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OZET

Bu calsmada farkli doz ve surelerde uygulanaf-tgtradiolin ovaryumlari ¢ikarilgi
sicanlarda spontan myometriyal kasilimlar Uzerikéesi@in belirlenmesi amaclansgtir.
Arastirmada 3-6 aylik ve ortalama 270 + 20grhginda, 72 adet Sprague Dawley cinsi
disi sicanlar kullaniimgtir.  Sicanlar, her grupta 18 sican bulunagdlde, kontrol (Ov)
ve 3 deneme gurubuna (Ostrojen) ayrtmu Kontrol grubuna gunlik olarak kas igi
susam yai enjeksiyonlari yapilmgi (0,2 ml), birinci deneme grubundaki sicanlara
gunluk 25ug 17B-0stradiol, ikinci deneme gurubundaki sicanlaralgk 50 ug 173-
dstradiol, ve ucglnct deneme gurubundaki sicanlantéiig 100pg 17B-6stradiol kas ici
uygulanmgtir. Her grup kendi arasinda 3 alt gruba ayrilat8k 90 ve 162. saatlerde
6’sar hayvan genel 6tenazi yapiktm.

Endojen nitrik oksit etkinfiinin belirlenmesi amaciyla L-Arginin, eksojen
nitrik oksit yolunun dgerlendiriimesi amaciyla SNP ve endojen NO etkisir@septor
diizeyinde etkisinin ortaya konulmasi igcin L-NNA {f-N-Arginin) uygulamasi
yapildi. Alinan uterus o6rneklerinden elde edilenkwdokesitlerinde cGMP-PK1
ekspirasyonunu gostermek icin immunohistokimyasaltgmle boyandi.

Uygulama sonrasi 0Ostrojen verilen gruplarda spontayometriyal
kasilimlaringiddeti, dstrojenin dozuna ve suresinglbalarak artti. Ayrica, dstrojenin
L-arginin-NOS-NO-cGMP yolunun etkiini engelledgi belirlendi. Ostrojenin uterusta
bulunan longiditunal duz kaslarda cGMP-PK1 ekspinas Uzerine etkisinin
bulunmadg goruldi. Sonuc¢ olarak 6strojenin doza ve sureg&ntll olarak uterus
kasilimlariningiddetini artirirken, L-Arginin-NOS-NO- cGMP-PK1 yahun etkinlgini

engelledgi fakat bu engellenmenin cGMP-PK1 Uizerinden olrgalelirlenmistir.

Anahtar sdzcukler: 17p-6stradiol, Myometriyum, CGMP’ye lgamli protein kinaz,
NOS, Sican.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effecingcting different doses and time
intervals of 1B-estradiol on spontaneous myometrial contractiohevariectomized
rats. Three to 6 months old 71 female Sprague Davelts, weighing 270 + 20 g, were
used in the current study. The ovariectomized ve¢se randomly assigned to one
control (Ov) and three experimental gt&stradiol injected) groups of 18 rats each. Rats
in the Ov group received daily sesame oil (0.2 I}, whereas each rat in the three
experimental groups was treated with daily 25, 5@ a00 pg estradiol (IM),
respectively. Each group was further divided inuBgsoups: 6 rats in each group were
sacrificed by cervical dislocation at 18, 90 an@ h6.

In order to determine endogenous nitric oxidevégti L-arginine solution
was used. Sodium nitroprusside (SNP) was usedviauation of the exogenous nitric
oxide pathway. In addition, L-NNA (nitro-N-arginipgreatment was applied in order to
determine the effect of endogenous NO at receptoell Immunohistochemical
evaluation was performed to determine cGMP-PK1 e&sgion from the uterus samples.

In the current study, estrogen treatment increagehtaneous myometrial
contraction in dose and time dependent manner. dere estrogen treatments inhibited
L-arginin-NOS-NO-cGMP pathway. On the other hanstragen failed to have any
effect on cGMP-PK1 expression in uterine longitadlismooth muscles. Thus, g7
estradiol treatments increased the uterine smoatsci®a cell contractions. Treatments
also inhibited L-Arginin-NOS-NO-cGMP-PK1 pathwayoWever, our results indicated
that 1'B-estradiol did not show its effect through cGMP-PK1

Key Words: 17p-estradiol, myometrium, cGMP-dependent protein &naNOS, Rat



1. GIRIS

1.1. Ostrojen Hormonu

1.1.1. Ostrojen Hormonunun Yapisi, Sentezi ve Sahlmi

Steroidler siklopentanoperhidrofenantren halka stapceren bilgiklerdir. Tum
steriodlerin 6ncul molekili pek cok dokuda sentezidlen kolesteroldir (1).
Kolesterol molekilinin bir yan zincirinde veya alda molekdl grubundaki
degsisme, caitli steroid molekullerinin Uretilmesine yol acarSteroidlerin
sentezlendji klasik bir metabolik yol vardir (2). Tum hayvarmldilari steroidleri
sentezleyebilme yetepme sahiptir. Ancak sentez hizi her dokuda farkhdi
Steroidlerin sentezinde U¢ temalea vardir: ilk iki gama, her endokrin organda
ayni, son gama ise endokrin beze 6zgildilk asama asetattan kolesterol sentezi,
ikincisinde steroidin olgumundaki 6ncil molekuller, sorsaamada da steroidin son
seklini almasi icin gerekli kiicik gesmeler yer alir. Tium steroidler, bir siklopentan
halkasina bgi (D), fenantrene benzeyen (A, B ve C halkalaiKlils ¢cekirdek
icerirler (steron-siklopentano perhidrofenantrerpigg. Kolesterolde oldiu gibi
steroidlerde genellikle 17'nci pozisyonda bir yanczr bulunur. Birlgik bir veya
birden fazla hidroksil grubu iceriyorsa, karbondlya karboksil grubu icermiyorsa bir
steroldir ve “ol” takisi alarak isimlendirilir (3).

Memelilerde butin steroid hormonlarin  6nclist  olgregnenolon
kolesterolden yan zincirin kirllmasi ve oksidasyosenucu olgur. Bu ytzden
kolesteroliin pregnenolona dénie basama steroid hormonlarin biyosentezinde en
onemli adimdir (4).

Endoplazmik retikulum ve mitokondride meydana geler dizi enzimatik
degisiklik sonucunda kolesterolden steroid hormonlarsotu Ostrojen biyosentezi
icin sitokrom P450 adi verilen ve CYP19 genindéman enzime ihtiyac vardir.
P450 geni ¢ok gegibir ailedir ve yaklask 600 kadar Uyesi bulunur. Sitokrom
P450'nin yapisinda tek bir hem molekalt bulunur. (Bu hem molekdlti C19
androjenik steroid substratining@nmasindan ve dstrojenlerin karakteristik fenolik
A halkasinin olgmasina sebep olan bir dizi katalitik reaksiyonlaslosmasindan

sorumludur. Bu aromataz reaksiyonu, metabolize dlanmolekil steroid icin ¢



molekil oksijen ve u¢ molekul nikotinamid adenimidkleotit fosfat (NADPH)
kullanir. Bu glemde, oksijen molekulleri C19 metil grubunun fokmasite
oksidasyonunda kullanilirkens ezamanh olarak A halkasi aromatize olarak
ostrojenlerin fenolik A halkasi odur. Bu slem sirasinda indirgeyici olarak NADPH-
sitokrom P450 rediktaz enzimi ile NADPH kullan ().

Tum steroid hormonlar icin en 6nemli kisitlayimzenatik basama Uc¢
molekil oksijen, ¢ molekil NADPH ve mitokondrideddektron transfer sisteme
gerek duyar.ilk reaksiyon 22'nci karbonun hidroksilasyonudur. ur 20’nci
karbonun hidroksilasyonu takip eder. §€do 20, 22-hidroksikolesterol daha sonra 20
ve 22'nci karbon arasindan dezmolaz enzimi sayesenytilarak 21 karbonlu bir
steroid olan pregnenolon ve izokaproaldehit elddiredl). izokkaproaldehit
izokaproik asite okside olurken, pregnenolon iseciaal bezde ve gonatlard®
yoluyla 17-hidroksipregnenolona veyéa yoluyla progesterona dogturulir. Delta 5
yolu daha ¢ok testislerde testesteron ve adremtdhsin zona fasikulata tabakasinda
kortizol sentezlenmesi icin tercih edilirke®4 yolu ile progesteron ofumu
ovaryumlarda ostradiol sentezi ve adrenal korteksina glomeruloza tabakasinda
aldesteron sentezi icin tercih edilir (7).

Yumurtahk follikillerinde G¢ ana hicre tipi vardi Bunlar follikdl
cevresindeki interstisyel hicrelerden koken alake tenterna hcreleri, yumurta
hiicresini saran granulosa hucreleri ve yumurta dsidir. Yumurtaliklardaki teka
interna hucrelerinde pregnenolon 6né&& yolu ile progesterona, daha sonra da
androstenedion’a c¢evrilir. Odan androstenedion yumurtaliklardaki granulosa
hicrelerinde dnce testosteronaddiidroksisteroid dehidrogenaz ile) ve daha sonra
major Ostrojen olan ¢stradiole @dstradiol) dongturilir. Ostrojen sentezindeki
anahtar enzim 19-hidroksilaz-aromataz kompleksiddndokuzuncu karbonun
uzaklgtiriimasi ve A halkasinin aromatizasyonu ile 18bkatu steroidin yapimi
katalizlenir. Etkili dger Ostrojenler ise Ostron ve ostriol'dir. Ostrogede
androjenler ve bobrek Osti bezi kabuk kismi  horewonl gibi
siklopentanoperhidrofenantren halkasi iceren 18dau steroidlerdir. Ostronda bir
—OH, o6stradiolde 2 —OH, ve 0striolde 3 —OH ve bdermetil grubu bulunurSgkil
1.1). Ayrica 0Ostronda 17’'nci karbon atomunda kegpabu bulunur. En fazla ve

gucli Ostrojen hormonu Ostradiol’dur. Ostradiol, rifeede 17PB-hidroksisteroid



dehidrogenaz enzimi ile kismen 6stron’a gevriliosttnenopozal kadinlarda en fazla

bulunan 6strojendir. Ostrondan d@aii dstriol’'un etki giicii hepsinden daha zayiftir

8).

o OH OH
HO HO HO
Estrone Estriol

17 -Estradiol

Sekil 1.1: Memelilerde bulunan major dstrojenler

Hipotalamus, hipofiz 6n lobu ve ovaryumlar arasikidnekanizma ile dstrus
siklusu olgur ve 0Ostrojenlerin salinimi dizenlenir. Hipotalatam pulsatil olarak
salgilanan gonadotropin salgilatictc  hormon (GnRHiipofiz ©6n lobundan
gonadotroplar olarak da adlandirilan follikil ugarmormon (FSH) ve luteingérici
hormon (LH) salinimini uyarmaktadir. Ostrus ve nierad siklusun bglangicindan
folikliler fazin ortalarina kadar FSH salinimi ddazaladir. Follikil uyarici hormon,
granuloza hicrelerinde LH reseptérlerinin sayiamirirken, aromataz aktivitesini de
yukselterek ostrojen uretimini artirir. Siklusuerleyen ginlerinde ise hipofiz 6n
lobundan LH'nin salinimi daha fazladir. Gonadottegmonlarin (FSH ve LH)
hipofiz 6n lobundan salinma miktarlari ovaryumlardaalgilanan hormonlarin
kontrolu altindadir. Ostrojen, progesteron ve iithlBSH salinimin azalmasina sebep
olabilecesi gibi, siklusun farkli donemlerinde LH ve FSH saimini da artirabilir (9).
Normal siklusun foliktler safhasinda bazal GnRHmsalin1 dstrojen kontrol altinda
tutar. Ostrus sirasinda olgugri@aya balayan folikullerden salgilanan ostrojenlerin
kandaki yg@unlugunun artmasi 6n hipofizden FSH salgilanmasi inhdaer.
Siklusun ortasinda pozitif feedback mekanizmasiindtk Pozitif feedback
olusumunda ve LH'nin ani olarak artmasinda hem 0Ostimnjaem de GnRH'in etkisi
onemlidir. Siklusun bu doéneminde Ostrojen hipofia bbunda GnRH reseptor

sayisini artirarak gonadotroplarin salinim miktamiaytkseltebilir (10).



Kokenini asetattan alan 6strojenler gebelik doneminda balica LH ve
FSH’nin sinerjik etkileri altinda ovaryum folikiHein teka interna ve granulosa
hicrelerinden, ovulasyondan sonra da korpus lutaansadlinir (11). Folikdl sivisi
icinde bulundgundan folikil hormonu anlamina gelen folikdlin, sidimemeli
hayvanlarda kizginh meydana getirdi icin “Ostrin” adi ile de anilir. Ayrica az
miktarda Ostrojen, adrenal korteksin zona retik§ltabakasindan da salgilanir. Cok
az miktarda testislerin leydig hicrelerinde tesinmt ve androstenediondan dstrojen
olusur. Bununla birlikte bgta ygg doku olmak Uzere karamr, bobrekler, akger,
deri, beyin ve cizgili kaslar gibi pek ¢ok dokudan miktarda 6stron Uretilmektedir
Gebelik doneminde ise 6strojen uretiminin asil legymplasentadir. Menapoz sonrasi
endojen 6strojen periferal dokularda adrenal katiek salgilanan androstendiyonun
Ostrone dongidrilmesi ile elde edilir. Buna ilaveten, gyadokusunda bulunan
aromataz enzimi ovaryumlardan salgilanan az miktardestesteronu Ostradiole

cevirir (12).

1.1.2 Ostrojenlerin Tasinmas! ve Metabolizmasi
Ostrojenler, plazmada feca plazma albiimini ve 6zel Gstrojengtayici globiilini
olan seks hormon Btayici globuline (SHBG) bz olarak tginir. Ostrojen varfi
kendilerini tgilyan SHBG’nin miktarini da arttirir. Bu proteinlenormonlari
vaktinden once inaktivasyona kakoruduklari gibi hormonlarinsal ve dengesiz
bir sekilde salinmalarini da énler. Hormonla plazmagirderi arasindaki Gganma
son derece zayiftir. Bu nedenle 30 dakika ya deadalala bir siure igerisinde
dokulara hizla serbestlerler (12).

Vicuttan sitokrom P450 enzimi yoluyla metabolizdexek atilan éstrojenler
(13) insanlarda Ostradiol esas olarak kamwe oksidatif metabolizma
(hidroksilasyon), glokoronidasyon (glukoronit kogatlarina dongtirulerek),
sulfataz (sulfatlara donturtlerek), esteraz (gaasit esterleri olgturularak) ve
katekol oOstradiollerin O-metilasyonu yollariyla @etile katekol olsturularak)
metabolize oluridrar ve gayta ile atilir (14). Bunun yaninda 0sintgr az da olsa
beyin, uterus, bobrek, ovidukt, meme ve prostat gibbkrom P-450 aktivitesi
gOsteren bgka dokularda da metabolize edilebilirler (14,153t0jen metabolizmasi

oksidasyon ile bgar. ilk basamak Ostradioliin 6strona Bl7hidroksisteroid-



dehidrogenaz enzimi ile 17'nci karbondan oksidasygm. Bu olay geri dorgiimli
olmasina rgmen, Gstradiolin dstrona d@winl dstronun Ostradiola dégiiminden
cok daha hizlidir. Daha sonra geri dgiimasiiz bir yol olan hidroksilasyon sitokrom
P-450 enzimi tarafindan galwrulur (14). Hidroksilasyon ya 2'nci karbon
pozisyonunda okur ve 2-hidroksiestron (2-OH) meydana gelir ydl8a karbonda
olusur ve 160 hidroksiestron (16-OH) meydana gelir. Ayrica az alsa 4’Uncu
karbonda hidroksilasyon meydana gelebilir ve 4 dkdrestron (4-OH) okur (16).
Ostrojenler ayrica metilasyon, glokoronidasyon wiasasyon yoluyla da metabolize
edilmelerine rg@men, bu yollar ile metabolize olmalari nadirdirOX ve 4-OH
quinonlara hazir bigekilde okside olabilirler (17).

1.1.3 Ostrojen Reseptorleri
Steroid hormon reseptorler ailesi glukokortikoidneralokortikoid, progestin, 1,25
dihidroksivitamin D3, progestin, androjen ve 6strop de dahil oldgu geng bir
dagihm gdosterir. Bu reseptoér ailesinin tamami aynipigal ve fonksiyonel
karakteristge sahiptir. Hepsinde c¢ok iyi korunsiDNA ve ligand bglanma bdolgesi
bulunur. Steroid hormon reseptorinin kendine airmiom ile b&lanmasi
transkripsiyona yol acarak steroid hormonun genaakikvite olisturmasina yol agar
(18). Ostrojen reseptori (ER) klas-1 niikleer hormeseptori sinifina dahildir (19).
Onceleri sadece tek tip ER ofglu distinilmekteyken, 1996 yilinda
birbirinden b&msiz calgmalarda sican (20), insan (21) ve farede (22) fdnkIER
bulundgu aciklandi. ilk bulunan 6strojen reseptoring daha sonra bulunan
formuna isef adi verilmitir. Ostrojen reseptop ilk olarak sican prostatinin salgi
yapan hucrelerinden izole edignive varlgi hem dsi hem de erkek Ureme
organlarinda tesbit edilgtir. Fareden elde edilen E&®R595 aminoasitten ojurken
ER B 485 aminoasite sahiptir (20). Bu farkin en onesdbebi ERp nin N9
terminusunun daha kisa olmasindan kaynaklanir @&xojen reseptorleri A, B, C,
D, E ve F olarak isimlendirilen 6 fonksiyonel bddigs ibarettir. N-terminalini
olusturan A/B bolgesi ERx ve B arasindaki en az benzerlik gosteren kisimdir ve
insan ER arasinda bu bolgede ancak %17’lik bir edhzbulunur. DNA respons
element olarak tabir edilen ve reseptérlerin DNAlaama bolgesi olan C bdlgesi

ise tam aksine ¢ok buyuk benzerlik gosterir. BoZeelik %97 olarak bulunngtur.



D bolgesi nikleer lokalizasyondan sorumlu olup p&seer arasinda %30’luk bir
benzerlik bulunur (23). E bolgesi ise ligandglamma bolgesi olarak adlandirilir ve
reseptorler arasinda yakila %60 lik bir benzerlik bulunmaktadir. Bununlalikite
hem ERa hem dep Ostrojene aynsiddette bglanma yetengine sahiptir (24). F
bdlgesi ise C-terminalinde bulunur ve bu bélgedmkazerlik %18'dir (23).

Ostrojenler lipofilik olduklarindan plazma zarkan lipid tabakasindan
kolaylikla gecebilirler ve boylece butin hiicreleggebilirler. Ostrojenler hiicre
icerisinde stoplazmik hidrofob proteinleregtanirlar. Bu nedenle, steroid hormon
etkinliginin spesifikligi hedef doku hucrelerinin stoplazmalarindaki 6zgggeptor
protein aracig ile salanir. Ostrojen reseptor kompleksi niikleusa diffohe veya
tasinir. Hicre dizeyinde serbest halde bulunan 6strioggmonu hiicre membranini
pasif diftizyon ile gecer ve stoplazmada bulunandigne ait reseptdre Beanir.
Ancak, bu bglanmadan sonra reseptor-hormon kompleksi hicreshirdgsine goc
eder ve kromatine oldukca siki bgekilde balanir. Bu nedenle 6stradiol gibi
isaretlenmg steroid bir hormon damardan vergdide bunun hedef hicre
cekirdeklerinde toplangi gorilmektedir. Cekirdekte hormon buradaki 6zggrlgri,
anlatimlarint  6zgil haberci RNA’lar alfturmak yoluyla kayitlanmasi
(transkripsiyonu) icin uyarir. Haberci RNA’lar stapmaya gecerek ribozomlarda
yeni proteinlerin sentezi anlamina gelen ceviglamini bglatirlar (25).

Ostrojenin reseptorine #@anmasi c¢ok safhali bir sirectir. Ostrojenin
reseptoriine k@anmasi ile reseptorlerde dimerizasyon salu Dimerizasyondan
reseptorlerin C ve E bdlgeleri sorumludur (26). Brirasyono - o homodimerleri
seklinde olabilecgi gibi o - p heterodimerlergeklinde de olabilir. Bunun yanindia-

B homodimerleri de okmaktadir (27). Bu homo ve heterodimerlerin \arh
ostrojenin hedef hicrelerde dstrojenglbatkilerin neden farkl farkl olabile@i

de acliklamaktadir. Ostrojenin  reseptériine gldramasi  Gstrojen-reseptor
kompleksinde yapisal bir dsiklige (tersiyer ve kuaterner yapi) sebep olarak
aktivasyona yol acar. Bu yapisalgdgklik sayesinde 6strojen-reseptor kompleksi
artik kromatine bglanabilme yeteng kazanir. Bu kompleks DNA Uzerinde bulunan
ve hormon respons element (HRE) olarak adlandirdael bolgeye bdanir.

Hormon respons element genellikle steroide duygehlerin Gst kisminda lokalize



olmustur. Kompleksin HRE bdlgesine glanmasi 6zel mRNA sentezini artirir ve
sonugcta protein sentezinde guigbzlenir (25, 28).

Ostrojen reseptorlerinin formlar, miktarlar vegdimlar erkek ve di
farelerde dokudan dokuya farkllik gostermektedifarelerde ERw yogunluklari
uterus, testis, hipofiz, ovaryum, boébrek, epididiree adrenal bezde daha fazladir.
ER B ise prostat, ovaryum, ak@r, sidik kesesi, beyin, uterus ve testiste dahkfa
rastlanmgtir (24).

Dokulardaki ER miktari dokamdaki 6strojen miktarlari ile dou orantilidir.
Artmis Ostrojen konsantrasyonu ratlarda ER ekspresyorariumstir. Ostrojen
enjeksiyonu ile meme dokusundaki ER konsantrasymklissik % 40 artirmgtir.
Steroid hormon reseptdrleri yapimindan sorumlu @&iA bagimli RNA polimeraz
| ve 1l ekspresyonu da ghrdan verilen ostrojene $anli olarak 4 ile 5 kat arfi

gostermgtir (29).

1.1.4. Ostrojenin Genomik Olmayan Etkileri

Yeni elde edilen bilgiler, 6zelikle Greme sistermendstrojenin hiicre cekirgmde
DNA uzerine olan etkilerinden farkli olarak, bagkikerini cok daha hizl bigekilde
gosterdgini  ortaya cikarmgtir. Bu etkiler peptid hormonlarin  membran
reseptorlerine anmasini takiben go6zlenen etkilerine bengekilde cok hizli
olusmaktadir (30).

Tavuk ve domuzlardan ovulasyon oOncesi alinan ditikkden toplanan
granuloza htcreleri ile yapilan atamada 1p-0stradiol verilmesini takiben hucre
ici Ca™ konsantrasyonu ani olarak argostermtir (31). Ostriol ve 6stron da ayni
etkiyi olusturmustur. Ostrojen reseptdr agonisti tamoksifen uygulsuma veya RNA
ve protein sentezini durduran aktinomisin-D ve dfildksimidin C¥
konsantrasyonunda gorulen grtietkilemedgi bildirilmistir. Kalsiyum kanal
blokérleri de (nifepidin ve metoksiverapamil gil@g ™ artsini durduramanstir. Bu
yuzden dstrojen uygulamalari sonucu ortaya cikamiaere ici Ca arg, D vitamini
veya fosfat tarafindan ajturulan ve membran kanallari yoluyla hiicre ici*€a
miktarinin artgina yol acan mekanizmadan farkli olarak sotaktadir. Fakat
granuloza hiicrelerinde 6strojen yoluyla gorilenraiici C4? konsantrasyonundaki

artis inositol fosfolipid hidroliz inhibitorleri ile (epomisin ve U-73,122)



engellenebilmektedir (32). Bu bilgiler strojeninidne ici Ca&% konsantrasyonu
uzerine etkisinin inositol 3 fosfat aragili ile olabilecgini dustindirmektedir.
Granuloza hiicrelerine 6stradiol uygulamasi ile aiick Cd? artisi arasinda yakiak

5 saniyelik bir zaman bulunmakta olup bu sire id$ fosfatin olymasi ve C¥
iyonlarinin hiicre ici depolardan salinmasi icinegesiireye uymaktadir. Ostrojene
bagll Ca" artsi kalmodiiline (CAL) bal sistemlerin aktivasyonu, Caiyonuna
bagli parakrin ve otokrin faktérlerin aktivasyonu (tsforming buyime faktoéru gibi),
hiicre proliferasyonunun uyarilmasi, ve hicre-htedeerlemesinin sglanmasi gibi
olaylarda 6nemli olabilir (33).

17B-6stradiol enjeksiyonu uterus dokusunda da genartaknayacak kadar
hizl  morfolojik ve fonksiyonel etkiler gostermeklie Ostradiol verilen
endometriyal hiicrelerde 10 dakikadan az bir siutedgiyum iyon konsantrasyonu
artmaktadir (34) ve bu etki hicre zari yluzeyindriban, varlgl sican endometriyal
ve karacger hicrelerinde daha 6nce ispatlapwlan, 6strojen hdanma bolgeleri
yoluyla oldgu distntlmektedir (35, 36). Buna ilaveten ovaryumlarinais
sicanlarda damar ici Ostrojen verilmesini takip reder dakikalik sire icerisinde
endometriyal hucrelerdeki mikrovilus miktari, uzuklari ve ygunlugu arts
gOstermgtir (37). Ostrojenin mikroviluslar (izerindeki etkisiicre zarinda reseptorii
bulunan peptid yapidaki epidermal ve sinir buyUdddrleri gibi btylume faktorleri
tarafindan olgturulan etkilere buytk benzerlik gostermektedir)(38

Ostradiol germinal vezikiil safhasindaki oositte @&? konsantrasyonunu
artirmaktadir. Ayrica hicre kultiri medyumunda balu 6strojen oositlerin mayotik
olgunlgmasini etkilemese de, olgugmais oositlerin fertilizasyon potansiyelini
artirmaktadir. Metafaz Il safhasindaki oositlebddlinme orani ve gglimi dstrojen
bulunan ortamdakilerde aytyostermektedir (39).

Ostrojenin genomik ve genomik olmayan yollari agnda da etkin olabilir
ve bu yollar birbirleri Gizerine etki edebilirleraBi ¢calgmalar dstrojenin DNA-RNA-
protein sentezi Uzerine etkisini @ayan hicre sitoplazmasinda bulunan reseptére
bagli yol ile hiicre zari reseptort aragilile olusan sinyal iletimi arasinda bir gki
olabilecgini dusundirmektedir. Bu etkikmin varligi meme bezinde (40) ve uterus
hicrelerinde (30) gosterilgtir. Bu etkilesim steroid responsive genler ve siklik

AMP (cAMP) sistemi arasindadir. Buna ilaveten dfibhin protein tirozin



fosforilizasyonu Uzerine etkili oldw da bildirilmistir (41-43). 1PB-Ostradiolin,
tirozin kinaz ve MAP kinazi, hiicre zarinda lokalan klasik ER variyanti yoluyla
aktifledigi gozlenmgtir (44). Yani ayni Ostradiol sezamanl veya sirasiyla hem
membran hem de nikleer reseptérini uyarabilmekt&itayisi ile Ostrojenin
genomik olmayan etkilerinin ortaya cikarilmasi haywe insan fizyolojisinin daha
Iyi anlasiimasina yardim edecektir.

1.1.5. Ostrojenin Genomik Etkileri

Ostrojenler diilerde cinsiyet organlarinin ve ikincil cinsiyet ri&terlerinin
gelismesi, gekmenin ve fizyolojik etkinliklerinin surdurdlmesi il gereklidirler.
Ostrojenlerin dii memelilerde olsturdusu ikincil sex karakterleri viicugeklinin
killarin ve sesin d#smesi, memelerin gelnesi gibi klevleri kapsar. Ostrojen
overlerin ve fallopian tuplerin gehesi, vajina epitelinin ¢ok katli epitele
donismesi, endometriyal bezlerin bliyumesi ve uterussigsi gibi genital organlar
uzerine 6nemli etkilere sahiptir. Ozellikle progashla birlikte Ostrus olarak
nitelenen davragive fiziksel dgisiklikleri olustururlar. Ergenlge ulamis disilerde
uterusun boyutlari iki-tic kat agtgosterir. Ostrojenler anabolizan etkiye sahiptirle
Bu yuzden hiicre kkalasimi ve biyiimeyi uyarici etkileri bulunur. Ostrojetkisi
altindaki endometriyumda belirgin bir proliferasyoolusmakta ve implante
olabilecek ovumun beslenmesine yardimci olmak ezidometriyal bezlerde blyuk
gelisme gozlenmektedir (45).

Ovaryumlar c¢ikarilnmy sican ve tayanlarda dyardan Ostrojen uygulamasi
sonras! yaklgk 30 dakika icerisinde uterus kan akiminin onedhjiide arttg ve
uterus &irliginin yaklgik %50 oraninda agtigosterdgi gozlenmstir. Bu ylzden
ovaryum steroitlerinden olan dstrojen uterus majfsi ve motilitesi tzerine etkili
en onemli faktorlerden birisi olarak kabul edilmedir (11). Ostrojen enjeksiyonunu
takip eden 12 - 24 saat icerisinde hayvanlardagiro$ benzeri davraghar gozlenir.
Bu davranglar iki aya kadar devam edebilir. St inekleringrd@en enjeksiyonunu
takip eden 1-3 ginde 6strus benzeri dagtanyogun olarak olgur (birbiri Gzerine
atlama, huzursuzluk, vajinadan mukus akingismis ve kizarik vulva). Enjeksiyonu
sonrasi bir hafta icerisinde ovaryumlarda regresyaukus akintisinda agfiuterusta

gerginlik, ve dstrus benzeri hareketler gérilmekiegin icerisinde vulvadaslikle
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birlikte sulu mukus akintisi ve foliktler aktivitedgelsme olgarak uterusta ddem
artmaktadir. Bunu takip eden 7 hafta icerisinderpwalarda buyuk foliktller ve
korpus luteum olgmaya balamaktadir (46). Kendginden olgan uterus
motilitesinin karakteri bu hormonun etkisi ile dgglik gostermekte ve spontan

kasilmalarinsiddetinde ary gortlmektedir (47).

1.2. DUz Kas Kasilim ve Geaeme Mekanizmasi

Duz kaslarin aktif hale gelerek kasilma mekanizmesgjili kasa gore farkli olmasina
ragmen, hem diiz kaslarin hemde cizgili kaslarin kh#reeleri icin hiicre ici C&
yogunlugunda bir ary gerekmektedir (48). Cizgili kaslarda hucre iginidéla+2
troponin C’ye bglanarak kasiimalarin ofmasini sglar. Cizgili kaslarin aksine diuiz
kaslarda troponin bulunmaz. Bunun yerine*Ca CAL'e baslanir. Dinlenme
durumunda sitosolde bulunan ‘€aniktari azdir ve CAL sitosolde serbest olarak
bulunur (49). Sarkoplazma ayogunlugundaki bir art, 4 adet C&un CAL'de
bulunan kalsiyum gaanma bélgesine gganmasina sebep olur. Kalsiyum iyonlari
ile baslanan C&- CAL kompleksisekil desisikli gine usrayarak, merkezde bulunan
heliks yapisinin yardimi ile miyozin hafif zinciinaz (MLCK) enziminin etrafina
dolanarak MLCK’da bulunan otoinhibitor bdlgenin yeesistirmesine sebep olur.
Miyozin hafif zincir kinaz adenozin trifosfat (ATRarliginda miyozin hafif zincirini
fosforlayabilme yetengne sahiptir. Bu yer dasikli gi MLCK’da bulunan katalitik
bdlgenin agia ¢cikmasina ve kinazin aktifl@esine sebep olur. Kinaz da miyozinin
yapisinda bulunan miyozin hafif zincirinin N-terralmden fosforile edilmesini
katalize eder (49,50). Miyozin hafif zinciri 20 kDagirliginda olup miyozin
baslarinda bulunur. Miyozin hafif zincirin fosforilelmasi miyozin bglari ile aktin
filamentlerin arasinda carpraz kopri elmuna sebep olur ve kasilma meydana gelir
(51).

Kalsiyum iyonlarinin sarkoplazmadan geri alinmasimiyozin hafif zincir
fosfatazin uyarilmasi ile diiz kaslarda geme olgur (51). Sarkoplazma Caun
10" mol/L seviyesinin altina dinesi ile diiz kasta ggeme meydana geliflk 6nce
Ca'? CAL'den ayrilir. Miyozin hafif zincir fosfataz meut fosfatlari miyozinden
kopararak miyozinin ATPaz aktivitesini kisitlar. ik miyozin ATPaz aktivitesi

diuz kaslarda gerilimi azaltir ve bdylece diz kagagemesekillenmektedir (12).



11

1.2.1 Myometriyal Kasilma

Uterus kasinin farkli 6zellikte kasilmakilleri bulunur. Bunlardan bir tanesi surekli
kasilimseklindedir. Fokal ve sporadik bjekilde ortaya cikar ve rastgele glw. Bu
kasilmalar sirasinda myometriyum siresi yarim s&atiar ulgabilen kasilmalar
gOsterir. Kasilan bdlgedeki kan miktari srkedan dolayi azalir, kasilan bélgede sivi
miktari diger ve bu durum bélgeden gecen sinyatydugunda gecici bir azalmaya
yol acar (52).

Uterus kasiimasekillerinden bir bgkasi ise ritmik birsekilde olgur ve
myometriyumun sadece i¢ Ucgte bir bolgesinde, smatwbvaskularede, gozlenir.
Stratum vaskulare ve supravaskulare tabakalarirsta Herhangi bir kasilim
aktivitesine rastlanmaz (53). Uterin peristalsiarak adlandirilan bu harekette
endometriyumda dalga benzeri bir yayllma gostemnmdpmetriyal kayma hareketi).
Hizli sperm taanimi ve erken gebgin korunabilmesi icin bu hareketlerin yonu ve
sikligl siklusa bl olarak dgisir. Ovulasyon dncesi zamanda bu hareketlerin@ikli
lyice artarak dakikada yakik 2-3 adete ukar (52). Peristaltik hareketlerdeki
bozukluklar infertiliteye kadar ujabilen problemlerle neticelenebilir (54).

Ovulasyon oncesinde serviksten fundusgrddir peristaltik bulunmaktadir.
Bu spermin serviksten fundusagio ulgsmasini kolaylstirir. Mensturasyonda ise
peristaltik fundustan servikse glodur. Bu sayede mensturasyon sirasinda kanin
uterus dgina atilmasi kolaykdiriimis olur (55).

Uterusta gozlemlenen kasilma hareketlesidéiki siklusun zamanina gore
yon ve siklikta dgisiklikler gosterir (53). Menstrural siklusun ortadan uterus
kasilmalari en yuksek dizeyde iken menstrasyorsiedia kasilmalar en ik
dizeyde kalir. Bu yizden kasiimalarin dominantkfdlin kontroli altinda ve
oksitosinle birlikte kontrol edilgi diustntulmektedir (56). Peristaltik hareketlerin
gozlendgi uterusun stratum subvaskulare tabakasi siklustal@ sekilde ostradiol
reseptorlerinde dssiklik gosterir. Bu tabakadaki 6strojen reseptorléoiikiler
fazdan once ve luteal fazda en az dizeyde bulunurdikiler faz esnasinda en
yuksek seviyelere uda (57). Bu ylzden uterusta peristaltik harekeegorilen
degisikliklerin 6strojen reseptorlerindeki farklihklaxl birlikte kandaki 6strojen

duzeyleriyle de ilgili oldgunu diginmek yank olmayacaktir (56).
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Bununla birlikte 06strojenin uterus hareketleri fize etkilerinin dolayli
oldugu ve buyume faktorlerini, enzimleri, lokal hormonlae reseptorleri icerdi
disunulmektedir (58). Sicanlarda endometriyumda oksitoyliksek dizeylerde
uretilmektedir. Endometriyal oksitosinin ve resefititin dizeyleri dstrusta artmakta
ve Ostradiol bu a1 uyarmaktadir. Bu akin ise merkezi sinir sistemi yoluyla gle
lokal oldusu distinulmektedir (59). Ovaryumdan salgilanan oksitoside uterus
peristaltgi Uzerine etkili olabilcgi bildirilmistir (60). LH piki ile birlikte foliktler
oksitosin salinimi da hizli olarak artmaktadir (@) yluzden oksitosinin ovulasyon
sonrasi sperm gsmasini kolaylgtirdigi distintlmektedir (56).

Endometriyal oksitosin ve reseptdrununin otokrm parakrin etkisi ile
birlikte prostaglandinlerin de kasilmalari uyandbelirtiimistir. Oksitosin yoluyla
olusan kasilmalarin, Ozellikle gebelikte, prostaglatetin etkisi ile olabilecg
disinulmektedir (62). Dguma yakin donemde oksitosin reseptorlerindekisarti
paralel olarak prostaglandin,d= diizeyleri de artar. Ayrica myometriyumda ve
glandular epitelde nitrik oksit sentaz (NOS) v@arltespit edilmgtir (63,64). Bu
yuzden nitrik oksitin (NO) endometriyum ve myomegtninda fonksiyonu oldgu
disinulmektedir. Gebe sicanda NOS aktivitesi oksitdanafindan uyarilmakta ve
bu prostaglandin Je tarafindan olgturulan kasiimalari ve prostaglandin salinimini
kontrol altina almaktadir (65).

Uterustaki tek yone dou oluan peristaltik oksitosin reseptdrlerinin
yogunlugu ile acgiklanabilir. Siir serviksindeki oksitosin reseptdr seviyeleri Gsta
cok yiikselmektedir (66). Ostrustaki koyunlarda #esteki oksitosin bglanma
bblgeleri gebe ve anostrustaki koyunlara gore cdiksgk bulunmgtur (67).
Oksitosinin prostaglandin i uyardigl, prostaglandin Enin de servikal dokuyu
yumuwattigi daha once bildirilngtir (66). Bu durum ovulasyon oncesi servikste
gorulen yumgama ve aciimanin oksitosin tarafindan uyarilan taglandin &
tarafindan olabileggni distindirmektedir (56). Servikteki bu yugama, uterusun
servikoismik bolgesindeki peristaltik hareketleznsksin siksmasina sebep olmakta
bu ise sprematozoalarin smak servikal kivrimlardan uterusagio ilerletiimesine
sebep olmaktadir. Bgekilde spermatozoalarin istmusagdo hareketleri uterus
peristaltgi ile kolaylastiriimaktadir (53).
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1.2.2 Myometriyal Kasilmalari Uyaran Yollar

Myometriyal kasilmanin olimasi aktin ve miyozinin yapisinda meydana gelen
degisikliklere baglidir. Bu degisiklik sayesinde aktin ve miyozin birbirleri Gzeriewl
kayarak kas hicresi miyositin kisalmasina sebep. @u yapisal d@siklik icin
gerekli olan ATP, miyozin bdarinda bulunan 20-kDagaligindaki miyozin hafif
zincirinin, miyozin hafif zincir kinaz (MLCK) enziin ile fosforilizasyonu
neticesinde, miyozin tarafindan tedarik edilir.y®lzin hafif zincir kinaz enzimi
myometriyal kasilmada en ©onemli roli oynayarak lkaeliari uyardgl gibi
durdurabilme yeterigne de sahiptir (68). Miyozin hafif zincir kinazalsiyuma
baglanabilen bir protein olan CAL tarafindan aktiflenKalmodulin aktif hale
gecebilmek icin 4 adet Caiyonuna ihtiyac duyar. Kalsiyum tarafindan aktifle
gelmis CAL ile baglanan MLCK, enzimde yapisal bir gigiklik olusturarak, miyozin
hafif zincirin fosforilize olmasina yol acar.gér MLCK protein kinaz A (PKA) ile
fosforilize olursa, MLCK'nin C&-CAL kompleksine affinitesini azaltir ve
inaktivasyona sebep olur (68). MLCK'nin aktivitesCa? ve cAMP diizeylerini
ayarlayan intraseluler yollarla kontrol edilmekiede MLCK’nin bu aktivitesi uterus
kasilmasi i¢in ¢cok dnemlidir (68-70). Uterotoninlesseptdr bamlh kapilari agarak
veya sarkoplazmik retikulum da dahil olmak Uzererbiici kalsiyum depolarindan
Ca'? birakilmasini artirarak hiicre icerisindeki*€aniktarlarini artirmaktadir (71,
72). Myometriyal kasiimalari durduran faktorlee istkilerini hiicre ici CAMP veya
sikik GMP (cGMP) miktarlarini artirarak kalsiyumegolarindan CZ& salinimini
veya MLCK aktivitesini azaltarak gosterirler. Ralaxveya prostasiklin gibi beta
adrenerjik ajanlarla anma adenilat siklaz aktivitesini artirir ve cANBviyesinde
artisa sebep olur. Uterus kasiimalarini azaltan NO gjanlar ise guanil siklazi
aktifleyerek cGMP seviyelerinde yilkselmeye sebam ¢¥1). Pato ve ark. gebe
koyun uterusunda MLCK enzimini saftamiglardir (73). Enzim 160 kDa
agirhgindadir ve aktivasyonu igin mutlaka hem kalsiyummhde CAL’e ihtiyag
duyar. Kalsiyum-CAL eksikfiinde enzim inaktiftir. Kalsiyum-CAL kompleksine
baglanmasi ile MCLK’nin katalitik kismi aga cikar ve katalitik bolge miyozin hafif
zincirin fosforile olarak kasilma olayini gatmasina sebep olur. Gewme ise ya
tip-2A fosfataz enziminin katalitik alt GnitesieilMLCK’nin defosforilize olmasi ya

da MLCK aktivitesinin azalmasi ile meydana geligd);7Miyozin hafif zincir kinaz
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aktivitesinin azalmasi icin ise hiicre ici €&onsantrasyonunun azalmasi gereklidir.
Hiicre ici C&? miktarinin azlgi kalsiyumun CAL’den ayrilmasina sebep olarak
MLCK aktivitesini azaltir (68).

Beta-adrenerjik agonistleri relaksin ve RGilcre i¢ci cCAMP seviyelerini
artirarak myometriyal kasiimalari gtururlar. inhibitorlerin hiicre yuzeyindeki
kendilerine ait reseptoérlere glanmasi GTP binding protein Gs’nin beta, gama ve
alfa alt Unitelerinden ayrilmasina sebep olmaktadlfa alt tnitesi adenilat siklazi
aktifleyerek cAMP sentezini artirir. Siklik AMP dalsonra PKA'yi aktifler. Protein
kinaz A ise ya MLCK'yl fosforile ederek Ca-CAL korahsine bglanmasini
zayiflatir ya da C&'un zara bglanma bélgesini fosforile eder ve hiicre i¢i serbest
kalsiyum miktarini azaltir (68).

Hucre ici serbest kalsiyum kasilma sirasinda 190den 500 nM’ye kadar
artar. Hucre icindeki kalsiyum agtiicin gerekli kaynaklar hiicre gndan, hicre
icindeki kalsiyum bglanma boélgelerinden ve hiicre i¢i organellerdegiasar (75).
Hucre dgi kalsiyum reseptor @amh veya voltaja duyarli kapilardan hicre icergsin
girer. Hicre ici kalsiyumun serbestheesi ise fosfoinositol (IP) yolu ile ganir. Bir
uterotoninin plazma membranindaki reseptoringdomeasi G proteinini uyarir ve
fosfolipaz C ile bglanir. Bu inositol trifosfati (If) ve diasilgliserolii serbestler.
Ozellikle serbestlenen jfhiicre ici kalsiyumu, sarkoplazmik retikulumdangialim

cikisini artirarak yakseltir (75, 76).

1.2.3 Myometriyal Gewemeyi Uyaran Yollar

Duz kas geyemesine sebep olan ana yol cAMP veya cGMRjaita olusur. G
protein bulunduran reseptérlep adrenerjik agonistler (epinefrin ve ritodin)
kortikotropin salgilaticit hormon (CRH) ve kalsitangen related proteini (CGRP)
gibi uterus kasi geeticileri G protein uyarico. altbirimi (Go) ile eslestirir (77).
Adenilat siklazin bitun izoformlari & tarafindan aktiflenir ve ATP’den cAMP
aretimini sglanir (78). Nitrik oksit sentaz arjininden NO sezigg ve NO ¢6zUnmyl
guanilat siklazi uyararak guanozin trifosfattan 3 TGMP olgumunu uyarir (79).
Peptid faktorleri membran Bl guanilat siklazi uyararak cGMP yapimini artirir.
Siklik AMP ve cGMP sirasiyla cAMP anli PKA'y1 ve cGMP bg&mh protein
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kinazi aktifler. Bu kinaz enzimleri bircok proteifissforile ederek hiicre ici Ca
yogunlugunu deistiren sistemi kontrol altina alir (78).

Relaksin ve B agonistleri kalsiyum tarafindan aktiflenen potasyu
kanallarinin ortalama acik kalma surelerini PKA'mol oynadgl bir yolla artirir
(80). Bu kanalin kapatiimasi insan ve sican myametrunda kasilmalar artirgtir
(81). insan myometriyumunda bulunan kalsiyum tarafindatifleken potasyum
kanallari forskolin ve ritodrine tarafindan aktifle (82). Sicanlarda bu kanalin
MRNA’sI gebelikte ary gosterirken dguma yakin azalmasi, bu kanalin etkisinin
gebelgin ilerlemesi ile azalgyni gostermektedir (83). Ayrica siklik nikleotidigibi
bu kanali acik tutan maddelerin etkisi degsulma yakin zamanlarda azalmaktadir.
Bunlara ilaveten protein kinaz C (PKC) gebe myoigeinda potasyum akimini

artirir. Bu mekanizma kasilmalar arasindasgawe olgumunu uyarabilir (84).

1.3. Nitrik Oksit ve Myometriyal Kasilma

1987 yilina kadar bir atmosfer @tiolarak dguntlen NO, bu tarihten sonra
damarlarda geeemeye yol act gézlenmg ve ilk dnceleri endotel kaynakl geame
faktort olarak adlandirilmgtir (85). Hem insanlarda hem de hayvanlarda Grgtild
ispatlanan nitrik oksit 1992 yilinda science dardg@rafindan yilin molekuli
secilmitir.

Nitrik oksit dokularda yuk tamadgindan hicreden hicreye kolaylikla
gecebilmektedir. 4irt ve kontrolstiz salinimi hicreler igin zararli @imcal
olabilmesine rgmen, NO’in az miktarlardaki salinimi dokular icirokg onemili
fizyolojik fonksiyonlarin olymasinda etkilidir (86).

Nitrik oksit sentezlenmesini uyaran iki adet enzespit edilmgtir. Bunlardan
ilki olan yapisal nitrik oksit sentez (cNOS) perikeve merkezi sinir sistemi, idrar
yolu dokusu ve damar endoteli gibi dokularda pa$irak bulunur. Enzimin aktif
hale gecebilmesi icin hiicre ici Cayogunlugunun artmasi gerekir. Kalsiyum
iyonlari daha sonra CAL’le birferek cNOS'u aktifler ve L-arjininden NO
sentezlenmesi gkanir. Hicre ici iyonize kalsiyum yoinlugu azalmaya bdadig
anda cNOS enzimi inaktif duruma gecgoelen dolayl sentezlenen NO miktari ¢ok

disUk seviyelerde kalmaktadir (86, 87).
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Nitrik oksit sentezleyen ger enzim olan uyarilabilir nitrik oksit sentaz
(INOS) ise hucre icerisinde bulunmaz. Bu enzim lddelmonosit, notrofil, makrofaj
ve hepatosit gibi hiicrelerde sentezlenir (86). {iktelbakteri lipopolisakkaritleri ve
interferonlar gibi sitokinler bu hicreleri uyarardkOS sentezlenmesine yol acar ve
bakteriler icin sitostatik/sitotoksik etkili olan @\ sentezi uyarilir. Yapisal formun
aksine INOS tarafindan uyarilan NO sentezi guinldeseam edebilir (88).

Nitrik oksit hiicre tzerine olan etkisini hiicre ipargectikten sonra demir
veya sulfur iceren proteinlere @anarak gosterir. Damar diz kaslari ve néronlar
Uzerinde bulunan guanilat siklazi aktifler. Guanikklaz ise GTP’den cGMP
olusumunu artiririkingil bir haberci olan cGMP’nin hiicre ici atkas geyemesi ve
sinapslarda uyari geti gibi olaylarin olgmasina sebep olan mekanizmalarin
baslamasina yol acar (86).

Endotelyal kaynakli NO damar diz kaslarinin sgevesini sglayarak kan
basincinin ayarlanmasinigiarken, merkezi sinir sisteminde bulunan NO isérsah
uyariimalarin iletimi, hafiza oklwmu, denge gibi bircok fonksiyonun kontrol
edilmesinde ve desteklenmesinde bir nérotransmiti@rak rol oynamaktadir (86).
Nitrik oksit perifer sinir sisteminde ise etkisimonadrenerjik ve nonkolinerjik
(NANK) sinirler Uzerinde gdosterir. Bu sinirler NOarafindan uyarilganda
vazodilatasyona yol acarken, gosak, Urogenital sistem ve solunum gibi
fonksiyonlarin kontrol edilmesinde rol oynamaktadiitrik oksit bu hayati
fonksiyonlarin yani sira trombosit agregasyonu,zgdeun engellenmesi ve kalp
kasinin kasiimasinin diizenlenmesi tizerine de etkilaktadir (86, 88, 89).

Uterus kasilmalari gebelik sirasinda farkli mekanalar sayesinde kontrol
altina alinir (90). Yakin zamanda NO’in de bazivaaytirlerinde uterus kasiimasini
durduracg onerilmitir (91). Bu calgmalarda NO’in gebe sicanlarda (92, 93) ve
insanlarda (94) myometriyumu ge@ttigi gozlenmgtir. Ayrica NOS enziminin
uterustaki varig sicanda (95-97) ve tganda (91) saptanstir. Nitrik oksit hizli bir
sekilde hicreye girer ve sitozolde bulunan guasildlaz (cGC) enzimini artirarak
ikincil haberci olan cGMP yapimini uyarir. Bu cGME’ba&imli protein kinaz G'yi
(PKG) aktifleyerek diiz kaslarda kasilmaya yol aganteinlerin fosforilasyonu
sayesinde geemeyle sonuclanir (98). Memelilerde uterus duz lakasn

elektrofizyolojisi deisiklik gosterir ve uyarilabilirlgi azalir (99); kas kasiimasina
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yol acan sinyal iletim yollari baskilanirken kass#@aasini durduran yollar uyarilir
(100). Dgumla birlikte bu durum tam tersine doner ve utekasiimalarinin
uyariimasi sglanir (99). D@umdan hemen ©Once insanda (94) ve sicanda (93)
myometriyumum NO’ya duyarlgn azalir ve uterus dokusundaki NO sentezjed
(95). Uterusta NO duyarlginin ve dretiminin birlikte azalmasi myometriyum
kasiimalarinin argjina neden olur. Uyarilabilir NOS (iINOS) myometriyum
kasiimalarini kontrol efi distntlmektedir (91, 95)insanda (91) ve siganda (95),
uterus diz kaslarindaki INOS duzeyleri gebeliktéaraen dguma yaklatikca
duzeyleri azalmaktadir. Tganlarda endometriyal desidua hicrelerindeki INOS’un
myometriyal hiicrelerin ggemesinden sorumlu olgu disintlmektedir (97).

1.4. Guanilil Siklaz ve Hucre Sinyali

Guanilil siklazlar GTP’nin cGMP’ye dogimunt katalize eden enzimdir. Bu enzim
ailesinin hemen hemen butin hicrelerde bulunan memabbgll ve ¢oziunmg
izoformlari mevcuttur. Peptid hormonlar, bakteriksmleri, serbest radikaller,
kalsiyum ve adenin nukteolit gibi hiicre ici moldkiilde dahil olmak Gzere birgok
agonist tarafindan regule edilirler. Guaninil sikta uyariimasi ve sonucunda
cGMPnin olgmasi ile cGMP baimh protein kinaz, cGMP tarafindan regtle edilen
fosfodiesteraz ve siklik nukleotid kapili iyon kdaa gibi kompleks htcre igi
sinyaller uyarilmg olur. Guaninil siklaz ve cGMP tarafindan glrulan bu haberci
sistemleri diz kas kasilmasi ve elektrolit - sremostazisi gibi bircok fizyolojik
olayin olgumuna da izin verir (101).

Nitrik oksit, peptit ligandlar ve hicre i¢i kalsign yggunlugunun artgi gibi
karmalk sinyallerin sonucunda guanilil siklazdan cGMRteelenmesi hiicre ici cok
onemli mekanizmalarin Bmasina yol acar. Bu sinyaller 6zel guanilil ail-
resetér glesmesi ile balar. Daha sonra kofaktdrler sitosolik purin nikidotlan
GTP’nin cGMP’ye dongimini balatir. Hicre ici cGMP ygunlugunun artmasi
protein kinazlari aktif hale getirerek gtmdan iyon kanallarinin uyariimasina ve/veya
hicre ici siklik nikleotidlerin  fosfodiesterazlar zdrinden y@gunluklarinin
degistiriimesi ile hicre fizyolojisi Uzerinde 6nemli éligrini gosterirler (102).

Endojen ve eksojen kaynakh bircok faktor (otokerd hormonlar,

norotransmitterler ve toksinler gibi) cGMP lzerinde&licre sinyalleri olgturur. Bu
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faktorler sonucunda guanilil siklaz sentezi, hedefénelme, ve cGMP’nin
yikimlanmasi glemleri sirasiyla olgur. Guanilil siklaz ve cGMP' hicre sinyal

iletiminde aracilik eden hicre ici mediyatorlea@ada incelennitir (101).

1.4.1. Siklik GMP Bagimli Protein Kinazlar

Protein kinaz G (PKG), cGMP sinyallerine aracilider en 6nemli hicre ici
mediyatordir. Ligand tarafindan cGMP konsantrasgonu artmasi PKG'nin
aktivasyonu ile sonuclanir. Protein kinaz G aktyeasi ise ATP’de bulunary-
fosfatin hedef proteinde bulunan serin veya treoamino asidine katalitik
transferine yol acar. Fosforilizasyongramsg bu protein hiicre gindan gelmy
uyarinin 6zel biyolojik fonksiyona dominesini sglar (101).

Memelilerde iki farklh PKG geni izole edilgtir. Bunlardan ilki insan
kromozomu 10 bélgesinde olup, N terminal bolgesiternatif bolinmesi sonucu
olusan PKG I'in b ve IB izoformlarini kodlar (103). eri ise PKG II'yi kodlar ve
insan kromozom 4 boélgesinde bulunur (104). Protkinaz Gl memelilerin
serebellum, platelet, diz kas dokularinda cokcaurtar 76 kDa blyukEtinde
sitosolik bir homodimerdir (101). PKGalbaslica vaskuler sistem, bobrek, ve
adrenal bezde daha fazla bulunurken, PR@dha ¢ok uterusta bulunur (103).

Protein kinaz G Il 86 kDagarliginda membrana I3& bir homodimerdir.
Kardiyovaskiler sistemde bulunmayan PKG IlI, beyinbarsaklarda bol miktarda
bulunur. Akcger, bobrek ve kemikte de bulunur. Protein kinazl'@rn amino asit
sirasi PKG I'den N terminal bdlgesinde farklhiliksggrir. Bu farkhlik PKG II'nin
hiicre membranina pla olarak bulunmasina yol acar (Lohmann ve ark 1997
Protein kinazG I'nin cGMP hdanma bdlgesinin afinitesi de ¢ok azdir. Ayrica
PKG’nin iki formu farkli hiicrelerde eksprese ed(l:01, 105).

Bilinen bitin PKG’lerde N-terminal, regulator veatélitik bdlgeler
mevcuttur. N-terminal bolgesi toplamsbeeguilator kisma ayrilir: Leusin ve izoleusin
heptad tekrarindan alan bir a-heliks iceren subinit dimerizasyon bélgesi; cGMP
bulunmadg zaman katalitik boélgeyi inhibe eden oto-inhibitélge; cGMP
varliginda bazal katalitik aktiviteyi artiran otofosf@slyon bolgesi; afiniteyi kontrol
eden bolge; ve enzimle spesifik subselller yamlaetkilesimini ayarlayan

intraselller lokalizasyon boélgesi. Regtlatér bolgeye B olarak siniflandirilan 2
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adet siklik nikleotid bdanma bdlgesi bulundurur ve enzimin 2 molekil cGN&P
baglanmasini takiben tam aktivasyonundan sorumluduoteih kinaz G’lerin C-
terminalinde bulunan katalitil bélge ise KfeATP’ye ve hedef proteinlere pranma
yerleri bulundurur (105).

Su anki gecerli hipoteze gére PKG | intraselillerakabulunmakta ve Ca
konsantrasyonunu kontrol etmektedir. Protein kiGadl ise hicre zarindaki sivi
hemostazini ayarlamaktadir. Protein kinaz G l'iask hedefleri substratlar olup,
PKG | tarafindan herm vitro hem den vivo olarak fosforile edilmektedir ve 6nemli
fonksiyonlari bulunmaktadir. Bu grupta bulunan saftar (I) diiz kas hicrelerinde
gewemeye yol acan KPve fosfolamban, (II) platelet ve nétrofil aktivasynda
gorev alan vazodilator-uyarici fosfoprotein ve e, (lll) serebellar purkinje
hiicreleri tarafindan eksprese edilen ve fosfatdwbitdri olarak rol oynayan G
substrati ve (IV) tromboksan ;Areseptori (106). PKG I'in yeni bulunan hedef
proteinleri ise (I) fosforilasyonu takiben vaskil@iiz kas tonusunu ve kalp kasi
kasilimini kontrol eden L-tip Cave Cd? tarafindan aktiflenen Kkanallari, (1)
bagirsak diiz kaslarini gesttigi distintilen C4? bazimli sitosolik fosfolipaz A, (1)
tirozin hidroksilaz, ve (V) duz kas hucrelerinievyemesinde rol oynayan miyozin
hafif zincir fosfataz (107).

Protein kinaz G I'in aksine PKG II'nin sadece bane klasik hedefi tespit
edilmistir; PKG Il tarafindan fosforile edilen ve $asak mukozasinda bulunan kistik
fibrozis transmembran konduktans regulatori (CFTRP8). Ince barsaktaki
enterositlerin apikal membranlarinda bulunan PKG GITFR'’yi fosforile eder.
CTFR’nin fosforilasyonu elektrojenik klorid akimiruyararak ince barga sivi
sekresyonunu ghar. Sican bobggnin medullasinda bulunan klor kanallarinin da
ayni mekanizmayla catigi disintlmektedir (109). Protein kinaz G II'nin ayrica
renin sistemini ve kemik buyimesini de kontrol @ttUstinilmesine rgmen, hedef
molekadller halen bilinmemektedir (105,110).

1.4.2. Siklik AMP Bagiml Protein Kinazlar ve cGMP Sinyali

Protein kinaz A, PKG gibi 6zel siklik nukleotid #lanma bdlgesine sahip
oldugundan cGMP ile aktif hale gelebilirler. Protein &m A’'nin cGMP ile
aktivasyonu, cAMP ile aktivasyonundan yakka50 kat daha azdir (105). Protein
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kinaz A'nin siklik ntkleotid bglanma bdlgesi PKG'nin siklik nikleotid penma
bdlgesi ile yiksek benzerlik gostermesingman, anahtar amino asitlerde farkhlik
mevcuttur (111). Protein kinaz G icin bilinen bik¢hzyolojik substrat PKA icinde
substrat olarak bilinmektedir. Ayrica, bircok hisek olayda cGMP ile cAMP
birbirleriyle uyumlu olarak hareket ederler. Bu gén PKG ve PKA fare ve
tawanda IP3’'e bamli Ca™ salinimini durdurarak mide diiz kaslarindasgeweye
yol actgl bildirilmistir (101). Benzersekilde taganlarin ince barsak diz kas
hiicrelerinde izoproterenol ve SNP sitosolik Cagiimn fosfolipaz A'nin
fosforilasyonunu sirasiyla PKA ve PKG Ulzerindenraoyaktadir (112). Benzer etki
PKA ve PKG'nin vazointestinal peptid ve izoproteseile pespese uyariimasi ile de
elde edilebilir. Vertebralilarda cGMP ve cAMP duiaskhticrelerinde gegmesinde,
plateletlerde aktivasyonun engellenmesinde ve kknska Kklorid ve su
sekresyonunun regulasyonunda rol oynar. Siklik AMIP’sican aortasi ve domuz
koroner arteri gibi bazi dokularda PKG’nin aktivasyna yol acfii bildirilmi stir
(113). In vitro cakmalarda cGMP’de PKA'y! aktiflemektedir (114). SKIGMP ve
AMP arasindaki b#anti kinaz hedef proteinlerinde olglu gibi daha sagi
asamalarda da meydana gelebilir (115). Nitrik oks@ntazin ari yapimi NO
miktarini artirmakta ve cGMP miktarini artirarak A#Kin capraz aktivasyonuna
sebep olmaktadir. Bu mekanizma sigan aortasindaki #as htcrelerinin
cogalmasini ve PKG la’nin yapimini durdurmaktadir (1@u kapsamda cGMP’nin
PKA vyoluyla da sinyal iletimine sebep olabilgog isaret etse de, ne cGMP’nin
PKA'y1, ne de cAMP’nin PKG'yi aktiflemesi bu iki rideotitten birinin yoklgunda
tek bgina yeterli olmamaktadir. Bununla birlikte gatialar cGMP’nin ince ve kalin
barsakta elektrojenik klorid sekresyonunu tip 3fddiesterazlari inhibe ederek
kontrol ettgini ve bu sekilde cAMP’yi artirarak PKA'y1 aktiflediini gostermgtir
(116).

Laboratuarimizda daha oOnce yapilan bir sgadda ovaryumlari cikartilgi
sicanlarda L-Arginin uygulamasi uterus kaslarindssgmeye yol acarken, 10 gin
sure ile 10ug/gun 1B-6stradiol verilen sicanlarda L-Arginin uygulamasimiterus
kasindaki kasilimlar tzerine gmiici etkisi gozlenmengiir. Ayni ¢alsmada SNP
uygulamasinin uterusta gewneye yol ac#y, fakat bu etkinin 10 giin boyunca {1

dozunda 1f-6stradiol verilen sicanlarda ortadan katkigozlenmgtir (117). Yine
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Ov sicanlarda 10 gun boyunca 1@ dozunda verilen PFostradiol uterustaki
kasilimlarin siddetini arttirirken myometriyal kasilim sigini Ov grubuna gore
azaltmstir (118). Bu bulgular 1F-6stradiolin NO (zerine olan etkisinin
myometriyumdaki cGMP-PK1 ekspresyonu Uzerine otaalini distindirmektedir.
Daha 6nceki cagmalarda Ostrojen uygulamalarinin uterus kasilmalarttirdgina
(47, 118) veya uterus kasilmalarini durdguaiia dair bildirimler bulunmaktadir
(48). Ayrica literaturlerde farkh doz ve sireyegbalarak 1P-Ostradioliin uterus
kasilmalart ve cGMP-PK1 (zerine etkisinin snaldigi bir calsmaya
rastlanmanstir.

Bu yluzden ¢catmamizda ovaryumlari ¢ikarilgsicanlarda 1ff-0stradioliin doza
ve sureye bzl olarak uterus kasilmalari Gzerine etkisinin belimesi yani sira bu

etkilerin ortaya ¢cikmasinda cGMP-PK1'in rolunurgddendiriimesi amaclanrtir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu aragtirma Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Veterif@kiiltesi Fizyoloji

Arastirma Laboratuvari ile Afyonkarahisar Kocatepe (dmsitesi Deney Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde gercegtialdi. Afyonkarahisar Kocatepe
Universitesi Hayvan Etik Kurulu'nun AKUHEK-44-08faxans no ve 203 sayili izni

ile hayvan denemelerine gtandi.

2.1. Arastirmada Kullanilan Aletler

Arastirmada Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fadsil Fizyoloji Anabilim
Dalinda bulunanizole Organ Banyosu ile kaydedici sistem olarak €orc
Displacement Transducer 10-A ve Acquisition Systdi30 Model Biopac WSW
marka (Biopac Student Lab PRO Software and MP3@\are) ve uyarim igin ISO
150-C (May Isolation Power Supply) EFS (Electric Field Stimigda} cihazlar
kullanildr.

2.2. Arastirmada Kullanilan Kimyasal ve Kitler

Sodyum Klorid (Riedel), Potasyum Klorid (Riedel),alkiyum Klorid Dihidrat
(Fluko), Potasyum Fosfat (Fluko), Magnezyum Siffaigma), Glikoz (Sigma),
Sodyum Bikarbonat (Sigma), L-Arginin (Sigma), Sodyilitroprusid (SNP-Sigma),
N-nitro-L-Arjinin  (L-NNA; Sigma), 1PB-Ostrodiol (Santa Cruz), Progesteron
(Sigma), Anti-cGMP-PK1 (R-20, Santa Cruz), UnivéitsaAB Kit (Dako).

2.3. Deney Gruplari

Arastirmada Giilhane Askeri Tip Akademisi, Deney HayaanUnitesi'nden elde
edilen 3 aylik ve ortalama 270 + 20 gnrhginda, 72 adet Sprague Dawley cingi di
sican kullanildi. Cagmaya balamadan 6nce sicanlara genel anestezi (21,1 mg/kg
ketamin ve 4,2 mg/kg ksilazin) altinda ovariektamygulandi. Anesteziyi takiben
sicanlarin abdomen bdlgesi giradilerek enzisyonla batina girildi. Fallop tlplea
ovaryumlar 2,0 ipek iplik ile bilateral tipler glanarak ovaryumlar cikarildi.
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Ensizyon bdlgesi kapatildiktan sonra operasyonasoitog giin boyunca si¢anlara 60
000 IU Penisilin G (Pfizer) kas i¢i uygulandi.

Arastirma siresince sicanlar, oda i1sisi 20°%22olan ve havalandirmali bir
odada barindirildi. Ticari sican yemi ve sl libitum olarak temin edildi.
Overiektomiden 2 hafta sonra sicanlarin genel nuelgei yapilarak her grupta 18
sican bulunacakekilde, kontrol ve 3 deneme grubuna (0strojen)ldyrArastirmada
kontrol ve Ostrojen gruplarindaki sicanlara uygalandeneysel prosedir Tablo
2.1'de verildi.

Tablo 2.1: Arastirmada kullanilan deneysel gruplar

Grup Alt grup  Uygulama Otenazi zamani

Kontrol (Ov) 18inci saat 0,2 ml susam Uygulama sonrasi 18. saat
yagi/sican/

Kontrol (Ov) 90'Inci saat 0,2 ml susam Son uygulamadan 18 saat
yagi/sican/glin (3gin)  sonra

Kontrol (Ov) 162'nci saat 0,2 ml susam Son uygulamadan 18 saat
yagi/sican/gin (6 gin) sonra

25ug 17B-0stradiol 18'inci saat  Prostradiol 25 Uygulama sonrasi 18. saat
ug/sican

25ug 17B-6stradiol 90'IncI saat  Pfostradiol 25 Son uygulamadan 18 saat
ug/sican/gin (3giin) sonra

25ug 17B-0stradiol 162'nci saat  Prostradiol 25 Son uygulamadan 18 saat
ug/sican/gin (6giin) sonra

50ug 173-Ostradiol 18inci saat  1¥dstradiol 50 Uygulama sonrasi 18. saat
ug/sican

50ug 173-Ostradiol 90'IncI saat  Prostradiol 50 Son uygulamadan 18 saat
ug/sican/gin (3giin) sonra

50ug 17B-0stradiol 162'nci saat  Prostradiol 50 Son uygulamadan 18 saat
ug/sican/gin (6giin) sonra

100ug 17B-0stradiol 18'inci saat  13*dstradiol 100 Uygulama sonrasi 18. saat
ug/sican

100ug 17B-0stradiol 90'IncI saat  Prostradiol 100 Son uygulamadan 18 saat
ug/sican/gin (3 giin)  sonra

100ug 17B-Ostradiol 162'nci saat  Prostradiol 100 Son uygulamadan 18 saat

ug/sican/gin (6giin)

sonra
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Ozetle kontrol grubuna susamgy#0,2 mi/sican/giin IM), deneme gruplarina
ise her bir sigan i¢in 0,2 ml susamgyada ¢ozdurulmgi 173-0stradiolden birinci
deneme grubu (Ostrojen 1) sicanlarau@¥sican/gun, ikinci deneme grubu sicanlara
(Ostrojen 2) 5ug/sican/giin ve Gguinctu deneme grubundaki sican@sadjen 3)
100pg/sican/gin kas ici altr giin uygulandi.

Her grup kendi iginde U¢ alt gruba ayrilarak 1&jn90’'inci ve 162'nci
saatlerde Gar hayvan genel anestezi altinda etik kurallaraunyglarak boyun

eklemlerinden disloke edilerek dtenazi yapildi.

2.4.1zole Organ Banyosu

Otenaziyi takiben karin bolgesi hemen acilarak Wotneriler zarar verilmeden
cikarildi. izole edilen her bir kornu, krebs ¢ozeltisi (NaCB1KCl 4,7; CaC} 2,5;
MgSOy 1, KH,POy 1, NaHCQ 25 ve glikoz 11 mM) igerisine alindi. Sonra uterus
etrafindaki mezenter ve galokudan dikkatli bisekilde temizlenerek 0,1 — 0,3 cm X
0,8 cm boyutlarindaserit seklinde doku parcasi elde edildi. Hazirlanan bu
preparatlar, 37°C sicaklikta ve %95 ©- %5 CQ gaz kamgimi ile surekli
havalandirilan 20 ml krebs ¢6zeltisi i¢erisindecalesekilde izole organ banyosunun

I ve Il numarali olmak Uzere her iki kadehindekatpl halka elektrotun alt ucuna
baglanarak dokunun halka elektrotlar arasinda kalreagandi. Dokunun dier ucu
Ust uclarindan force transducer’'aglzanip tespit edildi ve izometrik diz kas
hareketleri “force transducer” ve “acquisition st yardimi ile bilgisayarda

goruntulenerek kaydedildi.

2.5. Uterustaizometrik Kasilimlarin Belirlenmesi

Baslangicta izole organ banyosunun | ve Il nolu kadehk tespit edilen iki ayri
doku parcasina 2 gramlik bir gerim uygulandi. Ogaasmalari icin en az 1 saat
sureyle ve her 15 dakikada bir gigirmek kosulu ile krebs c¢ozeltisi igerisinde
bekletildi. Oncelikle normal spontan kasilimlarielidenmesi icin 45 dakikalik
kasilim periyodu kaydedildi. Takiben Electric Fieggtimulation (EFS) ile her iki
doku icin submaksimal kasilimin @gandig voltaj, frekans ve uyari derigii
degerleri tespit edildi. Bunun i¢in dokuya gt duzeylerde elektrik akimi (10, 20,
30, 40 volt) farkh surelerde (0,25, 0,5, 1 ms)svidikta (frekans) (2, 4, 8, 16, 32, 64
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Hz) uygulandi (119). En iyi kasilimin meydana gg@ldirtalama frekans geri 32
Hz, uyari derinkgi 1 ms ve voltaj yuksekdi ise 20 volt olarak tespit edildi.
Arastirmada yontemi icerisinde dokulara uygulanan depestokolli Tablo

2.2'de Ozetlenmgtir.

Tablo 2.2: Yontem icerisinde dokulara uygulanan deney prdinko

Uygulama  Uygulama Protokolu Amac
Inkiibasyon  Bir saat inkiibasyon®rtama uyum
birakildi

Uygulama |l Elektiriksel Uyarim (EFS) Submaksimasgikenin tespiti
L-Arginin  (10°M, 10°M, Endojen NO etkisi

10°M) + EFS
Uygulamall L-NNA (10° M) + L- Enzimsel diizeyde endojen NO
Arginin (10°M) + EFS tespiti
SNP (10°M, 10’M, 10°M, Eksojen NO etkisi
10°M) + EFS

Endojen NO etkinfiinin belirlenmesi amaciyla EFS vajmda L-Arginin
1uM den 1 mM, eksojen NO yolunun gerlendirilmesi amaciyla SNP 10 nM den
0.1 mM dozlarinda logaritmik olarak artirilarak hemn dakikada bir izole organ
banyosuna ilave edildi (Tablo 2.2).

Endojen NO etkisinin enzimsel diizeyde etkisinitaya konulmasi icin EFS
varhginda 100 mmol/L L-NNA verildikten sonra L-argininmM dozunda izole

organ banyosuna eklendi.

2.6. Myometriyumda cGMP-PK1'in Immunohistokimyasal Boyanmasi

2.6.1. Tespit ve Histolojik Doku Takibi
Alinan uterus drnekleri %10 tamponlu formaldehat 24 saat tespit edildi. Tespitten
sonra doku drneklerinin histolojik takipleri yapdaé parafin bloklara gomulda.

Bloklardan 4-5¢'luk kesitler alinarak immunhistokimyasal yonterbleyandi (120).
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2.6.2. Immunhistokimyasal Yontem
Immunhistokimyasal yontem olarak indirekt streptvibiotin peroksidaz yontemi
kullanildi. Buna gore: Asit-alkolle temizlengnve poli-L-lisin ile kaplanmy olan
lamlara 4-%’luk doku kesitleri alindi ve kesitler 6TC'lik etiivde 1 saat bekletildi.
Preparatlar ksilol ve alkol serilerinden gecimdier antijen retrival icin pH 6
olan Sitrat buffer icerisinde mikrodalga firindaO7@vatt'da 3 kez 5’er dakika
kaynatildi. Endojen peroksidaz aktivitesini gideknigin distile suda hazirlanm@o
3’luk Hidrojen peroksit ile 10 dakika inkibe edildinti rabbit poliklonal IgG primer
antikor (1/500 dilisyon) ile preparatlar nemli ontasa&layan bir kap icerisinde 37
°C’de 30 dakika inkube edildi. Preparat biotinli seller antikor ile oda sicakginda
20 dakika bekletildi. Enzim olarak Streptavidin-HR® preparatlar oda sicaginda
20 dakika inkibe edildi. DAB substrat-kromojen syldnunda 5 dakika tutularak,
Harris Hematoksilen ile 30 saniye zit boyama yapw#dkol ve ksilol serilerinden
gecirildikten sonra entellan kullanilarak lamelkdgpatildi (120).

2.6.3.Immunhistokimyasal Deserlendirme

Birbirinden b&msiz iki argtirmaci tarafindan immunohistokimyasal boyamalarin
degerlendirmeleri reaksiyonunsiddetine ve dalmina bakilarak yapildi.
Reaksiyonunsiddeti yonunden, boyanmanin olmamasi 0, zayif iigaksl, orta
siddetli reaksiyon 2siddetli reaksyon 3 olarak @erlendirildi.

Reaksiyonun dokudaki gdimina gore gagidaki skorlama yapildi:

Reaksiyonun olmamasi = 0

<%l=1

%2-10=2

%11-30=3

%31-65=4

% >65=5

Reaksiyonun siddeti ve d&llimindan elde edilen skor gerleri toplanarak

immunohistokimyasal boyama skorgeei elde edildi (120).

2.7 istatistiksel Analiz
Bu calsmada istatistiksel analizler icin ‘SPSS 13.0 istiki paket programr’

kullanildi. izole organ banyosu gerlendirmelerinde gruplar arasinda fark olup
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olmadginin belirlenmesinde, dokularda cGMP'ye  ghali PKG

degerlendiriimesinde ve immunohistokimyasal gddendirme sonucu elde edilen
verilerin 6nem gosterip gostermgutin belirlenmesinde Tek Yonlu Variyans
Analizi, farkin hangi gruplar arasinda ofgunu belirlemek icin ise Tukey testi

yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Spontan KasilimlarinSiddeti ve Frekansi

Gruplarda 18’inci saat sonunda uterus diz kaslargiitilen spontan kasilimlarin
siddeti (amplitiit) ve sikfii (frekans) Tablo 3.1'de gosterildi. Myometriyumskiam
siddeti bakimindan gruplar arasinda istatistiksaral fark tespit edildi (p<0.001).
Kasilim siddetinin 1B-6stradiol dozundaki aga ba&l bir sekilde rakamsal olarak
arttigl, 100ug 17B-0stradiol grubunda gorilen ar kontrol ve 25ug 173-6stradiol
gruplarindaki arla gore istatistiki olarak fazla oldu belirlendi.

Kasilim siklgi bakimindan 25ug 173-Ostradiol ve 50ug 173-Ostradiol
gruplar arasinda fark bulunmazken, uygulanap-dstradiol miktarina b#i olarak
tum gruplarda kasilim siiginin kontrol grubuna gore azajdi(p<0.001) gorildi
(Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Gruplarda 18'’inci saat sonunda spontan myometkigallimlaringiddeti
(amplittit) ve sikigl (frekans).

Kontrol 25pg 13-  50pg 18- 100pg 173- P
(QV) Ostradiol Ostradiol Ostradiol

Kasilimsiddeti ~ 0,95+0,04 1,06+0,08° 1,18+0,03° 1,26+0,03 0,000
9)

Kasiim skl 1,71+0,08 1,50+0,08 1,36+0,08° 1,28+0,08 0,000
(adet/dk)

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.001

Gruplarda 90’'Inci saat sonunda uterus diz kaslarigorilen spontan
kasilimlarinsiddeti ve siklg Tablo 3.2'de gosterilngiir. Myometriyum kasilim
siddeti bakimindan gruplar arasinda istatitikselraltafark tespit edildi (p<0.001).
Kasilimin siddeti en dgik Ov grubunda gozlenirken, en kuvvetli 5@ 173-
Ostradiol ve 10Qug 17B-0stradiol grubunda oftu.

Myometriyal kasilimlar en sik olarak Ov grubundiignirken, 1B-6stradiol
uygulanan gruplarda kasilim sgkinin Ov grubuna goére azagali(p<0.001) goruldi
(Tablo 3.2).
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Tablo 3.2: Gruplarda 90’inci saat sonunda spontan myometkgsillimlarinsiddeti
(amplittt) ve sikig (frekans).

Kontrol 25u9 13- 50ug 17B- 100ug p
(OV) Ostradiol Ostradiol 17B-
Ostradiol

Kasllimsiddeti 0,870,084 1,02+0,08 1,280,084  1,32+0,08 0,000
9)

Kasiim skl 1,66+0,07 1,36+0,08 1,21+0,048° 1,07+0,08 0,000
(adet/dk)

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistiki olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.001

Benzer sekilde 162'nci saat sonunda da gruplar arasindantapo
myometriyum kasilim siddeti bakimindan istatitiksel olarak anlamh fark
belirlenirken (p<0.001), en yiksek kasilgddetinin 50ug 173-6stradiol ve 10Qug
17B-6stradiol grubunda oldw belirlendi (Tablo 3.3).

Myometriyum kasilim sik@ii bakimindan 162'nci saatte gruplar arasinda fark
belirlenirken (p<0.001), kasilimin siginin 1 B-6stradiol uygulamasina gla olarak

azaldgl ve en sik kasilimin Ov grubunda ofgubelirlendi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Gruplarda 162’nci saat sonunda spontan myometkgsillimlarinsiddeti
(amplittt) ve sikig (frekans).

Kontrol 25ug 18- S0ug 18- 100pg 18- P
(OV) Ostradiol Ostradiol Ostradiol

Kasilimsiddeti 0,82+0,04 1,16+0,08 1,45+0,05 1,48+0,08 0,000*
(9)

Kasiim siklgi  1,79+0,07  1,13+0,04 0,98+0,08 0,77+0,04 0,000*
(adet / dk)

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistiki olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.001

3.2. L-Arginin Uygulamasinin KasilimSiddetine Etkisi

Gruplarda 18’inci saatte uterus duz kasi uUzeringtlic&onsantrasyonlardaki L-
arginin (10° M, 10*M, 10°M) ve NNA (10°M ) + L-arginin (10°M) varliginda
elektriksel uyarimin okiurdusu kasilimlara ait amplitit gerleri ve doz-cevap
egrisi Tablo 3.4; Grafik 3.1 gosterilstir. istatistiki olarak kontrol ve 2hg 17B-
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Ostradiol gruplarinda L-argininin dozunagoali olarak kasilimsiddetinde azalma
gorilirken (p<0.05), en etkili L-arginin dozunun™1M oldugu belirlendi. 50ug
17B-6stradiol ve 10Qg 17B-6stradiol gruplarinda ise L-argininin hicbir dozum
etkili olmadgl saptandi (Tablo 3.4; Grafik 3.1). Ayni zamandaug51 7B-6stradiol
grubunda NNA uygulamasinin L-argininin (£0M) etkisini ortadan kaldird

belirlendi.

Tablo 3.4: Gruplarda 18’inci saatte uterus diz kasi Uzereglickonsantrasyonlardaki
L-arginin (10° M, 10*M, 10°M) varliginda elektriksel uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz)
olusturdusu kasilimlara ait amplittit geerleri (n=6).

EFS Arg 10 Arg 10* Arg 10° NNA+Argl0® P
FOO\’))UO' 1,28+0,05 1264008 1,19+008° 106+008 1,100,002  0,006**
2919
17p- 1,41+0,08 1,40+0,08 1,37+0,0%8° 1,21+0,08  1,27+0,08°  0,043*
Ostradiol
S0ug
17p- 1,50+0,03  1,48+0,03  1,44+0,03 1,36+0,02 1,38+0,02 ,066
Ostradiol
100ug
17p- 1,57+0,07 1,56+0,04 1,54+0,05 1,51+0,03 1,52+0,03 ,850
Ostradiol

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark bulungtuw.
(*): p<0.05; (**): p<0.01
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Grafik 3.1: Gruplarda 18inci saatte uterus diz kasl Uzerinesitlice
konsantrasyonlardaki L-arginin (TOM, 10* M, 102 M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimlara ait amplitid gerleri.

Gruplarda 18’inci saatte kasilimin % inhibisyonaiblo 3.5 ve Grafik 3.2'de
gosterilmitir. L-argininin 10° M uygulamasi sonrasinda kasilimin inhibisyonunun
kontrol grubunda Ostrojen uygulanan gruplara gbadadfazla oldgu saptandi
(p<0.001). Doza kg olarak en dgiik inhibisyon en yiksek Ostrojen verilen grupta
(100 pg 17B-ostradiol) gozlendi. Uterus dokusuna NNA varida uygulanan L-
argininin (10° M) kontrol ve en d§ilk doz 6strojen grubu (2pg 17B-Ostradiol)
arasinda fark okturmadgl belirlenirken, kontrol grubu ile yutksek dozlardak
ostrojen gruplari (50 ve 1Q@y 17B-6stradiol) arasinda farklilik belirlendi (p<0,01).



Tablo 3.5: Gruplarda 18'’inci saate uterus diz kasi Uzerigélickonsantrasyonlardaki
L-arginin (10° M, 10*M, 103M) varliginda oligan kasilimin % inhibisyon

Kontrol 25ug 50 ug 100ug P
(Ov) 17B-6stradiol  17B-6stradiol 17B-Ostradiol
Arg 107 1,60+0,35  1,07+0,37 0,79#0,20  0,94+0,15 0,263
Arg 107 9,51+4,28 3,14+1,2%°  3,07+0,97° 2,46x1,09 0,110
Arg 107 16,83+0,88 13,68+2,38  8,39+1,05 4.00+0,78  0,000**

NNA+Arg 10° 13,73+2,18 10,00+2,3¢"

6,85+0,78° 3,13+0,89  0,002*

Ayni satirda farkh harfleri tayan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunytouw.

(*): p<0.01; (**): p<0.001

20,00 7 | _g—Kontrol (Ov)
—0— 25 g 17 6stradiol
—a— 50 pg 17 Ostradiol
15,00 - —0—100 pg 17 6stradiol

10,00 -

Kasilimin % Inhibisyonu

5,00 -

0,00 - T

Arg 10-5 Arg 104

Arg 10-3 NNA+Arg 10-3

Grafik 3.2: 18inci saat sonunda gruplarda uterus diz kasirineecsitli
konsantrasyonlardaki L-arginin (foM, 10%M, 10°M) ve NNA (10° M) + L-
arginin (10° M) varliginda oligan kasilimin % inhibisyon

Gruplarda 90'inci saatte uterus diz kasi Uzeriggligeonsantrasyonlardaki
L-arginin (10° M, 10*M, 10°3M) ve NNA (10°M ) + L-arginin (10°M) varliginda
elektriksel uyarimin okturdusu kasilimlara ait amplitit g¢erleri ve doz-cevap
egrisi Tablo 3.6 ve Grafik 3.3 de gosterigtir. 50 ug 17B-6stradiol ve 10Qug 173-

Ostradiol gruplarinda 90'inci saatteki L-Arginirtigbir dozu etkili olmazken, Ov ve
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25 pg 17-Ostradiol (p<0.05) gruplarinda L-Argininin dozuraegiml olarak
gewemesekillendigi saptandi.

Tablo 3.6: Gruplarda 90'Inci saatte uterus duz kasi Uzerinsitlic
konsantrasyonlardaki L-arginin (TOM, 10™* M, 10 M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimlara ait amplittt gerleri (n=6).

EFS Arg 10 Arg 10° Arg 10° NNA+Arg® P

Kontrol 1,16+0,04 1,14+0,04 1,09+0,04° 0,97+0,04 1,03+0,04 0,034*
(Ov)

25ug 1,49+0,08 1,48+0,05" 1,41+0,05 1,23+0,08 1,28+0,05 0,010**
178-

ostradiol

50 ug 1,56+0,03 1,55+0,03 1,52+0,02 1,49+0,01 1,50+0,01 ,35D
17p-

Ostradiol

100pug 1,62+0,03 1,59+0,03 1,57+0,04 1,52+0,04 1,54+0,03 ,438
17p-

Ostradiol

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.05; (**): p<0.01
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Kontrol 25 pugl17p 50 pug 17 100 pg 178
(Ov) ostradiol  ostradiol  ostradiol

Grafik 3.3: Gruplarda 90'Inci  saatte uterus duz kasi Uzerinssitlic
konsantrasyonlardaki L-arginin (fOM, 10* M, 102 M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) alwrdugu kasilimlara ait amplittt gerleri.
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Gruplarda 90’inci saat sonunda elde edilen kasi#inhibisyonu Tablo 3.7
ve ve Gafik 3.4’te gosterilrglir. L-argininin en dgik iki dozunda kasiimin %
inhibisyonunda gruplar arasinda fark gézlenmedargininin 10° M uygulamasi
sonrasinda ise kasilimin % inhibisyonunun Ov ve®iik dstrojen dozu olan 2%
17B-6stradiol gruplarinda ger iki 6strojen gruplarina gore (50 ve 109 173-
Ostradiol) daha fazla olgu saptandi (p<0.001). Doza gha olarak en dgik
inhibisyon 50 ve 10Qg 173-6stradiol uygulanan gruplarda gozlendi.

Tablo 3.7:90'IncI saate gruplarda uterus diz kasi Uzerigidigeonsantrasyonlardaki
L-arginin (10° M, 10*M, 10*M) varliginda oligan kasilimin % inhibisyon

Kontrol 25ug 50 ug 100pg P
(Ov) 178- 17B-6stradiol  17p-6stradiol
Ostradiol
Arg 107 0,98+0,44 0,68%0,16 0,51+0,18 0,60+0,21 0,658
Arg 10™ 5,68+2,32 4,77+1,68 2,70+£1,67 3,15+£1,35 0,623
Arg 10°° 16,09+3,32 17,22+2,32 4,32+2 24 5,85+1,28 0,001**

NNA+Arg 10° 10,92+2,51° 13,73+2,39 3,44+1 4§ 5,14+1,28 0,005*

Ayni satirda farkli harfleri tayan dgerler arasinda istatistidarak fark bulunmstur.
(*): p<0.01; (**): p<0.001
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Grafik 3.4: 90'Inci saatte gruplarda uterus diz kasl Uzerinesitlic
konsantrasyonlardaki L-arginin (TOM, 10*M, 10> M) ve NNA (10° M ) + L-
arginin (10° M) varliginda olgan kasilimin % inhibisyonu.

Gruplarda 162'nci saatte uterus diz kasi Uzergilickonsantrasyonlardaki
L-arginin (10° M, 10*M, 10°M) ve NNA (10°M ) varliginda elektriksel uyarimin
olusturdusu kasilimlara ait amplitit gerleri ve doz-cevapgeisi Tablo 3.8 ve grafik
3.5'te gosterilmgtir. 25, 50 ve 10Qug 17B-Ostradiol gruplarinda L-Argininin tim
dozlari etkisiz olurken, yanhz Ov grubunda L-Argindozuna bgmli olarak
gewemesekillenmistir (p<0.05). Ov grubundaki en etkili L-Arginin doaun 10° M

oldugu belirlendi.
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Tablo 3.8: Gruplarda 162'nci saatte uterus diz kasi Uzerinssitlic
konsantrasyonlardaki L-arginin (fOM, 10* M, 102 M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimlara ait amplitit gerleri (n=6).

EFS Arg10  Arg 10* Arg 10° NNA+Argl0® P
Kontrol  1,05+0.08 1,05+0,08 0,94+0,08° 0,82+0,04 0,84+0,04 0,022*
(Ov)
25ug 1,63+0,05 1,62+0,05 1,61+0,06 1,56+0,07 1,57+0,06 ,9290
17p-

Ostradiol

50ug 1,78+0,03  1,77+0,03 1,73+0,03 1,67+0,04 1,56+0,12 ,12®
17p-

Ostradiol

100ug 1,94+0,03 1,93+0,03 1,92+0,04 1,70+0,14 1,86+0,03 ,139
17p-

Ostradiol

Ayni satirda farkli harfleri tayan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunytuuw.
(*): p<0.05
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Kontrol (Ov) 25 pg 17p 50 ng 17B 100 pg 178

ostradiol Ostradiol ostradiol

Grafik 3.5: Gruplarda 162'nci saatte uterus diz kasi uUzeringitlic
konsantrasyonlardaki L-arginin (fOM, 10* M, 102 M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) cliwrdugu kasilimlara ait amplittt geerleri
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Gruplarda 162'nci saat sonunda elde edilen kasli# inhibisyonu Tablo
3.9 ve Grafik 3.6’da gosterilntir. L-argininin en dgiik dozunda (10 M) kasilimin
% inhibisyonunda gruplar arasinda fark goézlenmiedirgininin diger dozlarinda ve
NNA varliginda kasilimin % inhibisyonunun Ov grubunda 6strajggulanan dier
gruplara gore daha fazla olglusaptandi (p<0.001). Dozagbaolarak 162'nci saat
sonunda en yuksek inhibisyon Ov grubunda gozlenigsrojen uygulanan gruplar
arasinda (25, 50 ve 10f)g 17B-0stradiol) % inhibisyon deerleri arasinda fark
bulunmadi (Tablo 3.9; Grafik 3.6).

Tablo 3.9: 162'nci saate gruplarda uterus diz kasi Uzerinesitlice
konsantrasyonlardaki L-arginin (T0M, 10*M, 10°M) varliginda olgan kasilimin
% inhibisyon

Kontrol (Ov) 25ug 50ug 100ug P
17p- 17p- 17p-
Ostradiol Ostradiol Ostradiol
Arg 10 0,21+0,49 0,40+0,3 0,35+0,28 0,64+0,27 0,217
Arg 107 10,54+1,08 0,84+0,87 2,70+0,88 1,27+0,98  0,000*
Arg 107 21,19+1,03 4,07+1,36 6,17+1,28 4,82+124  0,000*

NNA+Arg 10° 19,33+0,92 3,58+0,88 5,67+1,39 4,04+1,14 0,000*

Ayni satirda farkh harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.001
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Grafik 3.6: Gruplarda 162'nci saate uterus duz kasi Uzerinsitlice
konsantrasyonlardaki L-arginin (foM, 10 M, 10° M) ve NNA (10°M ) + L-
arginin (10° M) varliginda oligan kasilimin % inhibisyonu

3.3. SNP Uygulamasinin Kasilingiddetine Etkisi

Uterus diiz kas! lizerine 18'inci saattgitiekonsantrasyonlardaki SNP (oM, 1077
M, 10° M, 10° M) varliginda elektriksel uyarimin ofturdugu kasilimlara ait
amplitit deerleri ve doz-cevap geisi Tablo 3.10 ve grafik 3.7'de gosterilgtir.
Tum gruplarda 18 saat sonunda SNP’nin egukliki dozu etkili olmazken, SNP’nin
en yuksek dozlarinda dozagoali olarak geyemesekillendigi saptandi.
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Tablo 3.10: Gruplarda 18inci saatte uterus duz kasi Uzerinesitlic
konsantrasyonlardaki SNP (foM, 107 M, 10° M, 10° M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimlara ait amplitit gerleri (n=6).

EFS SNP 18 SNP 10 SNP 10 SNP 10 P

Kontrol 1,28+0,08 1,25+0,05 1,24+0,08 1,06+0,04 0,99+0,08 0,000***
(Ov)

25ug 17-  1,41+0,05 1,40+0,08 1,38+0,08° 1,23+0,08° 1,11+0,04 0,002*
Ostradiol

50ug 13- 1,49+0,08 1,48+0,03 1,46+0,08 1,34+0,02 1,25+0,02 0,000%**
ostradiol

100pg 17- 1,50+0,08 1,57+0,08 1,55+0,08 1,47+0,08" 1,35+0,04 0,011*
Ostradiol

Ayni satirda farkh harfleri tayan dgerler arasinda istatistik olarak fark bulurgtuu.
(*): p<0.05; (**): p<0.01; (***): p<0.001
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Grafik 3.7: Gruplarda 18inci saatte uterus diuz kasi Uzerinesitlic
konsantrasyonlardaki SNP (fav, 107 M, 10° M, 10 M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimlara ait amplittt gerleri

Uterus diiz kas! lizerine 18'inci saattgitfiekonsantrasyonlardaki SNP (10

M, 10" M, 10° M, 10° M) uygulamasi sonrasinda gériilen kasilimin % iiskitm
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degerleri Tablo 3.11 ve Grafik 3.8'de gOsterikii. Gruplar arasinda yapilan
degerlendirme sonucunda SNP’nin ensdki dozunda kasilingiddetinin gruplar
arasinda fark okturmadgl gozlendi. SNP’nin en yiiksek iki dozunda €10e 10-
°M) ise kontrol ve 25ug 17B-dstradiol grubunda 50 velOfg 17B-Ostradiol

gruplarina gore kasiligiddetini daha fazla engellegiibelirlendi.

Tablo 3.11: Gruplarda 18'inci saatte uterus duz kasi Uzerinesitlic
konsantrasyonlardaki SNP (M, 107 M, 10°M, 10°M ) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aftwrdugu kasilimin % inhibisyonu.

Kontrol 25ug 50 ug 100ug P
(Ov) 17B-6stradiol 17B-6stradiol 17B-6stradiol
SNP 10° 2,58+1,33 0,74+0,33 0,55+0,19 0,43+0,31 0,144
SNP 10’ 3,29+3,17 2,18+0,64 1,69+0,17 1,27+0,54 0,838

SNP 10 17,21+2,08 12,87+0,9% 9,50+0,9%° 6,76+0,88  0,000**
SNP 10° 22,48+2,86 21,16+1,08° 15,69+1,8%° 14,37+1,00 0,013*

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.05; (**): p<0.001
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Grafik 3.8: Gruplarda 18’inci saatte uterus diz kasi Uzerinssitlic
konsantrasyonlardaki SNP (£av, 107 M, 10° M, 10° M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimin % inhibisyonu
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Myometriyum diiz kasi Uzerine 90’Inci saattsitiekonsantrasyonlardaki
SNP (10° M, 107 M, 10° M, 10° M) varliginda elektriksel uyarimin ofturdusu
kasilimlara ait amplitiit deerleri ve doz-cevapgeisi Tablo 3.12 ve Grafik 3.9'da
gosterilmitir. Kontrol grubunda 90’'inci saat sonunda SNP’mn yiksek iki
dozunda geyeme gozlenirken 25ug 17B-Ostradiol dozunda sadece SNP’nin en
yilksek dozu olan IDM diizeyinde geseme goriildii. 50 ve 108y 17B-dstradiol
gruplarinda ise 90’incI saat sonunda SNP’nin ersgkiklozlarinda bile doza ganli

olarak herhangi bir ggemeye rastlanmadi.

Tablo 3.12: Gruplarda 90'Inci saatte uterus duz kasi Uzerinesitlic
konsantrasyonlardaki SNP (oM, 107 M, 10° M, 10° M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdusu kasilimlara ait amplitit gerleri (n=6).

EFS SNP 19 SNP 10 SNP 10 SNP 10 P

(Kg\:‘)”o' 1,28+0,08 12640058 1,19+0,08 1,03+0,04 0,92+008 0,000*

209 18B- 4 414008 1,38+008 1,38+006° 1,240,048 121+0,08 0,045*
Ostradiol

?Opg 1.7B' 1,49+0,03 1,47+0,04 1,47+0,05 1,40+0,03 1,34+0,04 ,09D
Ostradiol

100ug
17p- 1,57#0,05  1,56+0,04  1,54+0,04 1,50+0,04  1,48+0,04 656

ostradiol

Ayni satirda farkl harfleri tayan deerler arasinda istatistiki olarak fark bulungtur.
(*): p<0.05; (**):p<0.001
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Grafik 3.9: Gruplarda 90’Inci saatte uterus diz kasi Uzerinesitlic
konsantrasyonlardaki SNP (fav, 107 M, 10° M, 10 M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimlara ait amplittt gerleri

Uterus diiz kas! (izerine 90'inci saattgitfikonsantrasyonlardaki SNP (10
M, 10" M, 10° M, 10 M) uygulamasi sonrasinda gériilen kasilimin % iislitm
degerleri Tablo 3.13 ve Grafik 3.10’da gosteriktim. Gruplar arasinda yapilan
deserlendirme sonucunda SNP’nin ersdiki dozunda kasiligiddetinde gruplar
arasinda fark gézlenmedi. SNP’nin yiksek dozlarisda@v grubundaki kasilim

siddetinin 1'B-6stradiol verilen gruplara gore daha fazla engétiebelirlendi.
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Tablo 3.13: Gruplarda 90’Inci saatte uterus duz kasl Uzeringitlic
konsantrasyonlardaki SNP (£, 107 M, 10°M, 10°M ) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimin % inhibisyonu.

Kontrol (Ov) 25ug 50 ug 100ug P
17B-6stradiol 17B-6stradiol  17B-6stradiol
SNP 10° 2,06+0,60 1,81+0,53 0,94+0,68 0,82+0,30 0,314
SNP 10° 7,42+1,8  2,45%0,69 1,32#1,08 2,000,268  0,008*

SNP 10° 19,14+2,18 11,93+1,08 4,14+1,68 4,440,560 0.000**

SNP 10° 27,99+1,18 14,17 0,98 9,77+2.6° 5,82+0,78  0,000**

Ayni satirda farkh harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.01; (**): p<0.001
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Grafik 3.10: Gruplarda 90’Inci saatte uterus duz kasi Uzerimsitlic
konsantrasyonlardaki SNP (£av, 107 M, 10° M, 10 M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) alwrdugu kasilimin % inhibisyonu

Myometriyum diz kasi Uzerine 162'nci saattaitiekonsantrasyonlardaki
SNP (10® M, 107 M, 10° M, 10° M) varliginda elektriksel uyarimin ojturdusu
kasilimlara ait amplittit derleri ve doz-cevapgeisi Tablo 3.14 ve Grafik 3.11'de

gosterilmitir. 162'nci saat sonunda sadece kontrol grubund® Sozuna baml
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olarak geyemesekillenirken, 1B-ostradiol verilen gruplarin hic¢ birisinde SNP’nin

gewemeye yol acmagi gozlendi.

Tablo 3.14: Gruplarda 162'nci saatte uterus duz kasi Uzerirsgitlic
konsantrasyonlardaki SNP (o, 107 M, 10°M, 10° M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimlara ait amplittt gerleri (n=6).

EFS SNP 19 SNP 10 SNP 10 SNP 10 P
Foo\rl‘)”o' 1,28+0.05 1,26+004 118+0,04 1,01+0,08 0,88+008 0,000
259
17- 1,41+0,05 1,39+0,05 1,38+0,06 1,33+0,05 1,29+0,04 ,526
Ostradiol
S0ug
17p- 1,49+0,03  1,48+0,04 1,48+0,04 1,46+0,04 1,42+0,03,70D
Ostradiol
100ug
17B- 1,57+0,05 1,56+0,05 1,55+0,05 1,52+0,05 1,49+0,04 ,78D
Ostradiol

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.001
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Grafik 3.11: Gruplarda 162'nci saatte uterus diz kasi Uzerinsitlic
konsantrasyonlardaki SNP (£av, 107 M, 10° M, 10 M) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimlara ait amplittt gerleri
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Uterus diiz kasi lizerine 162'nci saattgitekonsantrasyonlardaki SNP (10
M, 10" M, 10° M, 10° M) uygulamasi sonrasinda goriilen kasilimin % iiskitm
degerleri Tablo 3.15 ve Grafik 3.12’de goOsteriltii. Gruplar arasinda yapilan
deserlendirme sonucunda 162'nci saat sonunda SNPmidigik dozunda (18 M)
kasilim siddetinin gruplar arasinda fark etmgdigozlendi. SNP'nin dier
dozunlarinda (16,10° ve 10° M) ise Ov grubu ile 1F-6stradiol gruplari arasinda
kasilimsiddeti yoninden fark bulundu. Yiksek SNP dozlari gowbundaki kasilim
siddetini daha fazla engelledibelirlendi.

Tablo 3.15: Gruplarda 162'nci saatte uterus diz kasi uUzerirsitlic
konsantrasyonlardaki SNP (fM, 10°M, 10°M, 10°M ) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) alftwrdugu kasilimin % inhibisyonu.

Kontrol (Ov) 25ug 50 ug 100ug P
17B-6stradiol  17B-Ostradiol  17B-6stradiol

SNP 1 1,93#1,00 1,39+0,34  0,58+0,34 0,86+0,42 0,416
SNP 10' 7,78+1,08 2,17+0,44 0,37+0,37 1,59+0,38  0,000*
SNP 10° 21,03+2,04 5,78+1,07 1,59+0,65 3,71+0,28°  0,000*
SNP 10° 31,40+0,7% 8,47+0,78 4,71#1,2§  506+0,46  0,000*

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.001
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Grafik 3.12: Gruplarda 162'nci saatte uterus diz kasi Uzerinsitlic
konsantrasyonlardaki SNP (faM, 107 M, 10° M, 10° M ) varliginda elektriksel
uyarimin (20 V, 1 ms, 32 Hz) aliwrdugu kasilimin % inhibisyonu

3.4. Ostrojenin Doza ve Sireye Bii Olarak cGMP-PK1 Dagilimina Etkisi
Gruplarda 18., 90. ve 162'nci saat sonunda cGMR-PKmunreaksiyonunun
boyama skorlari sirasiyla Tablo 3.16, 3.17 ve 8l&8j6steriimektedir. Uterustaki
sirkiler kaslarda 18’inci saatte cGMP-PKG boyamarskdeeri 25 ve 100 1f-
Ostradiol gruplarinda Ov grubuna gore yiksek bulurSirkiler kaslarda 18’inci
saatteki en diilk cGMP-PK1 boyama skor geri 50 ug 173-0stradiol grubunda
gozlendi (Tablo 3.16).
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Tablo 3. 16: Gruplarda 18'inci saatte uterus sirkuler ve lowigihal kaslarinda
cGMP-PK1 boyama skor deri.

Kontrol 25pg 18- 5S0pg 17B- 100pg 17B- P
(oV) Ostradiol Ostradiol Ostradiol

Sirkiler 6.5000.12 7.41#0.08¢ 5.25055 7.75%0.1% 0.00*

Longiditunal 7.33:t0.1¢ 7.4%0.08 7.00:0.44 7.7%0.17%* 0.21

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.001

Sekil 3.1: Kontrol (G1A) ve deneme gruplarinda (2§ 173-6stradiol, G2A; 5Qug
17B-6stradiol, G3A ve 10@ig 17B-6stradiol G4A) 18’inci saatte uterus sirkiler (S)
ve longiditunal (L) kaslarinda cGMP-PK1giami, bar= 100pum
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Myometriyumdaki sirkiler kas hucrelerindeki cGMRZP boyama skoru
90'IncI saatte incelenginde, Ov ile 50 ve 10Qg 17B-6stradiol gruplari arasinda
fark gortulmezken 25ug 17B-Ostradiol grubunun 50 ve 10Qg 17B-Ostradiol
gruplarina gére azalgh belirlendi (Tablo 3.17; p<0.001).

Tablo 3. 17: Gruplarda 90'Inci saatte uterus sirkiler ve loigithl kaslarinda
cGMP-PK1 boyama skoru geri

Kontrol 25ug9 13- 50pug 18- 100pug1B- P
(OV) Ostradiol Ostradiol Ostradiol

Sirkuler 5331.16° 3.50:0.22 6.83+0.45 7.00:0.00* 0.00*

Longiditunal 6.58:0.53 6.7%0.11  7.330.27 6.5@0.00 0.24

Ayni satirda farkli harfleri tayan deerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmutur. (*): p<0.001

e
-

i Vs 3 i
ST
o

v,

Sekil 3.2: Kontrol (G1B) ve deneme gruplarinda (2§ 17B-6stradiol, G2B; 5qug
17B-6stradiol, G3B ve 10Qg 17B-6stradiol G4B) 90'inci saatte uterus sirkiler (S)
ve longiditunal (L) kaslarinda cGMP-PK1gllami, bar= 100um
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Myometriumda sirkiler kas hucrelerinde 162'ncitssanunda cGMP-PK1
dagihminda gruplar arasinda istatistiki bir fark saphadi (Tablo 3.18). Benzer
sekilde uterustaki longiditunal kaslarda doza sigdete bgli olarak cGMP-PK1
dagiliminda herhangi bir farklilik gézlenmegtir (Tablo 3.16, 3.17 ve 3.18).

Tablo 3. 18:Gruplarda 162'nci saatte uterus sirkiler ve longithl kaslarinda
cGMP-PK1 boyama skoru geri.

Kontrol 25pg 17- S0ug 17- 100ug 17B- P
(OV) Ostradiol Ostradiol Ostradiol
Sirkuler 7.08:0.08 5.081.34 6.660.47 5.5@0.56 0.21

Longitidunal 7.08:0.08 6.0&0.89 7.2%0.11 6.1&0.73 0.34

Sekil 3.3: Kontrol (G1C) ve deneme gruplarinda (2% 17B-6stradiol, G2C; 5Qug
17B-6stradiol, G3C ve 10Qg 17B-6stradiol G4C) 162'nci saatte uterus sirkiler (S)
ve longiditunal (L) kaslarinda cGMP-PK1glami, bar= 100pum
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TARTI SMA

Arastirmada ovaryum steroidlerinden ft@stradiol’'in doza ve sureye gaolarak
ratlarda spontan myometrial kasilimlar Gizerine @tisi incelendi.

Myometriyal kasilimlar bir ¢ok faktor tarafindanzdinlendgi icin diger diz
kaslardan farklidir. Myometriyal kasiimalarin etki otonom sinir sisteminin yani
sira bazi otokoidler 06zellikle de yerel ve cinsiydormonlar tarafindan
dizenlenmektedir (121). Ovaryumdan salgilanan stempidaki hormonlarin uterus
kasilmalari Gzerine doudan etkileri bulunmaktadir. Kizginlik dongisu gebelik
gibi fizyolojik olaylarda ovaryum steroidlerinin  ganlugu ve myometriyal
kasilimlarin 6zelli degismektedir (122).

Ostrojen hormonu myometriyal kasilimlar icin gdreblan kontraktil
proteinlerin, diizenleyici enzimlerin ve koneksin d48ntezlenmesini artigindan,
uterus diiz kaslarinda kasilmalari giddetlendirmektedir (122,123). Ostrojen gebe
ve gebe olmayan uterustaki oksitosin reseptoriemni-adrenerjik ajanlari artirarak
membran kalsiyum kanallari tzerine etki etmektddi24). Ostradiol uygulamasi
sonucunda bazal kasilma duzeylerindezigklik meydana gelmekte ve sigcan
myometriyal dokularinda oksitosin ve PGF# kagl duyarliik artmaktadir (47).
Benzer birsekilde Ov siganlarda 6strojen tedavisinin PGFZRNA diuzeylerinde
farkhlik olusturmadan PGR2ya karsi duyarlilikta artga sebep oldgu godzlenmgtir
(125). Ovaryumlari cikartilgisicanlarda yapilan in vitro bir ¢cginada bir hafta
boyunca gunlik 1@g 17B-6stradiol uygulamasinin uterus kasigmdetini artirdg
gosterilmitir (47). Yine Ov siganlarda 10 gin boyuncapipdozunda verilen ¢
Ostradiol uterustaki kasilimlargiddetini artirmgtir (118). Benzesekilde insanlarda
follikiler donemde uterustaki kasiligiddetinin 6strojene ligh olarak arttgl ifade
edilmektedir (119,126). Bu camada daha onceki bildirimlere uyumlu olarak
(47,118,119,126) 18, 90 ve 162 saat boyunca 25yeé&Q00 pug 17B-Ostradiol
uygulanan gruplarda uterus spontan kasilimlargiddetinin doza ve sireye ga
olarak arttgl belirlenmitir (p<0.001). Gruplarda 18. saatte myometriyumeailkm
siddetinin en yuksek oldiu grup 100ug 17B-0stradiol verilen grup olurken, 90 ve
162. saatte en vyiksek kasilm 50 ve 1Q@ 17B-Ostradiol gruplarinda
gerceklgmistir.
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Bu argtirmada deneme gruplarinda spontan myometrial ikassikliginin
kontrol grubuna goére 6nemli orandastligti belirlendi (p<0.001). Myometriyumdaki
kasilim siklg uygulamanin yapild tim sdreler boyunca (18, 90 ve 162. saat) en
yuksek olarak kontrol grubunda bulundu. KasilimigikL62. saatte en dik olarak
100 ng 17B-6stradiol grubunda gorulirken, 18 ve 90. saatlé&@esre 100ug 173-
Ostradiol gruplarinda kasilim sikliklari arasindekfgorilmedi. Bu sonuclara benzer
olarak menapoz sonrasi kadinlarda ve Ov ratlardalaya calymada uterustaki
kasilim siklginin arttgl bildirmektedir (47). Ayrica, sicanlarda Ldy/gin 17P-
Ostradiol uygulamasi myometriyal kasiim sikin Ov grubuna gore azaltghr
(118). Argtirmacilar bu artn Ov ratlarda artan spontan kasilim etkgmin ovaryum
steroidlerinin  genomik ve genomik olmayan baskday! etkilerinin
uzaklgtiriimasinin myometriyal hiicrelerin zarlarinin dléésel kararsiziia neden
olmasi sonucu olabilegmi bildirmektedir. Buna ilavaten ostrojenlerin dikaslarda
hiicre dgina K c¢ikgini uyararak hicreyi hiperpolarize edebildiklerhu sayede
spontane kasilimlarin alumunu baskilagani bildirilmistir (127). Gebegin son
donemindeki sican uterus diz kaslarinda Ostrojemicre icine Ca gigini
engelledgi (128), voltaja baimli Ca akimini engellegi (129), ve hem Ca hem de K
kanallarini baskilag! (130) gozlennsitir. Bu ¢alsmada 6strojenin doza glaolarak
uterustaki kasilim sikgini baskilamasi daha 6nce aciklanan (51) mekanamal
yoluyla oluabilecei distntlmstir.

Yakin zamanda NO’in myometriyal kasiimalar Uzeribaskilayici etkisi
onem kazanmgtir. L-arjinin-NO-cGMP yolunun var@ sican (93,131), kobay (132),
tawan (133) ve insan uterusunda (94) goOzletimi Real-time polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) ile vyapilan amamalarda NOS izoformlarina fotal
membranlarda ve desiduada rastlagimi Insan myometriyumundaki iINOS
MRNA’sina d@gum 0Oncesinde en yuksek dizeylerde rastlanirkepurdda ise en
disik duzeylerde oldgu belirtilmistir (132). Benzersekilde gebelikte salgilanan
steroid hormonlarin kandaki miktarlari da gegeli donemine gore dggsiklik
gostermektedir. Sicanlarda gebelikslaagicinda dgiik olan Ostradiol miktarlari,
gebelgin ilerlemesi ile ary gostermekte ve gebgin en son déneminde (19-21 gin
arasi) en yuksek seviyelerine grfzaktadir. Plazma Ostron miktarlari da gegeli.

gunidnden itibaren astigdstermekte ve bu agtlinear olarak gebelin 21. giinine
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kadar devam etmektedir. Gelgah bsginda korpus luteumdan daha sonra ise
plasentadan salgilanan progesteronun kandaki dewiyézellikle gebelgin 5.
gininden bdayarak artmakta ve gebginh 19. guntinde bu ati%65 duzeylerine
kadar cikmaktadir. Gebgin 21. guninde ise bu hormonun seviyelerindgugli
meydana gelmektedir (133). Nitrik oksit sistemi ggbelik sirasinda daha aktif hale
gecmekte (93,134) ve goma kadar uterus kasilmalarini durdurmaktadir. @syr
sicanlarda desidua ve myometriyumdaki NOS aktivigebelikte yiksek dizeyde
bulunurken, dgumla birlikte bu aktivitede azalma gorulmektedirzalan NOS
aktivitesinin NO miktarinda diise sebep olarak @gom esnasinda kasiimalarin
artirmasina yol agil disunulmektedir (132).

Nitrik oksit endojen olarak L-argininden NOS enigm aracilgl ile
olusmaktadir (135,136). Bir NO prekirsort olan L-arginitygulamasinin, insan
(132) ve sicanda (117) NO sentezini argradie myometriyal kasiimalari baskilgdi
belirtiimistir. Fizyolojik kosullarda sigcan serumundaki L-argininggmlugu yaklasik
0,2 — 3 mM civarindadir (137)n vitro ortamdaki diiz kaslarin kasilim etkiilise
L-Argininin yaklasik 0.01-1mM ygunlugunda tamamen ortadan kalkmaktadir (92).
Bu aragtirmada L-arginin 0.01 — 1mM yanlugunda kullaniimgtir. Gebe insan ve
sican uterusunda (134) ve gebe olmayan insan utedtas(138) L-argininin doza
bagiml olarak kasihimgiddetini azalttgl bildiriimektedir (117). L-arginin gesetici
etkisinin uterusta doum aninda azalgh, dogum sonrasi 2. ginde ise tamamen
ortadan kalkggl ifade edilmektedir (92). Ovaryumlari c¢ikartignsicanlarda L-
Arginin uygulamasi uterus kaslarinda ggwieye yol acarken, L-Arginin uygulamasi
10 gln sdre ile 1@g/gin 1B-6stradiol verilen sicanlarda uterus kasi Uzeriyra a
etkiye yol acmangtir (131). Onceki cagmalara benzerekilde yaptgimiz bu
calsmada da Ov grubunda L-argininin dozglbalarak uterus kasiligiddetini
azalttg (p<0.05), 50 ve 10Qg 17B-Ostradiol gruplarinda ise L-argininin dozlarinin
etkili olmadgi belirlenmitir. DUsUk dozda 6strojen uygulanan 2§ 173-0stradiol
grubunda ise L-Argininin geetici etkisi 18 ve 90. saatlerde go6zlenirken, sgéici
etkinin 162. saatte kaybolgu gortlmitar. Yine gruplarda 18, 90 ve 162. saatlerde
10 M dozundaki L-argininin uygulamasinin kasiliminighibisyonu tizerine etkisi
Ov grubunda yuksekken, bu etki yiksek dozdpg-dstradiol uygulamasi (50 ve 100

ug 17B-6stradiol) ile azalmgtir. Ayrica, 162. saatte L-argininin kasilimlariafteci
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etkisi tim 0&strojen uygulanan gruplarda baskilgtimiBulgularimiz L-argininin
uterusta olsgturdusu kasilim siddetini azaltici etkisini Ostrojenin doza ve sigey
bagimli olarak engellegijni disindirmektedir.

Gebe rat (92), ve gebe olmayan insan uterusur8®) flapilan cajmalarda
eksojen NO kaynaklarindan biri olan SNP’nin sponkasilimlari tamamen bloke
ettigi bildiriimektedir. Benzersekilde gebelikte SNP’nin spontan myometriyum
kasilimlarini tamamen ortadan kaldgadu fakat KCl ile uyarilmg kasilimlarda etkisi
olmadgini ifade etmektedir (133). Oksitosinle uyargnuterus kasilimlari tzerine
SNP’nin 10" M ve daha diik dozlarinin etkili olmagh, daha yiiksek dozlarinin ise
toksik etki gostererek dogiimsuiz inhibisyon okturdugunu bildirilmektedir (139).
Ayrica SNP uygulamasinin Ov sicanlarda uterustgeyegye yol acyi, fakat bu
etkinin 10 gin boyunca 1{ijg dozunda 1fF-6stradiol verilen si¢canlarda ortadan
kalktigi gozlenmitir (117). Yaptgimiz bu argtirmada, Ov grubunda Fo10°M
aralginda uygulanan SNP'nin dozageanl olarak kasilinsiddetini engelledii, 17p-
Ostradiol verilen gruplarda ise dozun ve surenimasi ile birlikte SNP’nin etkisinin
olmadgl gorualmistir. Argininin gruplardaki etkisine benzer olaral§NP’nin
dstrojen gruplarinda kasiligiddetini azaltmamasi, B7ostradiolun SNP’nin uterusta
olusturdusu geweme etkisini engelegini disiindirmektedir. Sodyum nitroprussid
uygulamasinin uterus diz kasinda gorulen kasil@imhibisyonu Gzerine etkisi
17B-6stradiolun uygulanma dozuna ve slresine goggsitek gostermitir. TUm
surelerde en yiksek fp-Ostradiol uygulanan grupta SNP’nin kasilimin %
inhibisyonu Gzerine etkisi minimum olarak gozlemnk Ov grubunda ise %
inhibisyon en yiksek diizeyde gercaekhestir. Genel olarak 1F-Ostradiol
uygulamasi SNP’nin etkisini baskilarken, 18. saatte di@uk 17B-Ostradiol
uygulanan grup ile Ov grubu arasinda benzer biribisyona rastlanmgtir.
Bulgularimiz SNP’nin uterusta afwrdusu % kasilim inhibisyonunun Gstrojenin
dozuna ve uygulama suresingfmali oldugunu digtindirmektedir.

Bir siklik nukleotid ikincil haberci olan cGMP viildumuzdaki bir ¢ok
dokuda cok farkli olaylarin ofmmasinda rol oynamaktadir. Bu olaylardan bir tanesi
de duz kaslarda NO etkisiyle gewne sglamasidir. Uterusta NO sentezlegidi
belirtiimistir (94). Nanomolar duzeydeki NO konsantrasyonlguanilil siklazi

aktifleyerek cGMP duzeylerini artirmaktadir. Nitrikoksit-cGMP  yolunun
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aktiflenmesi ise bir ¢cok diz kas tipinde gemeyle sonuclanmaktadir. Nitrik oksit-
cGMP yolu bu etkisini cGMP-PK1 uzerinden miyozirsfiagtaz akivitesini artirarak
(140) veya sitoplazmik Camiktarini azaltarak gerceklirmektedir (141). Diiz kas
gewemesi kalsiyum regulasyonu ve iyon transportundanrsiu olan substratlarin
fosforlanmasi neticesinde gaktadir (142).insanda NO-cGMP yolunun vafii
uterus diz kaslarinda da tespit edgtmi ve gebelikte olgabilecek uterus
kasiimalarini azaltmak icin de farmakolojik olarakilaniimaktadir (94). Ostrojen
enjekte edilen ratlarda cGMP’nin yiksek PK1 dizegte uterus kasinda
gewemeye yol acgindan (143), NO-cGMP yolunun uterus kasilabgirli kontrol
etmede 6nemli olabilegedustnilmektedir (141).

Bu aragtirmada Ov sicanlarin endometriyumdaki sirkiledomgiditunal kas
hiicrelerinde zayif bir cGMP-PK1 ekspresyonu baiidie Ozellikle endometriumun
longitudinal kaslarinda e¢#li doz ve surelerde uygulanan  f@stradiol
hormonunun cGMP-PK1 ekspresyonu uzerine etkisi mmmn olarak bulundu.
Sikuler kaslarda ise 18’inci ve 90’'Inci saatlerdeMP-PK1 ekspresyonu uzerine
17B-6stradiolin doza Eamsiz bir etkisi goruldd. Bu etki 162'nci saattentamen
ortadan kalktl. Yukarida aciklargai gibi NO tarafindan uyarilan myometriyal
gewemenin bgka diz kas hicrelerinde olgiw gibi guanilil siklaz ve cGMP
Uzerinden oldgu disinulse de (93,94), dsik calismalarda NO’nun uterusta
gewemeyi uyarabilmesi icin cGMP ve PK1'nin gerekli @dgini belirtiimektedir
(144,145). Kobay uterus diuz kaslarinda yapilansmalda NO’in guanilil siklazi
inhibe eden metilen mavisi uygulamasingman uterus kaslarinda gewmeye yol
actgl belirtilmistir (144). Buna ilaveten uterus duz kasinda herhéilggeweme
olusturabilmek icin ylUksek dizeylerde @@W@) cGMP analoglarina ihtiyac
duyulmaktadir (146). Maymun ve insan myometriyunaundO tarafindan
olusturulan uterus geemesinin cGMP analoglari tarafindan gpluulamadg!,
guanilil siklaz-cGMP daundaki bir yolla gercekkgigi gozlenmgtir (144,145). Bu
calismalar NO'’in uterus geemesi sglayabilmesi icin cGMP-PK1 agina ihtiyac
duymadgini, iyon kanallari yoluyla bu etkisini gosterelo#gini disiindtirmektedir
(145). Bulgularimizda da uterusta bulunan sirkiderlongiditunal kaslarda B7
Ostradiolin tum dozlarinin ve sirelerinin cGMP-PHKagsilimi Gzerine etkisinin

disUk olduygu gozlenmgtir.
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Siklik GMP’nin NO tarafindan geeklestirilen bitin olaylarda rol almagh
distncesi son yillarda 6nem kazagtm Buhimschi ve ark (147), sigan uterusunda
gebelikle birlikte NO miktarinin artmasinagraen cGMP dizeylerinde énemli bir
azalma oldgunu bildirmglerdir. Yine ayni cahmada gebe olmayan sicanlarda uzun
sureli dstrojen uygulamasi uterustaki NO miktariamhmasina cGMP duzeyinin ise
azalmasina sebep oklu belirtiimistir. Buna ilaveten, uygulanan 6strojen tedavisi
NO’in cGMP Uzerine olan artirici etkisini de engeligi konusuna da dgnilmistir
(147).

Daha onceki camalar sican uterusunda NO’in uterus kasiimalarini
durdurd@gunu ve NO seviyelerindeki agtn da cGMP yapimini artirgini
bildiriimektedir (93,94). Bununla birlikte myomegtimdaki NO etkisinin guanilil
siklazdan baimsiz olaraksekillenebilir (147). Weiner ve ark (148) kobaylarda
gebelgin guanilil siklaz seviyesini azal@ni bildirmistir. Buhimchi ve ark (147) da
prepubertal sicanlarda 06strojenin  guanilil  siklaziaterustaki  olgumunu
baskilayabilecgni bildirmisler ve uterusta cGMP dizeylerindekigggmlerle NO
aktivitesi arasinda paralellik kurmanin veya NOhatdsindeki dgisimlerle cGMP
duzeylerini bgdastirmanin yank sonuclar verebile@ kanisina varngiardir.

Damar duz kaslari ile yapilan gahalarda damar diz kaslarindan elde edilen
preperatlarin, cGMP ofumu bloklandg halde, NO uygulamasi neticesinde
gewedigi gorulmistir (149). Bu tur olgular renal arterlerde (150kgrebral
mikrosirkilasyonunda (151) ve néronal hiicre iyomdtkrinda da (152) rapor
edilmistir. Bu baglamda myometriyumda NO tarafindan gercgtiliden gewemede
kalsiyum tarafindan aktiflenen potasyum kanallarinfKcy) rol alabilecgi
Onerilmistir (153). Bu teori k, kanallarini bloke eden akrep toksinlerinin NO
tarafindan olgturulan geyemeyi engellemesi ile desteklerntiri (144). Dolayisi ile
kalsiyum tarafindan aktiflenen potasyum kanallarinkKc, kanallari NO’in
myometriyumdaki etkisine aracilik eden faktorlerdelabilecgi goérilmektedir
(154).
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5. SONUC

Ovaryumlari ¢ikariiny 3 aylik 72 sicanda 6strojen hormonunun doza veyelingli
olarak uterus kasilmalari ve cGMP-PK1 ekspresyarerifie etkisinin incelenmesi
amaclanan bu ¢amada 0Ostrojen uygulanan gruplarda uterus spontssirkéarinin
siddetinin doza ve sureye @la olarak arttgl belirlenmitir. Ayrica, sicanlarda L-
arginin-NOS-NO yolunun uterus kasilim etkfinfi azalttgl ve L-argininin-NOS-
NO vyolunun etkinlginin 17B-6stradiol tarafindan engelle@i belirlenmitir.
Ostrojenin uterusta bulunan longiditunal diiz kaklacGMP-PK1 ekspirasyonu
Uzerine etkisininin minimal oldiu g6zlenmy, myometriyumdaki NO etkisinin

cGMP-PK1’'den bgimsiz olaralsekillenebilecgi kanisina varilmstir.
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