinir
fibrilleri. S: Seroza katmani, M: Muskuler katman, Lp: Lamina propria (biiyiitme: 40x).
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Primer antiserumun c¢ikarilmasi ve non-immun serumun yer degistirilmesiyle
yapilan kontrol boyamalarinda nNOS i¢in immunreaksiyonun spesifik oldugu belirlendi

(Sekil 3.19).

A

Sekil 3.19: Noronal NOS i¢in primer antiserum ¢ikarilmasi (A) ve non-immun serumun yer
degistirilmesiyle (B) yapilan kontrol boyamalari (biiyiitme: 40x).

Uyarilabilir NOS (iNOS) i¢in yapilan immunohistokimyasal degerlendirmede

kullanilan primer antiserumun ovidukt dokusu i¢in spesifik olmadig1 belirlendi.
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3.6. Ovidukt Dokusunda Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Yontemi ile Belirlenen Nitrik Oksit Sentaz Enzimleri

Endoteliyal NOS, nNOS ve iNOS izoformlar1 RT-PCR analizinde biitiin gruplarda
belirlenebilirken, istmustaki ekspresyonun ampulladan siddetli oldugu izlendi. Her {i¢
izoformun ekpresyonlarinin periovulatér sathada belirgin oldugu, bununla birlikte
eNOS mRNA ekpresyonunun iNOS ile benzer, nNOS’tan siddetli oldugu gozlendi
(Sekil 3.20).

M 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B

190bp

eNOS
'l Odbp 110bp

NNOS
329bp 331bp

242bp

INOS ..,
394DPD  z31pp

18S IRNA
151Bp

Sekil 3.20: Gruplarda istmus ve ampullanin eNOS, nNOS ve iNOS mRNA ekspresyonlarinin
RT-PCR bulgusu. M: Marker, 1: Metostriis grubu, 2: Erken didstriis grubu, 3: Geg dibstris
grubu, 4: Follikiiler evre grubu, A: Ampulla, B: Istmus.
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3.7. Ovidukt Dokusunda Western Blot Yontemi ile Belirlenen Nitrik Oksit Sentaz

Enzimleri

Endoteliyal NOS, nNOS ve iNOS izoformlar1 luteal yapinin bulundugu ovaryuma gore
ipsilateral ve kontralateral olarak degerlendirildi. Western Blot analizi sonucunda
ipsilateral oviduktta nNOS icin herhangi bir bulguya rastlanilmazken, beklenen
molekiil agirliklarindaki eNOS (140 kDa) ve iNOS (130 kDa) proteinlerine ait bantlarin
periovulatdor sathada daha siddetli bir sinyal verdigi gozlendi. Kontraletaral
degerlendirmede benzer sonucglarin oldugu goriildii. Bunun yani sira istmustaki sinyalin

ampullaya gore nispeten daha fazla oldugu izlendi (Sekil 3.21)

IAIBICID2A 2B2C2D  3A3B3C3D4A4BACA4D

SNOS s e e s

TATIBTICID2A 2B2C2D  3A3B3C3D4A4BACAD

Sekil 3.21: Gruplarda istmus ve ampullanin eNOS, nNOS ve iNOS proteinlerine ait bantlarin
Western Blot bulgusu. 1: Metdstriis grubu, 2: Erken didstriis grubu, 3: Geg didstriis grubu, 4:
Follikiiler evre grubu, A: Ipsilateral Ampulla, B: Ipsilateral Istmus, C: Kontralateral Ampulla,
D: Kontralateral istmus.

INOS

e R R - —-b.._--—:‘
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4. TARTISMA

Ovidukt, reprodiiktif siiregte Onemli bir role sahiptir. Gametlerin ve embriyolarin
transportunu diizenleyerek, fertilizasyon ile embriyonik gelisimin primer sathalari
sirasinda uygun bir ortam hazirlayarak bu siirece katkida bulunmaktadir (16). Nitrik
oksitin ise oosit maturasyonu, ovulasyon, implantasyon, gebeligin devami ve dogum
gibi pek ¢ok reprodiiktif olay1 etkiledigi bilinmektedir (12-15). Insan (6, 7, 29), rat (8),
domuz (71, 109) ve sigirlarda (16, 29, 72) yapilan ¢alismalarda oviduktun NOS enzim
aktivitesine sahip oldugu bildirilmektedir. Bu arastirmalar neticesinde, NO’ nun
ovidukt kasilimlarmin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi ifade edilmektedir. Ancak
yapilan caligmalar bunlarla smirli olmakla birlikte gerek NO donoérlerinin ovidukt
kasilimlar1 iizerine etkisi, gerekse NOS enzimlerinin ovidukt dokusundaki dagilimlar1
konusunda yeterli sayida arastirma bulunmamaktadir. Sunulan calismada, Ostriis
siklusunun farkli evrelerindeki ineklerde oviduktun spontan kasilimlari lizerine NO’
nun etkisinin incelenmesi ve NOS enzimlerinin ovidukt dokusundaki ekspresyonlarinin
ortaya konulmasma calisildi.

Luteal yapmin morfolojik goriiniimiine gore seksiiel siklus donemleri
gruplandirilan hayvanlarin, gruplara gore serum/progesteron diizeyleri (Cizelge 3.1)
incelendiginde Ireland ve ark (110)’m bildirdigi sekilde morfolojik goriiniim ile
serum/progesteron diizeylerinin uyumlu oldugu belirlenerek seksiiel sikluslarin
dogrulanmasi saglandi.

Biilbiill ve ark (117) sigirlarda NO diizeyinin, Ostrojen diizeyi yiiksek,
progesteron diizeyi diisiik iken fazla, progesteron diizeyi yiiksek iken daha az oldugunu
ifade etmektedirler. Bununla birlikte NO’ nun follikiiler gelisim silirecinde Ostrojen
sentezine (118, 119) ve luteal yap1 formasyonunda progesteron sentezine aracilik
edebilecegi bildirilmektedir (117). Sunulan ¢alismada kan NO diizeylerinin (Cizelge
3.2) sekstiel siklus donemlerine gore progesteron seviyesi yiikseldiginde diisiik oldugu
belirlenirken yukaridaki arastirmacilarin bulgulariyla uyumlu oldugu gézlendi.

L-arjinin, NOS enzimleri araciligiyla NO’ ya doniisen (120) ve bu enzimlerin
katalizledigi reaksiyonlar i¢in tek fizyolojik endojen nitrojen vericisidir (46). L-
arjininin, diiz kaslarda in vitro ortamda 0.01 — 1 mM yogunluklar1 arasinda etkinligini
gosterdigi bildirilmektedir (66). Calismada, L-arjinin bildirimlere uygun sekilde
logaritmik olarak 10 nM - 1 mM dozlarinda uygulandi (Cizelge 2.3). Bununla birlikte

tiim arastirma gruplarinda L-arjininin 10” M dozunun en etkili doz oldugu belirlendi.
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Ekerhovd ve ark (6) insan oviduktunda yaptiklar1 calismalarinda L-arjininin
kasilim siddetinde gevsemeye neden oldugunu ifade etmektedirler. Sunulan ¢alismada
L-arjininin istmusun longitidunal diiz kas dokusunda ge¢ didstriis ve follikiiler evre
gruplarinda, sirkiiler diiz kas dokusunda erken didstriis grubunda kasilim siddetini
degistirmedigi, buna karsin diger gruplarda kasilim siddetini arttirdig1 gézlendi (Sekil
3.1, 3.2, Cizelge 3.3). Ampullanin longitidunal diiz kas dokusunda ge¢ diOstriis
grubunda, sirkiiler diiz kas dokusunda ise ge¢ didstriis ve follikiiler evre gruplarinda
kasilim siddetini degistirmedigi ancak diger gruplarda kasilim siddetini arttirdigi
belirlendi (Sekil 3.3, 3.4, Cizelge 3.3). Arastirmada elde edilen bulgular L-arjininin diiz
kas kontraksiyonlarmi, bazi zamanlarda degistirmemekle birlikte, arttirdigini ortaya
koyarken, diger bildirimlerle uyumlu bulunmamaktadir. Elde edilen veriler
dogrultusunda sunulan ¢alisma L-arjininin kasilim siddetini arttrdigini bildiren ilk
arastrma olma niteligindedir. Enzimatik olarak L-arjininden sentezlenen NO (121),
diiz kas sGC (solubl guanilat siklaz) enzimini aktive ederek cGMP (siklik guanozin
monofosfat) diizeyini arttirmakta ve hiicre i¢i Ca*" konsantrasyonunu azaltarak cGMP’
nin ikincil bir mesajc1 gibi hareket etmesine neden olmaktadir. Boylelikle protein
kinazin aktivite olmasiyla diiz kaslarda gevseme meydana gelmektedir (120).
Dolayisiyla L-arjinin uygulamasindan sonra olusan NO’ nun kasilim siddetinde
azalmaya neden olmasi beklenmektedir. Sunulan calismada L-arjinin uygulamasi
sonrast kasilim siddetinde artislarin izlenmesi bu nedenle 6nemli bir bulgu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Rat myometriumunda motilite diisiik oldugu zaman NO’ nun
kontraktil aktiviteyi arttirdig1 ve artan prostaglandin sentezinin bu etkiye aracililik ettigi
bildirilmektedir (122). Uterusta gdzlenen bu mekanizmanin oviduktta da yer alabilecegi
(6) ve kasilim siddetinin bu ylizden arttig1 ileri siiriilebilir. Buna ilaveten, L-arjininin
uterusta kasilim siddetini inhibe ederken oviduktta arttirmasi nedeniyle, NOS
enzimlerinin tiirler arasinda degiskenlik gosterebilmesinden dolay1 (16) bu maddenin de
farkl tiirlerde ve dokularda farkli etkiler olusturdugu diisiiniilmektedir.

Sunulan ¢aligmada, L-arjininin istmus ve ampullada seksiiel siklusun didstriis ve
follikiiler evre donemlerinde kasilim siddetini degistirmedigi izlendi (Sekil 3.1, 3.3, 3.4,
Cizelge 3.3). Bu durumun hormonal nedenlerden ve 6zellikle steroid hormonlardan
kaynakladig: ileri siiriilebilir. Bununla birlikte L-arjininin kontraktil aktivitesi lizerine,
progesteron ve/veya Ostrojen gibi steroid hormonlarin etkilerinin arastirilacagi daha

ayrintili ¢aligmalar, bu konunun aydinlatilmasina yardimci olabilir.
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insan oviduktunun istmus kisminda yapilan bir calismada 5x10™ - 5x10% M
dozlarinda uygulanan L-arjininin doza bagh sekilde oviduktta kasilimda artisi
baslattig1, ancak bunun gegici oldugu, L-arjininin bu etkisini kasilimda gevsemenin
izledigi bildirilmektedir (6). Buna ilaveten ayni arastiricilar, diiz kas tonunda L-
arjininin gevsetici etkisinden Once meydana gelen kasilim siddetindeki artisin
beklenmedik bir gozlem oldugunu belirtmektedirler. Sunulan ¢alismada, L-arjininin
doza bagh olarak, arastirmacilarin (6) da bildirdigi sekilde kasilimda artis1 baslattig
gozlendi. Ancak arastirmacilardan farkl olarak L-arjininin kasilim siddetinde herhangi
bir azalmaya neden olmadigi izlendi. Arastirmacilarin (6) yaptiklari caligmada L-arjinin
uygulanmasiyla kasilim siddetindeki artis1 takiben meydana gelen gevseme, dokunun
kasilim sonrasi bir dinlenme periyoduna girmesinden ileri gelebilir. Ne var ki,
arastirmacilar L-arjinini fizyolojik sinirlarmn {izerinde (1-2 mmol/l) kullandiklar: i¢in
dokuda kasilim siddetinde artistan sonra bir dinlenme periyodunun izlenmesi
muhtemeldir. Diger taraftan ayni arastirmacilar, soziinii ettikleri gevsemeden sonra
dokunun kasilimlara tekrar basgladigin1 da bildirmektedirler. Sunulan ¢alisma ile
arastirmacilarin yaptiklar1 ¢alisma bulgularinin uyumlu olmamasinin, farklh tiirlerdeki
oviduktlarin kullanilmasi1 yaninda, doz araliklarindan kaynaklandigi ileri siiriilebilir.
Buna ilaveten sunulan galismada deneysel olarak uygulanan 10” M dozundaki L-
arjininin de kasilim siddetini herhangi bir inhibisyon olusturmadan arttirmaya devam
ettigi goriildii. Bu bulgu, L-arjininin kasilimi arttiric1 etkisinin yaninda, ayrica tiir
farklilig1 ve doz araliklar1 yaklasimini da giiglendirmektedir.

Nitrik oksit sentaz enzim aktivitesinin L-NAME (66) ve baz1 diger arjininin
yarigsmali analoglar1 tarafindan inhibe edilmesiyle NO iiretimi engellenebilmektedir
(46). Sunulan calismada dokulara L-NAME logaritmik olarak 10 nM — 10 mM
dozlarinda uygulandi. Bu uygulamalar sirasinda da oviduktlarm 10° M dozuna kadar
kasilim siddetlerini degistirmedigi, 10* M dozunda nispeten azalttigi ve sonraki
dozlarindaki azalmanm belirgin oldugu ve 10” M dozunun kasilimlar1 tamamen inhibe
ettigi gdzlendi. Bu nedenle oviduktlarin L-NAME ile inkiibasyonu srasmda 10° M
dozunun kullanilmasina karar verildi.

Sunulan ¢alismada istmus ve ampullanin longitidunal ve sirkiiler diiz kas
dokularinin, metdstriis, ge¢ didstriis ve follikiiler evre gruplarinda L-NAME sonras1 en
etkili dozda uygulanan L-arjininin (10 M), kasihim siddetini L-arjininin yalniz
uygulamasina gore degistirmedigi veya arttrdigr gozlendi (Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4,
Cizelge 3.3). Yallampalli ve ark (66)’ i arastirmalarinda aktardiklar1 gibi dokulara
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uygulanan L-NAME sonras1 NOS enzim aktivitesinin inhibe edilmesiyle, L-arjininden
NOS’ a baghh NO iiretimi engellenmesi saglandi. Buna ragmen L-arjininin etkisinin
ortadan kalkmadigi1 gozlendi. Bu gozlem ovidukt diiz kas dokusundaki kasilimlarin NO
disinda gerceklestigini diisiindiirmektedir.

Perez Martinez ve ark (8) gebe ve siklik farelerde farklit NOS inhibitorlerinin
(L-NAME, L-NMMA, NO,-Arg) ovaryan bursaya lokal olarak uygulanmasiyla
ovumun ovidukttaki transportunun, biiylik olasilikla ovidukt motilitesindeki artis
nedeniyle, Onemli derecede arttigini bildirmektedirler. Ayni arastirmacilar
calismalarinda rat ovidukt epitelyumundaki NOS enzimlerini (123) inhibe ederek NO
iiretimi engellemislerdir. Eger oviduktun kas dokusunun gevsemesi i¢in endojen bir NO
sisteminin var oldugu distiniiliirse, ovumun ovidukttaki transportunun artmasmin, NO’
nun sOzii edilen gevsetici etkisinin ortadan kalkmasindan dolayr olustugu ileri
siiriilebilir. Diger bir deyisle, iiretilemeyen NO nedeniyle ovidukt kasilimlarinda bir
azalma olusmamakta, dolayisiyla transport hizinda bir artis meydana gelmektedir.
Bununla birlikte Ekerhovd ve ark (49) oviduktun kas dokusundaki gevseme i¢in
endojen bir NO sistemi mevcut ise L-NAME uygulandig1 zaman kontraktil aktivitenin
artmasmin beklenmesi gerektigini ifade etmektedirler. Sunulan ¢alismada, kullanilan
endojen NO dondriiniin kasilim siddetinde artisa neden olmasi ve L-NAME sonrasi
uygulanan L-arjininin de kasilim siddetindeki artis1 devam ettirmesi, ovidukt kas
dokusunun NO sentez aktivitesinin diisiik oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica L-
arjininin, NOS enzim aktivitesinin engellenmesine ragmen kasilim tizerindeki etkisini
devam ettirmesi, kasilim siddetindeki artisin, NO varligindan ¢ok ayni zamanda bir
amino asit olan L-arjininin (120) kendine 6zgii sekilde, doku i¢in bir enerji kaynagi
gorevi tstlenmesinden kaynaklandigi hipotezi ile agiklanabilir. Bunun yani sira Moore
ve Croxatto (124) ratlarda Ostradiol wuygulamasmin istmusun diiz kas
kontraksiyonlarnin  frekansmi1 arttirarak  ovidukttaki transportun hizlandigmni
belirtmektedirler. Bu nedenle ovidukt kasilimlarmmin ovaryum tarafindan firetilen
progesteron, oksitosin ve Ostrojen (124, 125) yaninda PGF,, ve ET-1 (125-128)
tarafindan diizenlendigi, hormonal durumun bunda etkili olabilecegi diisiintilmektedir.

Erken diGstriis grubunda ise istmus ve ampullanin longitidunal diiz kas
dokusunda L-NAME sonras1 uygulanan L-arjininin, L-arjininin yalniz uygulanmasima
gore kasilim siddetini azalttig1 goriilmektedir (Sekil 3.1, 3.3, Cizelge 3.3). Sirkiiler diiz
kas dokularinda ise L-NAME sonrasi L-arjininin kasilim siddetini degistirmedigi

izlenmektedir (Sekil3.2, 3.4, Cizelge 3.3). Bunun nedeninin ise Ekerhovd ve ark (49)’
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n da ileri siirdiigii sekilde NO sentezinde NOS i¢in bir substrat olan L-arjininin endojen
doygunluga ulasarak etkisini gdsterememesinden veya doku farkliliindan
kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Calismada bazi dokularda deneysel olarak uygulanan 10 M dozundaki L-
NAME’ nin olusturdugu inhibisyondan sonra 10? M dozundaki L-arjininin kasilimlar1
tekrar baglattig1 izlendi. Elde edilen tiim bulgular sigir oviduktunun kas dokusunun
NOS aktivitesinin diisilk olabilecegini dolayisiyla NO’ nun oviduktun kontraktil
aktivitesinde etkili olmadigini gosterebilir.

Nitrik oksit tlretimi sadece NOS enzim aktivitesinin inhibe edilmesiyle
engellenmemekte ayrica sGC i¢in bazi inhibitorlerin  kullanilmasiyla da
engellenebilmektedir (66). Guanilat siklazin solubl izoformu a ve B alt birimlerinden
olusan heterodimerik hemoprotein gruplar1 icermektedir (129). Bu hem gruplari, nitrik
oksit ve karbon monoksit gibi diffuz olabilen gazlara baglanabilmektedir (130). Metilen
mavisinin sGC inhibisyonu i¢in kullanilabilecegi bildirilmektedir (53, 66). Sunulan
¢alismada, dokular MB ile inkiibe edildikten sonra en etkili dozda L- arjinin (10~ M)
uygulanarak kasilim siddetindeki degisimler izlendi. Istmus ve ampullanin longitidunal
ve sirkiiler diiz kas dokularmin, erken didstriis, ge¢ didstriis ve follikiiler evre
gruplarinda MB sonras1 en etkili dozda uygulanan L-arjininin, kasilim siddetini L-
arjininin yalniz uygulamasina gore degistirmedigi veya azalttig1 gozlendi (Sekil 3.1,
3.2, 3.3, 3.4, Cizelge 3.3). Bu gozlem L-arjininin kasilim mekanizmasinin sGC’ ye
bagli olusabilecegini diisiindiirmektedir.

Langer ve ark (131) izole rat kardiomyositlerinde yaptiklar1 bir ¢alismada NO
(SNAP ve Spermin-NONO) dondrlerinin doza bagimhi sekilde kontraktil yaniti
arttirdigin1 bildirmektedirler. Coziilebilir guanilat siklazin ODQ (sGC inhibitorii) ile
inhibisyonu sonras1 NO dondrlerinin pozitif kontraktil etkilerinin inhibe oldugunu ifade
etmektedirler. Arastirmacilarin sGC inhibisyonu sonrast NO donoérii kullanarak elde
ettikleri bulgu, calismadaki bulgu ile uyumlu bulunmaktadir. Diger taraftan 8-bromo-
cGMP’ nin NO donérleriyle karsilastirildiginda hiicre kontraktilitesini arttirdigini
belirtmektedirler. Arastirmacilar, rat ventrikiiler kardiomiyositlerinde yaptiklar1 bu
calismada, NO dondrlerinin pozitif kontraktil etkisine guanilat a proteinleri ile sGC’
nin etkilesimlerinin NO bagimli stimiilasyonunun aracilik ettigini ifade etmektedirler.

Sunulan ¢aligmada metdstriis grubunda MB sonrasi en etkili dozda uygulanan
L-arjininin, kasilim siddetini L-arjininin yalniz uygulamasma gore degistirmedigi veya

arttirdig1r goézlendi (Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, Cizelge 3.3). Bunun nedenin ise ovumun
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ovidukttan ayrilmadan once NOS aktivitesinin ve ekspresyonunun azalabildigi ve
bundan dolay1 endotelin-1 (105) ve PGF,, (108) gibi kontraktil molekiillerin etkilerine
izin vererek oviduktta bir motiliteye sebep olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Sodyum nitro prusidin uterus ve ovaryum arterlerinde doza bagh bir sekilde
vazodilatasyona neden oldugu belirtilmektedir (132). Bunun yam swra eksojen NO
donodrii olan SNP’ den iiretilen NO’ nun uterus kontraktilitesinde onemli derecede
gevsemeye neden oldugu bildirilmektedir (66). SNP’ nin NO dondrii olarak, yapilan
calismalarda 1 uM - 10 uM (49), 10 nM - 0.1 mM (132) ve 10 nM - 10 puM (53) doz
araliklarinda kullanildig1 bildirilmektedir. Sunulan ¢aligmada eksojen NO etkinliginin
belirlenmesi i¢in istmus ile ampullanin longitidunal ve sirkiiler diiz kas dokularinda
SNP’ nin etkinligi arastirildi. Yukarida adi gegen calismalarda bildirilen degerlere
uygun sekilde logaritmik olarak 10 nM - 0.1 mM dozlarinda kullanildi1 (Cizelge 2.3).
Sodyum nitro prusidin istmusun longitidunal diiz kas dokusunda metostriis ve follikiiler
evre gruplarinda doza bagl sekilde kasilim siddetini azalttig1, erken didstriis grubunda
fark olusturmadigi ve ge¢ didstriis grubunda arttirdigr bununla birlikte 10* M
dozundaki SNP’ nin toksik etki olusturdugu gériildii (Sekil 3.5, Cizelge 3.3). Istmusun
sirkiiler diiz kasinda SNP’ nin artan dozlarmnin metdstriis, erken diostriis ve follikiiler
evre gruplarinda doza bagl sekilde kasilim siddetini azaltti1 ve 10 M dozunun toksik
etki olusturdugu belirlendi (Sekil 3.6, Cizelge 3.3). Ge¢ didstriis grubunda SNP’ nin
kasilim siddetini rakamsal olarak azalttig1 ancak istatistiksel olarak fark olusturmadigi
izlendi (Sekil 3.5, Cizelge 3.3).

Yine sunulan arastirmada ampullanin longitidunal diiz kasinda SNP’ nin artan
dozlarmnin (Sekil 3.7, Cizelge 3.3) metostriis ve follikiiler evre gruplarinda doza baglh
azalmaya neden oldugu izlendi. Erken didstriis grubunda SNP etkili olmazken ge¢
diostriis grubunda SNP’ nin 10° M dozuna kadar artis, sonraki dozlarinda rakamsal
olarak azalma goriildii. Ampullanin sirkiiler diiz kasinda SNP’ nin artan dozlarinin
(Sekil 3.8, Cizelge 3.3) metostriis ve follikiiler evre gruplarinda kasilim siddetini doza
bagli sekilde azalttigi, 10 M dozunun toksik etkili oldugu belirlendi. Erken didstriis ve
gec didstriis gruplarinda ise istatistiksel olarak fark olusmadigi goriildii. Word ve
Cornwell (133) SNP’ nin 10* M dozundan daha diisiik dozlarinmn oksitosin ile stimiile
edilmis uterus kontraktilitesinin inhibisyonunda etkili olmadigini, buna ilaveten daha
yiiksek dozlarmin ise toksik etkiden dolay1r geri doniisiimsiiz bir inhibisyona neden
oldugunu ifade etmektedirler. Sunulan ¢alisma Word ve Cornwell (133)’ in bulgulariyla

uyumlu olmakla birlikte, gruplarda SNP’ nin 10* M dozunun toksik etki olusturmasi
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nedeniyle SNP’ nin uygulandig1 dokuya ve dozuna gore farkh etkiler olusturdugu ileri
stiriilebilir.

Uterus diiz kasinda yapilan bir ¢calismada SNP’ nin 107 ve 10° M dozlarmin
kasilim siddetinde azalmaya, ancak 10* M dozunun 10° M dozuna gére kasilim
siddetinde artisa neden oldugunu ifade edilmektedir (49). Arastirmacilarin bildirdigi
gibi SNP’ nin farkli dozlarda kasilim siddetinde azalma ve artis gostermesi ¢aligmadaki
bulgular ile uyumludur. Sunulan ¢alismada SNP’ nin bazi dozlarinda gevsetip bazi
dozlarinda kasilimda artisin izlenmesi, SNP’ nin bu paradoks etkisinin NO’ nun
kendisine degil de SNP’ nin diger etkilerine bagli olabilecegini (49) diisiindiirmektedir.

Yapilan bir arastrmada (95) SNP’ nin kasilimi arttrrmadaki etkisinin
prostaglandinlerin araciligiyla olabilecegi, bunun da NO’ nun siklooksijenazlar1 aktive
ederek konraktiliteyi arttirabilecegi ileri siiriilmektedir. Diger taraftan, Yallampalli ve
ark (66), SNP’ nin gevsetici etkisinden 6nce bir gecikme periyodunun varligindan s6z
etmekle birlikte bunun da SNP’ nin muhtemel metabolik aktivasyon gereksiniminden
kaynaklandigmi ifade etmektedirler. Uterusun, vaskiiler doku ile karsilastirildiginda
daha yiiksek dozlarda SNP’ ye gereksinim gdstermesinin, bu nedenle, sozii edilen
metabolik doniisiim sisteminin uterus dokusunda daha az aktif olabilecegini
belirtmektedirler (66). Calismada SNP’ nin farkli dozlarinda kasilim siddetinde
olusturdugu artis1 sonraki dozlarda azalmanimn izlemesi, Yallampalli ve ark (66)° 1n
bildirdigi sekilde SNP’ nin etkisini gdstermesi i¢in gerekli olan gecikme periyodundan
kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Istmus ve ampullanin longitidunal ve sirkiiler diiz kas dokularma uygulanan
SNP’ nin kasilim siddeti degistirmemesi ve/veya azalmaya neden olmasi, NOS
enzimlerini kullanmadan NO {iretimini saglayan SNP’ nin olusturdugu gevsetici
etkininh, NO disinda SNP’ nin kendi kimyasal 0zelliginden kaynaklandigi
disiindiirmektedir. Bununla birlikte sigir oviduktunun SNP’ ye kars1 asir1 duyarlilik
gosterdigi de ileri siiriilebilir.

Aktarilan calismada immunohistokimyasal olarak eNOS aktivitesinin tiim
gruplarda istmus ve ampullanin seroza, kas katmani ve lamina propriasindaki kan
damarlar1 endotelinde ve epitelyumda (Sekil 3.9, 3.10), nNOS-ir’ in istmus ve
ampullanin epitel hiicreleri ile seroza, muskuler katman ve lamina propriada bulunan
sinir fibrillerinde pozitif boyama verdigi gozlendi. Diger taraftan iNOS icin kullanilan
primer antikorun yapilan kontrol boyamalar1 neticesinde immiinohistokimyasal yontem

icin inek oviduktuna 0zgii olmadigr belirlendi. Ekerhovd ve ark (6) insan oviduktunda
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INOS immunreaktivitesinin kas tabakasi, epitelyum, vaskuler endotelyum ve bag
dokuda izlediklerini bunun yani sira, diiz kas hiicrelerinde orta derecede, epitelyumda
ve kan damarlar1 duvarlarinda zayif reaksiyon verdigini aktarmaktadirlar (7). Bryant ve
ark (106) sican oviduktunda iNOS’ un sadece epitel hiicrelerle smirli kaldigini
aktarmaktadirlar. Lapointe ve ark (72) sigir oviduktununda iNOS immunreaktivitesinin
ampullanin epitelyum hiicreleri ve kas tabakasinda, siklikla gbzlendigini ancak
istmusun lamina propriasinda zayif bir reaksiyon oldugunu, Ulbrich ve ark (72) ise
lamina muskulariste belirgin niikleer boyanmanin goézlendigini, stromanin ise iNOS
proteinden yoksun oldugu belirtmektedirler. Sunulan g¢alismada iNOS etkinliginin
izlenememesi, kullanilan antiserumunun kontrol boyamalarinda inek oviduktuna
spesifik olmamasinin yaninda bildirimlerde de goriildiigu tizere tir farkliliklarindan
veya kullanilan primer antiserumun disiik yogunluktaki yetersiz antijenitesinden
kaynaklanabilir.

Istmus ve ampullanin diiz kas hiicrelerinde eNOS etkinliginin izlenmemesi,
nNOS’ un ise kas katmaninda sadece sinir fibrillerinde pozitif boyama gostermesi
oviduktun diiz kas dokusunun NOS enzim etkinligine sahip olmadigmi ortaya
koymaktadir. Dolayisiyla ¢alismada elde edilen immiinohistokimyasal bulgular izole
organ banyosu bulgularmi desteklemektedir. Diger bir deyisle eNOS ve nNOS’ un
yerlesim yerlerine ait immiinohistokimyasal bulgular, L-arjininin kasilim siddetini NO’
ya bagimli olmadan arttirdigi ve NO’ nun ovidukt diiz kas dokusunda gevsetici bir
etkisinin olmadig1 hipotezini dolayli olarak kanitlamaktadir.

Insan, sigir ve rat oviduktunda NOS enzim aktivitesinin varligm bildiren
calismalar bulunmaktadir (6, 29, 106). Gawronska ve ark (71) domuz oviduktunda
oOstriis siklusu boyunca NAPDH-d aktivitesinin varligini epitelyum, kas tabakasi, sinir
fibrilleri, kan damarlar1 endotelyumunda izlediklerini bildirmektedirler. Ekerhovd ve
ark (7) NADPH-d boyamasinda epitelyum ve vaskuler endotelyumda giiclii, diiz kas
dokusunda zayif reaksiyon gordiiklerini belirtmektedirler. Ne var ki, NADPH-d
boyamas1 NOS aktivitesi i¢in siklikla kullanilan histokimyasal bir yontem olmakla
birlikte, bu boyamada gerceklesen reaksiyon ancak diger NADPH aktivitesi igeren
enzimlerin yoklugunda NOS i¢in spesifik kabul edilmektedir (134). Keza, pozitif olarak
izlenebilen NADPH-d boyamasi yine de endojen bir NO sistemi varligini
disiindiirmektedir (7). Lapointe ve ark (72) eNOS’ un sigirlarda istmusun epitelyum
hiicrelerinde, lamina propria ve serozadaki kan damarlar1 endotelyumunda ayrica

ampulla ve istmik-ampullar birlesme yerindeki hiicre tiplerinin hepsinde gézlendigini
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bildirmektedirler. Ulbrich ve ark (16) sigir oviduktunda immunreaktif eNOS proteinini
kan damarlarmin endoteliyal hiicrelerinde ve lamina muskularisteki kiiciik kan
damarlarmin endotellerinde izlediklerini aktarmaktadirlar. Sunulan ¢aligmada eNOS-ir’
in istmus ve ampullada tiim gruplarda seroza, kas katmani ve lamina propriadaki kan
damarlar1 endotelinde pozitif sonu¢ verdigi, epitel tabakanin lumene bakan yiiziinde
lokalize oldugu izlenirken, elde edilen bulgularin diger arastirmacilarin (7, 16, 71, 72,
107) bulgulariyla uyumlu oldugu gézlendi.

Memelilerde siliar epiteliyal hiicreler respiratorik kanal, reprodiiktif kanalin bir
kismi1 ve merkezi sinir sisteminin ventrikiillerinde yer almaktadirlar. Bu silyumlar, siliar
hareket ve elektrolit transport mekanizmalar1 yoluyla mukus klerensi ve hareketi (135),
ovumun transportu (136) ile serebrospinal sivi (137) olusumlarmma katkida
bulunmaktadirlar. Silyumdaki hareket, mikrotiibiildeki dyneinin (mikrotubul kasilimini,
uzamasini, hareket etmesini saglayan ATPaz aktivitesine sahip protein) yardimiyla
ATP’ nin hidrolizi ile gerceklesmektedir (138). Siklik AMP ve cGMP seviyeleri,
dynein ile olusan ATPaz aktivitesini arttirmaktadir (139). Solunum sisteminde
epitelyumdaki siliar hiicrelerde L-arjininin NO-cGMP yoluyla siliar hareket frekansini
arttirdigr (140, 141) bununla birlikte NO’ nun siliar hareketlerin devamliligi i¢in
gerekligi oldugu aktarilmaktadir (142). Sunulan ¢alismada, eNOS-ir’ in epitel tabakanin
lumene bakan yiiziinde yer yer lokalize olmas1t NO’ nun oviduktun siliar aktivitesinde
etkili olabilecegini akla getirmektedir. Diger taraftan, Zhan ve ark (142) western blot
analizi kullanarak ratlarda yaptiklar1 ¢aligmada siliar hiicreler iceren testis ve ovidukt
dokularinda sGC al dominant iken, akciger ve trakea dokularinda sGC 1’ in dominant
olarak belirlendigini aktarmaktadirlar. Immunohistokimyasal olarak da eNOS
boyamasmin siliar hiicreler igeren tiim dokularda pozitif sonu¢ verdigini
belirtmektedirler (142). Bununla birlikte ayn1 arastiricilar oviduktun kas tabakasindaki
damarlarda ve siliar epitelyumda pozitif eNOS boyamasi1 izlenirken non-siliar
epitelyumda eNOS boyamasinin izlenmedigini ifade etmektedirler. Zhan ve ark (142)
kiiltiire edilmis siliar epitelyum hiicrelerinde L-arjininin NO {iiretimini NOS yoluyla
arttirdigini, siliar epitel hiicreler tarafindan iiretilen NO’ nun siliar motilitenin
diizenlenmesinde rolii oldugunu ve bunun silia igeren biitiin dokularda meydana
geldigini belirtmektedirler. Sunulan ¢alismada epitelyumun luminal yiiziinde izlenen
pozitif eNOS immunreaktivitesi, si§ir oviduktunda eNOS kaynakl: iiretilen NO’ nun,
muhtemelen cGMP bagimli olarak, siliar aktivitenin diizenlenmesinde etkili

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sunulan ¢aliygmada nNOS immunreaktivitesi tiim gruplarda istmus ve ampullada
epitelyum tabakasindaki hiicrelerde izlendi (Sekil 3.15, 3.16). Endoteliyal NOS
boyanmasindan farkli olarak nNOS’ un, epitel hiicrenin bazal kismindan apeksine kadar
pozitif boyama gosterdigi belirlendi. Diger bir deyisle, epitel tabakadaki immunreaktif
nNOS proteininin, epitel hiicrenin lamina propria ile iligkili oldugu noktadan oviduktal
lumene kadar hiicrede aktif oldugu gézlendi. Ekerhovd ve ark (7) ise insan oviduktunun
istmus kismmda nNOS izoformunu immunohistokimyasal olarak tespit edemediklerini
belirtmektedirler. Bunun nedeninin  tiir  farkliliginin  yaninda  kullanilan
immunohistokimyasal yontem, primer antikorlarin duyarliliklar1 ve NOS aktivitesinin
seksiiel siklus donemine gore degisebilmesinden kaynakladig: diisiiniilmektedir. Diger
taraftan ayni arastiricilar (7) oviduktun parasempatik, sempatik ve viseral sinirlerle
innerve edilmesinden dolayr nNOS’ u tamamen tubal fonksiyonlarin diizenlemesinin
disinda tutulmamasi1 gerektigini belirtmektedirler. Lapointe ve ark (72) sigir
oviduktunda istmus ve ampullada nNOS proteinini immunohistokimyasal olarak epitel
tabakada, lamina propria ve diiz kas katmaninda izlediklerini ifade etmektedirler.
Sunulan caligmada elde edilen bulgular Lapointe ve ark (72)’ mn bulgulariyla uyumlu
bulunmaktadir.

Aktarilan ¢alismada kullanilan nNOS primer antikorunun, epitel hiicrelerin
sadece lumene bakan yiiziinii degil hiicrenin tamamini boyadig1 dikkati ¢cekmektedir.
Bilindigi gibi ovidukt mukozasi silindirik, bazal, sekretdr ve siliar hiicreleri igeren tek
katli epitelyumdan olugmaktadir. Sekretorik hiicrelerin istmusta daha fazla iken, siliar
hiicrelerin ampullada daha yogun oldugu belirtilmektedir (143). Istmusta elde edilen
pozitif nNOS-ir’ in ampullaya gore daha yogun oldugu ve belirgin sekilde izlendigi
goriildii. Bu durumda sunulan ¢alismada, istmustaki sekretorik hiicrelerin ampullaya
gore nNOS’ a daha fazla affinite gosterdigi ve dolayisiyla sekretorik aktivitenin NO
tarafindan diizenlenebilecegi diisiiniilmektedir. Buna ilaveten hem eNOS’ un hem de
nNOS’ un istmus ile ampullanin epitel tabakasindaki lokalizasyonlar1 ve epitelyumun
ovidukt lumeni ile siirekli sekilde baglantili oldugu diisiiniiliirse NO’ nun iiretildikten
sonra ovidukt lumenine salindig1 (16) ve intratubal sivinin liretimini diizenleyen bir role
de sahip oldugu ileri siiriilebilir.

Epitel tabakada eNOS-ir’ in, istmus ve ampullada gruplara gore metOstriis
grubunda siddetli, follikiiler evre grubunda orta ve diger gruplarda zayif derecede
oldugu gozlendi (Sekil 3.11, 3.12, Cizelge 3.4). Gawronska ve ark (71) domuz

oviduktunda epitelyumdaki aktivitenin Ostriiste en diisik seviyede oldugunu
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belirtmektedirler. Chatterjee ve ark (107) ratlarda en fazla eNOS pozitif boyanmanin
prodstriis ve Ostriis donemlerinde oldugunu, Bryant ve ark (106) Ostriis siklusunun
donemlerine gore herhangi bir farklilik gozlemlemediklerini bildirmektedirler. Ulbrich
ve ark (16) sigirlarda siklusun 18. giiniinde (prodstriis) epitel tabakada bulunan sekretor
epitel hiicrelerdeki supraniikleer boyanmanin goriilebildigini belirtmektedirler. Sunulan
calisma bulgulariyla aragtirmacilarin bulgular1 arasinda olusan farkliliklar, elde edilen
sonuglarin dncelikle tiire 6zgli olarak da farkli olabilecegini (16) akla getirmektedir.
Diger taraftan Ulbrich ve ark (16)’ n aktardiklar1 sekilde eNOS—ir’ in prodstriis
doneminde daha belirgin oldugu bildirimi sunulan ¢alismada follilkiiler evre grubunda
izlenen orta derecedeki boyanma siddeti ile uyumlu bulunmaktadir.

Tim gruplarda eNOS yoOniinden istmus ve ampullada gergeklestirilen
immiinohistokimyasal boyamalar sirasinda epitelyumda immunfloresans yanit veren
nokta seklinde yapilar dikkati ¢ekti (Sekil 3.14). Bu yapilarin, preparatlarin sadece
sekunder antiserum ile boyanmasindan sonra da immunfloresans yanit verdigi izlendi.
Calismada elde edilen bu gozlem, kullanilan primer ve sekunder antiserumlarin
kimyasal Ozellikleri ve uygulanma yontemleri yaninda inek ovidukt dokusunun
kendiliginden immunfloresans yanit verdigini kanitlamaktadir. Bunun yam sira inek
ovidukt dokusunun otoimmunofloresans 6zelliginin aktarildigi bu gézlemi bildiren bir
calismaya rastlanilmamaistir.

Epitel tabakada nNOS-ir’ in metostriis ve follikiiler evre gruplarinda istmusta
siddetli ampullada ise orta derece reaksiyon verdigi gozlendi (Sekil 3.15, 3.16, Cizelge
3.5). Bunun yani sira sinir fibrillerinin siklikla metdstriis ve follikiiler evre gruplarinda
pozitif boyama gosterdigi izlendi (Sekil 3.17, 3.18, Cizelge 3.6, 3.7). Lapointe ve ark
(72) sigir oviduktunda nNOS ekpresyonunun periovulator donemde daha fazla
izlendigini belirtmekle birlikte sunulan ¢calismada elde edilen bulguyla arastirmacilarin
bulgularmin uyumlu oldugu belirlendi.

Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu analizinde eNOS, nNOS ve
INOS izoformlar1 biitliin gruplarda belirlendi (Sekil 3.20). Western Blot analizinde
nNOS i¢in herhangi bir bulguya rastlanilmazken, Lapointe ve ark (72)’ n bildirdigi
sekilde eNOS ve iINOS proteinlerinin ipsilateral ve kontralateral olarak varhigi
belirlendi (Sekil 3.21). Ekerhovd ve ark (7) nNOS proteinini Western Blot ve
immunohistokimyasal yOntemle tespit edemediklerini, Gawronska ve ark (71)
immunohistokimyasal olarak tespit ettikleri iNOS proteinini Western Blot yonteminde

belirleyemediklerini bildirmektedirler. Bu farkliligin primer antiserumlar ile proteinler
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arasindaki diisiik antijeniteden kaynaklanabilecegi ileri siirtilmektedir. Western blot ve
RT-PCR analizlerinde istmustaki ekspresyonun ampulladan siddetli oldugu, tespit
edilen NOS izoformlarmin mestdstriis ve follikiiler evre gruplarinda daha fazla sinyal
verdigi izlendi. Buna ilaveten bu iki yontemle tespit edilebilen NOS izoformlarinin inek
oviduktundaki ekpresyonlar1 ortaya konulmakla birlikte elde edilen bulgularin

immiinohistokimyasal bulgular1 destekledigi belirlendi.
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5. SONUC

Sunulan c¢alismada, farkli seksiiel siklus donemlerindeki ineklerde L-arjinin-
SNP / NOS / NO / sGC yolunun spontan ovidukt kasilimlar1 iizerine etkisi in vitro
olarak belirlenirken, NOS enzimlerinin varlig1 ve ovidukt dokusundaki dagilimlari
immiinohistokimya, RT-PCR ve Western blot yontemleriyle ortaya konuldu. Sonug
olarak, ineklerde spontan ovidukt kasilimlari iizerine NO’ nun in vitro olarak bir
etkisinin olmadigi, bunun nedeninin NOS enzim etkinliginden kaynaklanmadigi, ayni
zamanda hormonal durumun NOS enzim etkinligini degistirebilecegi, NOS / NO
sisteminin oviduktun kasilim mekanizmasida degil sekretorik ve siliar aktivitelerinde

rol oynayabilecegi kanisma varildi.
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