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OZET

Servikal olgunlagma 16kosit infiltrasyonu, ESM’nin su igerigindeki
degisiklikler ve kollajen liflerin yeniden diizenlenmesi dahil inflamatuvar bir
reaksiyondur. Bu olaym kontrolii, bircok mediyatoriin gorev aldigina isaret
edilmesine ragmen hala biiyiik oranda bilinmemektedir. Inflamatuvar bir mediyator
olan NO’nun baska dokularda MMP aktivitesini stimiile ettigi ve proteoglikan
sentezini baskiladigir bilindiginden, bu calismada NO’nun gebelik siiresinde ve
dogumda serviksin yeniden yapilanmasinda gorev alip almadigi 1s1k mikroskopu ile
immiinohistokimyasal olarak ve TEM diizeyinde belirlenmeye calisildi. Bu amacla
daha 6nce deneye girmemis 200-250 g arasinda 108 adet disi Wistar sigan kullanildi.
Iki disiye bir erkek olacak sekilde kafeste bir gece birakilan disi siganlara vajinal
simir yapilarak spermiyum gozlenen disiler gebeligin 0. giiniide kabul edildi. Ostrus
ve gebeligin 18, 20, 21., dogum sonrasi 0. giinler olmak iizere 5 kontrol, gebeligin
18, 20, 21., dogum sonras1 0. giinler olmak iizere 4 deney grubu olusturuldu. Deney
hayvanlarina sabahlar1 5 giin siireyle oral yolla 50 mg/giin/sigan L-NAME verildi.
Kontrol ve deney hayvanlari belirtilen giiniin sabahinda eter anestezisi altinda diseke
edildi ve 151k ve tranmisyon elektron mikroskopu icin ayrica nitrit/nitrat dlglimlerinde
kullanilmak iizere servikal doku ornekleri alindi. Toplanan 6rneklerden bir kismi
rutin histolojik ve elektron mikroskop takip islemlerinden geg¢irildi. Parafin
bloklardan alinan kesitlerde iNOS’un dagilimlarina, keza CD45 immiinboyanmasi ile
de genel 16kosit yogunluguna, TEM igin alinan ince kesitlerde hiicresel ve lifsel
elemanlarin yapisal degisikliklerine bakildi. L-NAME uygulanan hayvanlarin
servikal dokularinda gebelik boyunca ve PPO. giinde kollajen lif diizeninde
bozulmalar gozlendi. iNOS boyanmasi kontrole gore daha azdi, nitrit/nitrat degerleri
de oldukga diisiiktii. CD45 pozitif boyanmis 16kosit sayisinda, goriiniiste Ostrusa gore
kontrol ve deney grubunun gebelik devresinde ve PPO. giinlerde artis vardi.

Sonug olarak; 1) L-NAME uygulanan deney grubunda iNOS boyanma siddeti
ile nitrit/nitrat degerlerinin gebelik devresinde kontrole gore Onemlilik diizeyinde
diisiik olmasindan NOS iiriinii olan NO’nun sican serviksinin olgunlagma ve dogum
olayma katildigini, 2) L-NAME uygulanmasinin dogumla sonuglanmasindan
NO’nun yalniz olmadig baska mediyatorlerin de bu olayda gorev aldigini, 3) CD45
pozitif 16kosit sayis1 iki grupta da goriiniise gore artis gosterdiginden servikal
olgunlagsma ve dogum olayinin inflamatuvar bir olay oldugunu ifade edebiliriz.

Anahtar Kelimeler: iNOS, CD45, serviks, sican
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ABSTRACT

Cervical maturation is an inflammatory reaction which involves infiltration of
leukocytes, changes in ECM component elements and restructuring of collagen
fibers. Despite many mediators of this event having been known, the exact control
mechanism is still largely unknown. The inflammatory mediator NO has been
suggested to stimulate MMP activity and to suppress proteoglican synthesis in some
other tissues. Therefore, we aimed to clarify the possible role of NO during
pregnancy and cervical reconstruction at birth by using immunohistochemical
techniques combined with TEM. In this study, we used 108 female Wistar rats which
were 200-250g. Two males per one female were caged together overnight for
copulation. The pregnancies were detected by vaginal smear and spermium positive
females were accepted as pregnant as of day 0. Estrous day, pre-natal days 18, 20, 21
and post-natal day 0 animals were constituted of the control group. Pre-natal days 18,
20, 21 and post-natal day O animals were constituted of the experimental group. The
experimental group were treated with orally given L-NAME for 5 days with a dose
of 50mg/day/rat. The tissues from both control and experimental groups were taken
from the desired days and processed for routine light microscope and transmission
electron microscope examinations. One piece of each tissue were also stored for
nitrite/nitrate measurements. The iNOS distribution were evaluated in paraffin cervix
tissue sections. These sections were also used to detect the leukocyte density with
CD45 immunohistochemistry. TEM sections were used to evaluate the cellular and
structural changes. In L-NAME treated experimental group, dissolving of collagen
fibers were also seen throughout the progression of pregnancy and at post-partum
day 0. However, the staining intensity of iNOS and the nitrite/nitrate levels decreased
more than in the control group. The number of CD45 positive leukocyte was
increased with the progression of pregnancy and in post-partum 0 both in control and
experimental groups compared to estrous.

Our conclusions are as follows: 1) Because in L-NAME treated experimental
group, the intensity of iNOS staining and the nitrite/nitrate levels were lower than the
control group throughout the pregnancy, the NOS product NO might contribute to
the cervical maturation and birth, 2) Because the treatment of L-NAME also resulted
in birth, mediators other than NO might regulate this event, 3) Because the number
of CD45 positive leukocytes seemed to be increased with the progression of
pregnancy in both groups, we can tell the cervical maturation and birth events are
inflammatory processes.

Key words: iNOS, CD45, cervix, rat
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GIRiS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac¢

Son yillarda arastiricilarin dikkatleri genelde uterusta ve servikste gebelikten
doguma gecisi kontrol eden temel mekanizmalarin ¢alisilmasi iizerine odaklandi. Bu
konudaki arastiricilar progesteron ve antagonistleriyle yaptiklar1 deneysel ve klinik
calismalar sonunda dogumun iki kademeli bir olay oldugunu gosterdiler. Uzun siiren
hazirlik fazinda servikal olgunlasma gerceklesir. Bunu takip eden kisa siireli ikinci
faz olan aktif dogumda da 12-24 saat siiren dogum olay1 gergeklesir (1, 2).

Dogumun bu iki temel fazinin uterus ve serviks {izerinde endokrin, sinirsel ve
immiinokontrol mekanizmalarin etkilesimi dahil cesitli sistemlerle koordineli olarak
diizenlendigi sanilir. Progesteronla yapilan deneysel ve klinik calismalar gebeligin
olusmasinda ve devaminda progesteronun merkez bir rol oynadigini gostermektedir

(3).

Gebelik esnasinda, uterusun kontraktil fonksiyonu baskilanir. Ciinkii
serviksin sikica kapali kalmas1 gerekir. Bu devrede uterusun dinlenme hali fetusun
normal gelismesi icin esastir (4). Progesteronun dinlenme halindeki uterus iizerinde
tam bir kontroliiniin oldugu sanilmaktadir (1, 5).

Hazirlik fazinda, rijid ve kapali serviksin yumusamasi ve acilmasina paralel
olarak uterus kontraktilitesi de inaktiften kuvvetli aktif duruma dogru ilerler.
Serviksteki degisim bag dokusundaki degisikliklerle ve inflamatuvar hiicre gociiyle
ilgilidir (6). Servikste olanlara benzer hazirlik degisikliklerinin fetal membranlarda
da goriilmesi muhtemeldir (3).

Biyolojide ve tipta cok heyecan verici 6nemli ilerlemelerden biri, diffiize
olabilir nitrik oksidin (NO) endotel hiicreleri tarafindan iiretilmesi ve bunun damar
tonusunun platelet agregasyonunun, diiz kasta periferik nitrerjik transmisyonun,
santral sinir sisteminde intraselliiler iletisimin ve bakteriyel {riinlerle temasim
takiben makrofaj savunma mekanizmalariin diizenlenmesiyle ilgili oldugunun
kesfidir (7, 8). NO, aminoasit L-arjinini L-sitrulline ve NO’ya degistiren nitrik oksit
sentaz (9) enzim ailesi tarafindan sentezlenir. Bugiine kadar ii¢ yiiksek ilgili NOS
enzimi belirlendi ve izole edildi. Bunlar endotelyal NOS (ec-NOS, tip III), néronal
NOS (nc-NOS, b-NOS, tip I) ve indiiklenebilir NOS (i-NOS, tip II) (10). NO
sisteminin insan uterusu ve serviksinde bulundugu ve servikal fonksiyonun
kontroliiniin diizenlenmesinde rol aldig1 bildirilmistir (11).

NO sistemi, gebelik esnasinda relaksiyondan, gebeligin devamindan ve
uteroplasental fetal perfiizyondan sorumlu olan biiyiik bir mekanizma olabilir (12-
14).



iNOS’un term ve preterm dogumda uterusta azaldigi (15), servikste ise
aksine bir degisim gosterdigi rapor edilmistir (16). Aalberts ve ark. (17), sigirda
dogum oOncesi servikal olgunlasmada, iiciincii trimesterin basinda iNOS ve protein
seviyesinin yliksek oldugunu tespit etmislerdir (17).

NO‘nun sadece uterustaki {iretiminin azalmasin1 takiben dogumun
baslamasiyla ilgili olmadigi, aym1 zamanda term ve preterm dogumda servikal
olgunlagsma mediyatorii de olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim bir NO donoérii olan
sodyum nitro prussid (SNP) kobay servikal kanalina uygulandiginda prostaglandin
E2 (PGE2) etkisine benzer servikal olgunlagmay1 indiikledigi gosterilmistir (18). NO,
lokal vazodilatasyonu indiiklemek suretiyle vaskiiler permeabiliteyi artirarak 16kosit
infiltrasyonunu gerceklestirebilir, belki de ekstraselliller matriksin (ESM) yeniden
yapilanmasindan sorumlu matriks metalloproteinleri (MMP) ve de bagka
mekanizmalar aktive ederek servikal olgunlasmay1 gerceklestirmis olabilir (4).

Dogumun normal baslayip ilerleyebilmesi icin uterus kontraksiyonlariyla
uyum icinde yeterli servikal olgunlagsmanin saglanmasi gereklidir. Bu olaydaki
diizensizlikler, 6rnegin yetersiz servikal olgunlagsmaya bagl gecikmis dogum ya da
prematiir servikal olgunlagsmayla karakterize prematiir dogum biiyiik klinik
problemlere neden olmaktadir (19). Gebelikte uterus ve serviksin yeniden
yapilanmasini diizenleyen mekanizmalar iyi anlagilamadigindan bu konuda pek cok
calisma yapildig1 halde servikal olgunlasma eksikliginde kullanilabilen uygun ajanlar
bulunamamistir. Giinlimiizde servikal olgunlasmayla ilgili diizensizliklerin
giderilmesinde yeni ¢aligmalara ve bilgilere ihtiya¢ vardir.

Verilen literatiir bilgisinden anlagildigi gibi, servikal olgunlasma lokosit
infiltrasyonu, doku su icerigindeki degisiklikler ve kollajen liflerin yeniden
diizenlenmesi dahil inflamatuvar bir reaksiyondur. Bu olayin kontrolu, bir cok
mediyatoriin - gorev aldigina isaret edilmesine ragmen hala biiyilkk oranda
bilinmemektedir. inflamatuvar bir mediyatér olan NO’nun baska dokularda MMP
aktivitesini stimiile ettigi ve proteoglikan sentezini baskiladig: bilindiginden gebelik
siiresince  serviksin yeniden yapilanmasinda da benzer sekilde fonksiyon
yapabilecegi diisiiniilmektedir. Bu amagla bu calismada, normalde ve L-NAME
verildiginde gebeligin 18, 20, 21 ve dogum sonras1 sifirinci1 (PPO) giinlerinde iNOS
triinii NO’nun sigan serviksinin olgunlasmasinda gorev alip almadigi, bu olayin
beyaz kan hiicreleriyle iligkili olup olmadigi 151k mikroskobu ile
immiinohistokimyasal olarak ve NO’nun stabil metabolitleri olan nitrit/nitrat
Olctimleriyle, keza transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) ultrastruktiirel
diizeyde belirlenmeye c¢alisildi.



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Disi Ureme Organlarindan Serviksin Histolojisi )
Disi iireme organlarindan serviks uterusun vajinaya uzanan son kismidir. Ust
kisminda, uterus bosluguyla alt kisminda da vajinayla baglantidir (20).

Servikste endometriyum kisa ve dalli plikalar olusturur. Yapis1 korpustakinden biraz
farklidir. Epiteli tek kath yiiksek prizmatik hiicrelerden yapilmistir. Hiicrelerin oval
niikleuslar1 bazaldedir, apikali mukusla doludur. Tek katli epitel altinda lamina
propriya siki fibréz bag dokusundan yapilmistir. Burada serviks bezleri bulunur.
Serviks bezleri korpustakine gore kisa, fakat daha fazla dallidir. Liimenleri genistir,
yiizey epiteli gibi tek katl yliksek prizmatik, mukus salgilayan hiicrelerle ortiiliidiir.
Serviks mukozasi menstrual siklusa katilmaz, ancak siklus sirasinda hormonlarin
kandaki diizeyine bagl olarak salgilama islevi degisir. Siklusun ortasinda salgilama
artar, mukus sulu akic1 hale gelir. Gebelikte bu bezler daha da genisler, miik6z
salgilar1 artar. Serviksin vajina i¢ine giren kismi, porsiyo vajinalis ¢ok katli yassi
epitelle ortiiliidiir. Yiizey hiicreleri glikojen icerir. Cok katli epitel arasinda prizmatik
epitel adaciklar1 bulunur. Cok katl1 yass1 epitel ile tek katl prizmatik epitel arasinda
degisim zonu denilen ani bir epitel degisim zonu vardir. Lamina propriya hemen ¢ok
katlh epitelin altinda elastik liflerden ¢ok zengindir (20).

Serviksin baslangicinda enine kas tabakasindan yapilmis kuvvetli kas
tabakas1 vardir ve tunika mukoza altinda kanali sarar. Serviksin son kisimlarinda kas
dokusu azalir. Kas demetlerini birbirinden ayiran kollajen ve elastik liflerden zengin
bag dokusu miktar1 artar. Porsiyo vajinaliste kas demetleri, arasinda bulunan bol bag
dokusu ile birbirinden iyice uzaklagsmis bulunurlar. Bu seyrek kas demetleri asagida
vajinanin kas demetleriyle karisirlar (20) .

2.1.1. Ekstraselliiller Matriks (ESM)

Serviks, yukarida da deginildigi gibi c¢ogunlugunu kollajen ve
proteoglikanlarin olusturdugu fibroz bag dokusundan yapilmistir. Bag dokusu igerigi
serviksin alt kisminda yaklasik %90-95, iist kisminda ise %75°dir. Servikal
olgunlagsmada kollajen ve proteoglikan konsantrasyonunun %50-70 azalmis olmasi,
ESM komponentlerinin bu olayda ne kadar énemli oldugunu gostermesi bakimindan
ilgingtir (21).

Biitiin dokular hiicrelerden ve hiicrelerde sentezlenen ekstraselliiler
matriksten yapilmistir (20).

ESM i¢inde liflerin yataklandig hidrath jele benzer esas maddeden olusur.
Genelde baski ve giiclerine kars1 direng gosterebilen 6zelliktedir (20).



Esas madde; glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve tutunucu
glikoproteinlerden yapilmistir. Bu molekiiller birbirleriyle, epitel ve bag dokusunun
hiicreleri ve lifleriyle etkilesebilirler (20).

Glikozaminoglikanlar (GAG); wuzun esnek olmayan dallanmamig
polisakkaritlerdir ve tekrar eden disakkarit zincirlerinden olusurlar (20).

Tekrar eden iki disakkaritten biri amino seker; digeri {ironik asittir. Amino
sekeri genelde siilfathidir ve yapisinda sodyum gibi katyonlar1 tutan negatif yiiklii
karboksil gruplar1 vardir. Yiiksek sodyum konsantrasyonu doku sivisinin tutulmasina
yardimeci1 olur (22).

Siilfathh GAG' lar keratan siilfat, heparan siilfat, heparin, kondroitin 4- siilfat,
ve dermatan siilfat icerirler ve genelde proteoglikanlar1 olusturan protein
molekiillerine kovalent baglarla baglanirlar. Tek siilfats1iz GAG, hiyaluronik asittir.
Bu da protein molekiilleriyle kovalent baglantilar yapmayan biiyiik bir molekiildiir
(20, 22).

2.1.2. Proteoglikanlar

Siilfath GAG'lar bir protein 6ziiyle kovalent baglar olusturduklar zaman
proteoglikan denen bir biiyiik molekiil ailesi olustururlar. Bu yap1 goriiniiste bir sise
fircasina benzer. Fircanin eksenini protein 6z olusturur, yiizeyinden de iic yonde
uzanan cesitli siilfatlt GAG'lar 1ginlanir (20).

Proteoglikanlar c¢esitli biiyiikliikte olabilir. Proteoglikanlarin ¢ok cesitli
fonksiyonlar1 vardir. Biiyilk hacim isgal ederek baskilara direng gosterirler.
Mikroorganizmalarin ve metastatik hiicrelerin hizli hareketini geciktirirler. Bazal
laminada, degisik por biiyiikliikleri yaratarak makro molekiillere karsi molekiiler
filtreler olustururlar. Sinyal molekiillerini tutarak engelledikleri gibi, belli noktalarda
yogunlastirarak yiiksek fonksiyonlu noktalar yaratabilirler (20, 22). Bazilar1 da
hiicre membranina baglanarak transmembran protein gibi davranabilirler.

2.1.3. Tutunucu Glikoproteinler

Hiicreler, ESM bilesenlerine biiyiikk oranda tutunucu glikoproteinlerle
tutunurlar. Bunlar biiyilkk makromolekiillerdir ve birka¢ domeynleri vardir. Hiicre
yiizeyine, kollajen liflere ve proteoglikanlara baglanarak dokularin ¢esitli
komponentlerini birbirine baglarlar. Bunlar fibronektin, laminin, entaktin, tenasin,
kondronektin ve osteonektindir (20, 22).

2.1.4. ESM Lifleri

Ekstraselliiler matrikse gerilme direnci ve esneklik saglayan liflerdir. Klasik
histolojik boyamalara gore 3 tipi vardir: Kollajen, elastik ve retikiiler lifler. Kollajen
lifler, viicuttaki proteinlerin yaklasik %20’sini olustururlar, ¢ok boldur. Kollajen
esnektir ve gerilme giicli ayn1 ¢aptaki gelikten daha biiyiiktiir (23), caplar1 genelde 10
pwm’den daha kiigiiktiir. Elektron mikrograflarinda 67 nm’lik diizenli araliklarla enine
bantlar olustururlar. Lifler, 10-300 nm capinda paralel diizenli daha ince fibrillerden
(20, 23), fibrillerde yaklasik 1,5 nm capinda olan ve 3 polipeptid zincirinin heliks
seklinde sarilarak olusturdugu tropokollajen molekiillerinden yapilmistir (20).



Retikiiler lifler de kollajen yapisindadir (23). Elastik lifler, bag dokusuna elastikiyet
kazandirir. Bu lifler glisin ve prolince zengin bir protein olan elastinden yapilmistir.

2.1.5. Nitrik Oksit (NO)

[Ik olarak, 1980 yilinda Furchgott ve Zawadski isimli arastiricilar (24)
asetilkolinin neden oldugu damar gevsemesinin endotelden kaynaklanan gevsetici bir
faktor (EDRF; endotel kaynakli gevsetici faktor) araciligiyla gerceklestigini rapor
ettiler. Dr. Furchgott 1986 yilinda EDRF ve NO’nun farmakolojik davramislarindaki
benzerliklerinden dolayr EDRF’nin NO olabilecegini bildirdi. 1987’de EDRF’nin
NO molekiilii oldugu, 1988’de de damar endotel hiicrelerinin L-arginin aminoasidini
NO sentezinde kullandig1 gosterildi (24).

NO, memeli hiicrelerinin ¢ogunda L-arginin aminoasitinden iiretilen serbest
radikal ve suda eriyebilir bir gazdir (S.2.1) (25). NO’nun plazmadaki biyolojik aktif
konsantrasyonu 1-100 nm arasinda degisir ve 3-5 saniyelik bir yar1 6mre sahiptir (24,
26). NO depolanmaz ancak gerektiginde sentezlenir (27). NO etkilerini, spesifik
membran proteinlerine baglanmaktan ziyade oksijen ve karbondioksit gibi difiizyon
yoluyla hiicre membranindan kolayca gecer ve cevre hiicreleri etkileyerek gosterir.
NO biyolojik mesajc1 olarak gorev yapan giiclii bir molekiildiir (28).

NO; kan basinci, mutagenez, apoptozis, kalbin kasilmasi, penis ereksiyonu
gibi bir¢ok islevi diizenler (29). Solunum yollarinda NO’nun vazodilatasyon ve brons
dilatasyonu gibi c¢esitli fizyolojik olaylarda rol aldigi ifade edilir (30). NO’nun
fonksiyonu ¢ift yonlii bir kili¢ gibidir (29). Yararh etkisinin yaninda fazla iiretilmesi
zararli olmaktadir. NO’nun, in vitroda sinir hiicresi uzantilarinin biiyiimesinde ve
farklilagsmasinda etkili oldugu, endotel kaynakli NO’nun damar1 korudugu,
norotransmitter ve hormon iiretimine neden oldugu bildirilmistir (29, 31). NO’nun
bilinen genelde 3 klasik fonksiyonu, endotel bagimli gevseme, ndrotransmisyon ve
hiicre aracili immiin yanittir (29).

Immiin sistemde NO, tiimor hiicreleri ve patojenler gibi aktive olmus
makrofajlar ve notrofiller tarafindan iiretilir (32).
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L-arginin ————— NO + L-sitrillin

NOS \

Nitrit (NO»)
Nitrat (NO3)

Sekil 2.1. Nitrik oksit sentezi (33)

2.1.5.1. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) ve Izoformlar:

Genelde NOS enzimi yapisal NOS (cNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS)
olmak iizere ikiye ayrilir. cNOS hiicresel sinyali de igceren kalsiyum/kalmodulin
(Ca*/CaM)-bagimli tipi iken, iNOS Ca**/CaM bagimsiz tipidir. ¢NOS’un alt
gruplart eNOS ve nNOS’dur. iNOS kalsiyumdan bagimsiz olarak aktive olur.



cNOS’un aktif olmasi i¢in hiicre ici Ca* konsantrasyonunun artmasi gerekmektedir
(26, 29, 34, 35).

Insanda NOS genleri kromozom 12 (nNOS: 150 kb, 29 exon), kromozom 7
(eNOS: 21-22 kb, 26 exon) ve kromozom 17°de (iNOS: 37 kb, 26 exon) lokalizedir
(36). Yapilan son birka¢ calismada eNOS’un Ca* bagimsiz yolda aktiflenebilecegi
gosterilmistir (33). Endotel veya diiz kas hiicrelerinde eNOS ve sinirlerde nNOS’dan
kaynaklanan NO arasinda ayirim yapilamamaktadir (35). iNOS ve nNOS formlari
substrat olarak L-arginin metil esteri kullanabildigi halde, eNOS’un kullanamadigi
gosterilmistir (37). Iki ayr1 monomerden meydana gelen NOS enzimi dimer olarak
fonksiyon gormektedir. iki ayr1 monomerde fonksiyonel ve yapisal olarak karboksil
terminal (rediiktaz domeyn) ve amino terminal (oksijenaz domeyn) seklinde iki ana
domeyn halinde boliinmiistiir (Sekil 2.2.) (33). Oksijenaz ve rediiktaz domeynleri
tizerine yapilan calismalarda iNOS’da sadece oksijenaz domeyninin dimer
olusmasiyla ilgili oldugu, nNOS ve eNOS’da rediiktaz domeynleri arasinda, keza
rediiktaz ve oksijenaz domeynleri arasinda dimer olusmasin1 saglayabilecek
etkilesmelerin olabilecegi ifade edildi (38). Rediiktaz grubu NOS’un kofaktorleri
olan flavin adenin diniikleotid (FAD), nikotin adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ve
flavin mononiikleotidi (FMN) baglarken, oksijenaz grubu ise hem ve
tetrahidrobiyopterini (BH4) baglamaktadir (33, 34). NOS L-arginini sitrullin ve
NO’ya doniistiirebilmek i¢in NADPH’a ihtiya¢ duymaktadir (37). Rediiktaz domeyni
de sitokrom-c’ye FAD ve FMN yoluyla NADPH’dan elektron transfer edebilir.
Oksijenaz domeyni N¢ hidroksi-L-arginini, NO ve L-sitrulline doniistiiriir. Bu iki ana
domeyn arasinda CaM baglanma domeyninide igerir. Bu nedenle iki domeynin de
fonksiyonu katalitik olarak farklidir.

Subunit |
Rediiktaz

oksigenaz

oksigenaz

Rediiktaz

Sekil 2.2. NOS’un rediiktaz ve oksijenaz domeynlerini iceren dimer yapist (33)

Flavin kofaktorlerinin esas rolii NADPH’dan alinan elektronlarin stabil
aracilarla hem’e iletilmesidir. Elektron akiginin CaM’1n bulundugu noktadan kontrol
edildigi saniliyor. CaM-Ca yoklugunda elektron transferi oldukca yavastir. CaM’in
etkisi kinetik degil termodinamiktir (38).

Hem, bu dimer yapisinin olugmasinda kofaktor roliindedir, yoklugunda ise
NOS monomer olarak bulunur. Rediiktaz domeyni icinde NADPH’dan elektron



transferi yetenegi NOS’un dimerik yapisina gerek duymaksizin her bir monomerinde
saklidir. NOS’un ii¢ izoformunun dimerizasyonunda BH4 un rolii farklidir. nNOS ve
eNOS’un dimer yapilar1 BH, iin yoklugunda gerceklesirken iNOS’da bu goriilmez.
BH,4, eNOS ve nNOS dimerlerini stabilize ettigi halde iNOS dimerinde ayni durum
gecerli degildir. BHs icin Onerilen muhtemel roller arasinda NADPH’in NO’ya
oksidasyonu, siiperoksit ve hidrojen peroksit olusmasinin inhibisyonu, dimer
olusmasi ve dimer stabilitesi, arginin baglanmasi, hemin modifiyesi, inaktivasyona
ve otoaktivasyona karsi korunma, katalizasyonda redoksun aktive edilmesi gibi
fonksiyonlar1 sayilabilir (38). L-arginin ve analoglarinin iNOS’un dimerizasyonunu
kolaylastirdig1 sanilir. Ancak bu sonuglar NO sentezinin devami icin yetersizdir (33).
NOS, iiriinleri olan NO ve L-sitrullini oksidize etmede molekiiler oksijeni kullanir
(39). L-arginin ve BHjiin doygunluk seviyelerinde es zamanli olarak NO ve
siiperoksit anyon (O,) iiretimi de gerceklesir. Glutatyon (GSH) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) yoklugunda peroksinitrit olusur (33).

a. nNOS

Bu izoform ilk olarak sican ve domuz beyinciginden saflastirtlmistir (35).
nNOS baslica sinir sistemi, iskelet sistemi, iskelet kasi, bobrekte ve plasenta gibi
diger dokularda mevcuttur. Bu enzimin aktivitesi hiicre igi Ca* diizeyindeki
degisiklerle diizenlenir ve Ca**/CaM bagimli bir enzimdir (40). nNOS, N
terminalindeki 300 aminoasit ilavesinden dolay1 ii¢ izoformun en biiyligiidiir. Bu
bolgesi bir PDZ (PSD-95 /Dlg/Z0-1) domeyni igerir. eNOS gibi nNOS’da caveolinle
birlestiginde inhibe edilir (33). nNOS mRNA’sinin 9,5 kb, molekiil agirligr ise 155
kDa’dur (35).

nNOS mRNA’sinin nNOSo, nNOSP ve nNOSYy olmak iizere en az 3 ayr
amino terminal protein cesitliligine sahiptir. nNOSo, tamamen enzimatik aktive
gosterir. A-syntrofin veya postsinaptik density protein 95 (PSD-95) gibi postsinaptik
densite zonu (PSD) ile olas1 iliskiyi kuvvetlendiren bir PDZ domeyni igerir. Bu
nedenle nNOSa formu membranla iligkili olabilir. nNOSP ve nNOSy exon 2 ile
sifrelenmis PDZ domeyni icermez. Bu proteinler sitosolik bir lokalizasyon gosterir.
Ayrica nNOSa mRNA’sinin siganda nNOSa-a, nNOSa-b ve nNOSa-c olan 3 farkli
alt formu belirlenmistir (41).

b. INOS

iNOS Ca**/CaM’ dan bagimsizdir (31, 32). Siirekli olarak iiretilmemektedir
(36). FAD’a ihtiyag duyan sitokinler ve endotoksinlerle uyarilmaktadir (36, 42).
Molekiil agirligi 130 kDa’dur. Ca** bagimsiz oldugundan siirekli olarak aktiftir ve
bakteri, virlis ve diger patojenlerin ortadan kaldirilmasindaki Onemi biiyiiktiir.
iNOS’un yiiksek miktarda olmasi doku hasarina ve yangili hastaliklarda yiiksek
tansiyonun ortaya ¢ikmasinda onemli olan NO {iretimine neden olabilir (29, 36).
iNOS iiretimi, inflamatuvar aracilarin uygulandigi damarlarda eNOS kaynakli NO
tiretimindeki bozulmadan da sorumludur. Bununla beraber iNOS iiretimi, allograft
arterosklerozun iNOS aracili baskilanmasinda da goriildiigii gibi, bazi durumlarda
koruyucu olabilmektedir (33). iNOS, patolojik sartlar altinda noronal ve noronal
olmayan hiicrelerde de bulunabilmektedir (43). Iki yapisal izoformun tersine
iNOS’un spesifik olarak membrana baglanma 6zelligi yoktur. Bununla beraber insan
notrofillerinde ve fare makrofajlarinda membranla iliskili olabilmektedir (33).



Otoimmiinitede, iNOS hakkinda, mikrobiyal infeksiyon hasarlarina kars1 ev
sahibini korudugu goriisii yaygindir (31). iNOS’da siiperoksid anyon iiretimini
katalize edebilme yetenegindedir. Bu olay nNOS’dan farkli bir mekanizmayla olur.
Reduktaz domeyni tarafindan katalizlenir ve yalmz L-argininin cok yiiksek
konsantrasyonunda engellenebilir (33).

iNOS mRNA’s1 epitel hiicrelerinde ve alveolar makrofajlarda belirlenmekle
beraber bu konuda ¢ok az bilgi vardir (31).

c. eNOS

IIk olarak endotel hiicrelerinde tanimlanmistir ve siirekli bir tiretimi vardir
(29). Endotelden iiretilen NO damar gevsetir ve trombosit adezyonunu ve
agregasyonunu inhibe eder (36). eNOS’un molekiill agirhigit 130 kDa olarak
belirlenmistir (35). eNOS’da CaM baglanma bolgesi direk olarak membranla
ilskilidir ve ©zel olarak anyonik lipidler icerir. eNOS ekspresyonunda hipoksi,
Ostrojen ve egzersiz gibi cesitli faktorlerin etkileri oldugu bildirilmistir. eNOS
yoluyla siiperoksit anyon iiretiminin L-arginin ile degil, BH4 yoluyla inhibe edildigi
bilinmektedir (33). eNOS immiinreaktivitesinin sinir hiicrelerinde de bulundugu
gosterilmistir (42). eNOS mRNAs1yla ilgili herhangi bir bilgi yoktur.

2.1.5.2. Nitrik Oksit Sentaz Enziminin Inhibitorleri

NOS inhibitérlerinin kesfi NO ve NOS'la ilgili ¢caligsmalarin basarisim biiyiik
oranda etkilemistir. 1987 yilinda Hibbs ve arkadaglari L-NMMA'nin kemirgen
makrofajlarinda arjinin bagimli sitotoksik cevabi engelledigini gosterdiklerinde
heniiz sitotoksik faktoriin NO, arjinin-bagimli enzimin de iNOS oldugu bilinmiyordu
(44-46). Prototip NOS inhibitorii olan L-NMMA tiim NOS izoformlarimi etkin bir
sekilde inhibe eder (44, 47). L-NMMA gibi diger L-arjinin analoglari da her iic NOS
tipinin kompetitif inhibitorleridir; ayrica NO'in kendisi de NOS enziminin hem kismi
ile reaksiyona girerek bu enzimin aktivitesini inhibe edebilir (48-50). NN-dimetil-1-
arjinin (L-ADMA) endojen NOS inhibitoriidiir; ancak normal plazma
konsantrasyonu diisiiktiir (45). Bir diger L-arjinin analogu olan L-NAME de
kompetitif non-selektif bir NOS inhibitoriidiir; ancak yapisal NOS izoformlarim
(eNOS ve nNOS) iNOS'a gore daha gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (47,
49-51). Cok yaygin kullanilan bir NOS inhibitorii olan L-NAME'in NO iiretimini
engellemek suretiyle, Ach tarafindan indiiklenen vazodilatasyonu inhibe ederek
arteryal kan basincinda artisa sebep oldugu, 16kosit adezyonunu arttirdigi, damar
permeabilitesini arttirarak mikrovaskiiler sivi ve protein kaybina sebep oldugu
bilinmektedir (47, 52-54).

L-Canavine, L-N-(G)-monometilarjinin (L-NMA), N-amino-L-arjinin,
aminoguanidin ve N-iminoetil-I-ornitin (L-NIO) makrofaj iNOS'unu nNOS ve
eNOS'a gore daha fazla inhibe etmektedirler (45, 49). L-N-iminoetil lizin (L-NIL)
selektif iNOS inhibitoriidiir. Glukokortikoidler, BH4 sentezini ve L-arjinin
tasinmasini engelleyerek iNOS'u inhibe ederler (48). S-metil-izotioiire (SMT) de
yaygin kullanilan, oldukca potent spesifik bir iNOS inhibitoriidiir (55).

Baz1 kofaktor antagonistleri de NOS inhibitorleri olarak kullanilmaktadir.
Difenileneiodonyum (DPI) gibi aromatik iodonium bilesikleri niikleotide gereksinim
gosteren flavoproteinleri inhibe ederek iNOS ve eNOS aktivitesini geri doniisiimsiiz



olarak inhibe ederler (45). NOS'u inhibe etmenin bir diger yolu substrat veya
kofaktorlerinden birini sinirlamaktir. 2, 4, -diamino-6-hidroksipirimid (DAPH) gibi
BH4 sentez inhibitorleri ve trifluoperazin gibi kalmodulin antagonistleri bu amacla
kullanilmaktadir (45, 49).

2.1.5.3. Nitrik Oksit Sentezi

NO, organizmada pekg¢ok hiicrede yapisal veya indiiklenebilir NOS enzimi
araciligiyla L-arjininin terminal guanidino nitrojeninden sentezlenir (26, 38, 48-51,
56). Bu sentez iki basamaktan olugmaktadir: Birinci basamak L-arjininin N-
oksidasyonu ile L-OHArj olusumunu igerir. ikinci basamakta ise LOHArj'in C=N
bag oksidatif olarak pargalanir, sitriilin ve NO olusur. Bu basamakta kofaktor olarak
tetrahidrobiopterin (BH4), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid
(FMN) ve sitokrom P450 kullanilir. Ayrica her iki basamakta da nikotin adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) ve oksijen tiiketilmektedir (38, 49-51, 56, 57) (Sekil
2.3)).
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Sekil 2.3. Endotel hiicresinde L-arjininden NO sentezi ve diiz kas hiicresinde gevseme
olusturma mekanizmalar1 (57).

NO sentezleyebilen hiicreler arjininin hiicre i¢ine aktif olarak alinabildigi bir
mekanizmaya sahiptirler. Bu aktif mekanizma bagka katyonik aminositlerce de
kullanilabilen bir (y*) tastyicidir (45). Yapisal NOS (cNOS) aktivasyonu veya iNOS
indiiksiyonu endotel hiicreleri veya makrofajlara L-arjinin taginma hizin1 artirir (47).
L-N°- metilarjinin ve L-iminoetilornitin gibi baz1 NOS inhibitorleri bu tasiyici icin
arjinin ile yarismaya girerek etki ederler (49, 50).



NO'in sentez ve salimmi, Ca™"a bagimli olaylardir. Endotel hiicresine Ca*™

giriginin reseptor-aracili bir iyon kanaliyla ve daha az olarak da hiicre i¢i depolardan
Ca™" salinimu geklinde gergeklestigi diisiiniilmektedir (57).

2.1.5.4. Nitrik Oksit’in Etki Mekanizmasi

Seratonin, Ach, trombin, ATP, histamin, substans P, bradikinin, Ca*™ ,
arasidonik asit, kan basinct degisiklikleri, kayma kuvveti (shear stres), damar
duvarinin pulsatil gerimleri, hipoksi ve elektriksel stimulasyon gibi genis yelpazeli
bir grup agonist veya fizyolojik stimulusa cevap olarak endotel hiicrelerinden NOS

enzimi aracilifiyla sentezlenen NO, hem damar diiz kasina hem de liimen icine difiiz
olur (44, 45, 48, 57-61).

Organizmada metal iceren ve NO’in reaksiyona girebildigi enzimler arasinda
en iyi bilinenlerden biri guanilat siklazdir (GC). GC enziminin eriyebilir ve
partikiillii olmak iizere iki tipi mevcuttur (45, 60-62). NO ve karbon monoksit (CO)
sitozolik tip olan guanilat siklaz (sGC) ile reaksiyona girerken, membranda yer alan
partikiillii guanilat siklazin (PGC) ligandi1 natriiiretik peptid ailesinin iiyeleridir (45,
48, 57, 61).

Bazal kosullar altinda 6nemli bir aktivitesi olmayan sGC enzimi bir hem
prostetik grubuna sahiptir ve sGC enziminin NO tarafindan aktive olabilmesi icin
sarttir (44, 59, 60, 63). NO, sGC’in hem prostetik grubuna baglandiginda aksiyal
pozisyondaki bir histidin molekiilii salinir ve bu konformasyonal degisiklik enzimin
direk stimiilasyonuna sebep olarak GTP’den cGMP iiretimini saglar (60, 63).
Reaksiyon Mg"" iyonuna bagimhidir (44). sGC ‘m aktivitesi NO tarafindan 100-200
kat arttirilabilir ve enzim NO igin yiiksek derecede segici Ozellige sahiptir (48).
Metilen mavisi ve 1H-[1,2,4] Oxadiazolo-[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) gibi bazi
bilesikler sGC’1 inhibe ederek NO’in diiz kas iizerindeki etkilerini Onleyebilirler.
Enzim iizerinde ODQ’nun etkisi daha selektiftir. ODQ enzimin prostetik hem
grubunu okside ederek sGC’1 geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder (58-60, 64).
c¢GMP, NO’in hiicre ici etkilerinin esas araci molekiilii olarak kabul edilir (44, 48,
51, 57, 59-62). Fizyolojik 6nemi bu derece fazla olan cGMP’nin yikimi da ¢ok siki
bir sekilde kontrol altindadir. cGMP’nin ortamdan uzaklastirilmasindan, onu inaktif
5’niikleotid monofosfatlara ¢eviren fosfodiesterazlar (PDE) sorumludur (51, 63).

cGMP li¢ olasi reseptor proteininden biri ile reaksiyona girebilir: Bunlar
cGMP ile diizenlenen iyon kanallari, cGMP baglayic1 PDE’lar, ve cGMP bagiml
protein kinazlardir (48, 57, 62, 63). Bunlardan 6zellikle bir serin / treonin kinaz olan
c¢GMP bagimli protein kinazin (PKG) aktivasyonunun cGMP’nin hiicre i¢i etkilerinin
onemli bir kismindan sorumlu oldugu bildirilmistir (51, 58). PKG, c¢cGMP’nin
baglanmasi ile segici olarak aktive olur. Bir kez aktive oldugunda bir grup hiicre i¢i
hedef proteinini fosforiller. Fosforilasyon bu proteinlerin aktivesini diizenler ve bu
sekilde diiz kas gevsemesini de iceren pek ¢ok hiicresel olaydan sorumludur (48, 62,
63). NO-cGMP yolaginin olusturdugu diiz kas gevsemesi siki bir sekilde diizenlenen
aktif bir olay olup, hiicre i¢i Ca™ konstrasyonunun azaltilmasi veya kasilma
sisteminin Ca™ ‘a duyarliliginin azaltilmasi yoluyla saglanabilir. Her iki mekanizma
da cGMP aracil diiz kas gevsemesinde rol oynar (51, 57, 62).

10



Hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun azaltilmasimin a) Ca™"'la aktive K"
kanallarinin  (K,) aktivasyonu, b) membran Ca"" kanal aktivitesinin direk
inhibisyonu, ¢) plazma membraninda Ca™*-ATPaz pompasinin aktivasyonu, d)
sarkoplazmik retikulum Ca™*-ATPaz pompasinin aktivasyonu, €) inozitol trifosfat
reseptoriiniin  inhibisyonu ve f) inozitol trifosfat olusumunun inhibisyonu
yolaklarinin biri veya birkaciyla gerceklestirilebilecegi bildirilmistir (58, 62, 63, 65).
Kasilma olayinda sistemin Ca*™ 'a duyarlilifin azaltilmasiyla ilgili mekanizma kesin
olarak bilinmemekle beraber, miyozin hafif zincir fosfataz (MLCP) aktivitesinin
stimiilasyonu, protein kinaz C aktivitesinin inhibisyonu ve/veya kiiciik bir heat
shock-related protein (HSP)'in fosforilasyonu araciligiyla gerceklestigi sanilmaktadir
(54, 57, 62).

NO'in gerek diiz kas gerekse baska dokulardaki etkilerini ortaya ¢ikarabilmek
icin sGC disinda baska enzimlerle de reaksiyona girdigi konusunda cok sayida
calisma mevcuttur (48, 51, 63, 65-68). NO'in adenozin difosfat ribozil transferaz
(ADPRT) enzimini aktive ederek cGMP'den bagimsiz bir mekanizmayla
vazodilatasyona sebep oldugu gosterilmistir (58). Ek olarak, cAMP ve cGMP
yolaklar1 arasinda capraz etkilesim (cross talk) oldugu bilinmektedir. Bu capraz
etkilesim i) birbirlerinin sentez ve yikimlarini etkilemek, ii) birbirlerinin protein
kinazlarm aktive etmek ve iii) protein kinaz aktivasyonu (PKA) aracilifiyla benzer
hedef proteinleri fosforile etmek seklinde olabilir (48). Kolon hiicrelerinde cGMP'nin
PKA'y1 aktive ederek CI” sekresyonunu diizenledigi gosterilmistir. Tavsan portal ven
myositlerinde de PKA'nin ¢apraz aktivasyonu bildirilmistir (62). Ayrica NO direk
olarak adenilat siklaz (AC) enzim aktivitesini diizenleyebilmektedir (69). Bu yolagin,
NO'in beyindeki ve kalpte ritmisite iizerindeki etkilerine aracilik ettigi gosterilmistir
(69). NO'in hiicre biiyiimesi ve fonksiyonunun kontrolii, hiicre proliferasyon ve
diferansiasyonu, apopitozis, trombosit agregasyonu, ve immiin sistem {izerine olan
etkilerini I-KB/NF-KB yolagi, Janus-STAT kaskadi veya mitojen-aktive protein
(MAP) kinazlar, baz1 iyon kanallari, p21 gibi G proteinleri, protein tirozin kinazlar,
protein tirozin fosfatazlar, kaspazlar ve AP-1, c-Jun gibi transkripsiyon faktorlerini
iceren pek cok yolagi kullanarak ortaya ¢ikardigi yoniinde bilgiler mevcuttur (51, 58,
63).

2.1.5.5. Nitrik Oksit, Immiinite ve inflamasyon

NO'in immiin sistem iizerine etkileri yaygin olarak incelenmistir. Giiniimiizde
aktif makrofajlarin fazla miktarda NOS eksprese ettikleri ve NO iirettikleri
bilinmektedir. Makrofajlarda iNOS ekspresyonunu indiikleyen sitokinlerin baginda
IL-1, IFN-y, TNF-a ve migrasyon inhibitor faktor gelmektedir (44, 48, 57). Uretilen
NO, makrofajlarin intraselliiler ve ekstraselliiler patojenleri 6ldiirme fonksiyonuna
katkida bulunur. Bununla beraber, sitotoksik etkili olan esas molekiil olasilikla NO
degil, onun oksijen radikali (0,) ile etkilesimi sonucu meydana gelen peroksinitrit
(ONOO)“ tir (44).

Fazla miktarda salinan NO'in deneysel olarak, graft-versus-host hastalifi ve
romatoid artrit gibi hastaliklara sebep oldugu gosterilmistir (70). Bu nedenle
organizmada iNOS ekspresyonu ¢ok dar sinirlar iginde sabit tutulmaktadir. IL-4, IL-
10, ve transforming growth factor-B'y1 (TGF- ) kapsayan bir sitokin grubu,
makrofajlarda NOS'in indiiksiyonunu bu yonde diizenleyebilir (44). NO'in kendisi de
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feedback inhibisyonuyla NOS aktivitesini azaltabilir ve Thl hiicrelerinden IFN-y
tiretimini inhibe edebilir (57). iNOS ekspresyonu sadece makrofaj biyolojisinde
degil, bir grup hiicrenin inflamasyon ve enfeksiyona verdigi cevapta da cok
onemlidir. Sinovyal fibroblastlardan NO {iretiminin, 6zellikle stafilokokkus aureus
artritinde sinovyal savunmada 6nemli oldugu bilinmektedir. Psoriazis ve inflamatuar
dermatozlarda lokal NO sentezinin diizenlenmesinde iNOS'un 6nemli rolii vardir
(70). Ayrica septik sokta myokard depresyonu, hipotansiyon, mikrovaskiiler kan
akimi bozukluklar1 ve sitotoksisiteden iNOS aktivasyonu sonucu salinan NO'in
sorumlu oldugu bilinmektedir (57, 61, 70).

2.1.5.6. Nitrik Oksit ve Ureme Sistemi

Corpus cavernozum ve penisi besleyen kan damarlarin1 innerve eden néral
liflerde NOS enzimi mevcuttur ve NO penis ereksiyonuna aracilik eder (48).
Penisteki sinir uglar1 ve/veya damar endotelinde NO'in yetersiz iiretiminin bozulmusg
ereksiyon veya empotansa sebep oldugu bilinmektedir. Kimyasal yapisi sildenafil
sitrat olan viagra isimli ilacin izole insan corpus cavernozumu iizerinde herhangi bir
gevsetici etkisi olmamasima ragmen, corpus cavernozumda cGMP'nin yikimindan
sorumlu enzim olan PDES5'1 inhibe ederek NO'in diiz kas1 gevsetici etkisini arttirdigi
bilinmektedir (48, 59, 70). Insan spermatozoa hiicrelerinde de eNOS ve nNOS
enzimleri mevcuttur (70).

Gebelikte NO; plasenta, desidua ve myometriumda sentezlenmektedir. NO’in
potansiyel rollerinden bazisi; implantasyon Oncesi ve gebelikte uteroplasental ve
sistemik sirkiilasyonda vazodilatasyon, menstruasyonda trombosit aktivasyonunun
inhibisyonu ve gebelikte myometrial kontraktilitenin inhibisyonudur. Menstruasyon
esnasinda asir1 NO iiretimi menorajiye neden olmaktadir. Gebelikte NO {iretiminin
inhibisyonu intrauterin gelisme geriligine yol agabilir (71). Uterusta NO, progesteron
ile birlikte uterus kontraktilitesini inhibe etmektedir (9).

Gebeligin sonuna dogru uterus ve plasentada NO iiretiminin azaldig,
servikste ise arttigi ve metalloenzimlerin aktivasyonu ile servikal olgunlagsmayi
uyardigi bildirilmistir  (72).

NO uteroplasental perfiizyonda, dokularda vaskiiler tonus veya rezistansin
diizenlenmesinde onemli rol oynar. NO, endotel hiicrelerden salgilanan potent bir
vazodilatatordiir. Keza trombosit agregasyonunu ve vaskiiler endotelyal yiizeylere
adezyonunu Onler. Nitrik oksit sentaz (NOS) umbilikal ven endotelinde amniyon
epitelin ve Wharton jelindeki hiicrelerde de vardir (73). Dolasimda nitrit diizeyinin
azalmis olmasi preeklampsi olusmasina katkida bulunan faktorlerden biri olarak
goriilmektedir. Preeklampsi riski yiiksek olan kadinlarda diastolik kan akimi artist
icin NO donorlerinin kullanildig: bilinmektedir (74).

2.1.6. Gebelik ve Dogum Esnasinda Serviksin Kontrolii

Progesteron antagonistleri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda dogum olayinin
aktif dogumla takip edilen bir hazirlanma fazindan ibaret 2 kademeli bir olay oldugu
bildirilmistir. Dogumun bu 2 fazinin uterus ve serviks iizerinde endokrin, sinir ve
immiinokontrol mekanizmalarinin etkilesimi dahil cesitli sistemlerle koordineli
olarak diizenlendigi sanilmaktadir (4). Aktif dogum, kisadir ve bunda plasenta ve
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fetiistin disa verilmesi s0z konusudur. Keza, bu olanlar koordineli uterus
kontraksiyonlariyla baglar. Hazirlik fazi oldukca uzundur. Hazirlik kademesinin
baslangict dogum olayinin baglamasi olarak kabul edilir (Sekil 2.4.) (16, 40, 75).

Hazirhik fazinda uterusun kontraktil fonksiyonu baskilanir, ciinkii serviks
sikica kapali olmalidir. Uterusun gebelik siiresince dinlenme halinde olmasi fetiisiin
normal gelismesi icin gereklidir. Progesteronun uterusun dinlenme hali {izerinde tam
bir kontrolii oldugu sanilir. Bunuda; miyometriyumdaki bir¢ok geni baskilayarak,
nitrik oksit sisteminin de dahil oldugu relaksiyon mekanizmalarin1 diizenleyerek,
keza proinflamatuvar sitokinlerin salgisin1 baskilayarak ve prostaglandinleri uygun
sekilde azaltarak yapar. Serviksin yumusamasimna neden olan hazithk fazi
uterusunkinden farkli zaman diliminde vuku bulur ve kismen bagimsiz
mekanizmalarla diizenlenir. Serviksteki olaya bag dokusu kompozisyonundaki
degisiklikler ve inflamatuvar hiicrelerin gocii dahildir (76). Serviksteki hazirlik
degisiklerine benzer olaylarin fetal membranlarda da ortaya ¢ikmasi muhtemeldir
(Sekil 2.4.)(4, 6). Hazirlik kademesinde bazi1 noktalarda bu olay irreversibldir ve aktif
doguma neden olur. Bir defa aktif dogum baslandiginda geri doniisiim olmaz.

| Major changes | | Successful labour
1 Coupling t Conductivity
Uterus Tionchamnsts || 1 Sty | Oeitorcement
— 37 weaks to term —
T Inflammatory
Cervix response  |+|  fRipening | Dilatation
1 Collagenolysis
— 25 weeks to term —|
Fetal 1 ECM +| 1 Tissue integrity |-» Rupture
membranes < degradation
— 25 weeks to term —
Steps [initiation |+]  Conditioning (preparation) | [  Active labour |
Sekil 2.4. Dogum sirasinda, uterus (miyometriyum), serviks ve fetal membranlarin fazlarinin

durumu @)

2.1.6.1. Serviksin Hazirlanmasi

Servikal olgunlasma uterus kontraksiyonlarindan bagimsiz olarak ortaya
cikan inflamatuvar olaya benziyen aktif bir biyokimyasal olaydir. Bu olayda
inflamatuvar olaylarin hemen hemen hepsi aktif durumdadir; proinflamatuvar
sitokinlerin salgilanmasi, beyaz kan hiicerelerinin infiltrasyonu, yikici enzimlerin
salgilanmas1 ve aktivasyonu (matriks metalloprotainazlar), ekstraselliller matriks
proteinlerinin ve glikoproteinlerin degisen sentezi, kollajen doniisiimiindeki artis,
sikica diizenlenmis kollajen liflerin bozulmasi, dekorin/kollajen oraniin degismesi,
hyaluronana bagli ekstraselliiler siv1 artis1 gibi (6). Cesitli humoral ajanlar 6rnegin
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progesteron, relaksin, prostaglandinler ve proinfalamatuvar sitokinlerle, NO gibi
lokal mediyatorler dahil servikal olgunlagmayla ilgilidir (26). Ancak servikal
yumusama esnasinda ekstraselliiler matriksin yeniden diizenlenmesinden sorumlu
biyokimyasal mekanizmalar heniiz yeterince anlasilmis degildir (77, 78).

Steroid Hormonlar

Progesteronun servikal olgunlagmanin tiimiinii kontrol altinda tuttugu sanilir.
Antiprogestinlerin, arastirilan  biitiin  spesieslerde  servikal olgunlagmanin
indiikklenmesinde etkili ajanlar olduklar1 bilinmektedir. Sicanda yapilan son
caligmalar, servikal olgunlagsmanin kandaki progesteron konsantrasyonunun spontan
olarak diismesinden 6nce bagladiginmi gostermektedir. Bu da servikal olgunlagmanin
progesterondan bagimsiz bir mekanizmanin kontrol ettigini gosterir (5).

Prostaglandinler

Prostaglandinler, o6zellikle PGE,, uzun zamandir servikal olgunlagsmanin
anahtar mediyatorleri olarak diisiiniiliir (79). Lokal uygulanan prostaglandinlerin
servikal degisiklikleri indiikledigi, endojen prostaglandinlerin de servikal
olgunlagmayla ilgili oldugunu bildiren pek ¢ok deneysel ve klinik ¢alisma vardir.
Fizyolojik servikal olgunlagsma uterus kontraksiyonlarindan bagimsiz olarak, 6rnegin
aktif dogumdan ve prostaglandin artisindan once ortaya ¢ikar. Sicanda ve kobayda
yapilan caligmalar normal gebelikte serviksin dogumun baslamasindan uzun siire
Once yumusamaya basladigimi gostermistir (5). Lokal mediyatorler servikal
olgunlasmada prostaglandinlerden daha onemli olabilir. Ornegin son calismalarda
pek cok inflamatuvar olayda NO ile COX arasinda bir etkilesimin oldugu, NO ile
stimule edilen COX-II'nin inflamasyonda prostaglandin sentezini arttirdig
gosterilmistir (80). Bundan bagka NOS inhibitorlerinin akut ve kronik inflamasyon
modelinde PGE, iiretimini baskiladigi bildirilmistir (81). Bu nedenle, COX-II’nin
NO ile regulasyonunu, inflamatuvar cevabin artisindan sorumlu olabilecek yeni bir
mekanizmay1 temsil ettigine inanilmaktadir. Bu mekanizmanin olgunlagsma olay1
esnasinda servikste gorev almast muhtemeldir.

Sitokinler

Inflamatuvar sitokinlerin, orn; IL-1 ve IL-8’in servikal olgunlagmadaki
rollerinin 6nemli oldugu bilinmektedir (82). Servikste ve uterusta sitokin iiretiminin
progesteron tarafindan diizenlendigi sanilir. Progesteron in vitro insan koryodesidual
hiicrelerinde IL-8 salgisin1 stimule eder. Bu nedenle progesteron servikste ve
desiduada bir immunosupressor gibi davranabilmekte ise de aksine antiprogestin
uygulandiginda sitokin ve lokotriyen akisim keza notrofil gogiinii aktive
edebilmektedir. Gergekte de sitokin akisina cevap olarak servikse infiltre olan
notrofil ve makrofajlar, ekstraselliiler matriks proteinlerini sindirebilen iyi bilinen
metalloproteinazlarin kaynagidir. Bu yiizden bu enzimlerin servikal olgunlasmada
dokularin yeniden yapilanmasinda bir anahtar rolii oynamalar1 kuvvetle muhtemeldir
(83).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Servikal Olgunlasma Modelinin Olusturulmasi

Arastirmada deneye girmemis ve ciftlesmemis ortalama agirliklart 250-300g
olan Rattus norvegicus tiirii ortalama 90 giinliik toplam 162 sican (108 disi, 54 erkek)
kullanildi. Calismada kullanilan sicanlarin gelisim yaslarina gore dagilimi Tablo 1a
ve b’de Ozetlenmistir. Deneyde kullanilan hayvanlar A. U. Deney Hayvanlari
Laboratuari’ndan temin edildi. Arastirmayla ilgili A. U. Hayvan Kullanim ve Bakim
Kurulu’nun bilimsel etik onayr daha 6nce alinmisti. Hayvanlar normal yem ve
musluk suyu ile beslendi. Eslestirilmek iizere disi/erkek orani 2/1 olacak sekilde
kafeslerde 1 gece birakildi. Ertesi sabah disi sicanlara vajinal simir yapildi ve sperm
pozitif olanlar gebeligin sifirinci giiniinde kabul edildi. Disi sicanlardan; Ostrusta,
gebeligin 18, 20, 21 ve dogum sonrast1 sifirinci (PPO) giinlerde olmak iizere 5 kontrol
ve gebeliginl8, 20, 21 ve PPO. giinlerde olmak iizere 4 deney grubu olusturuldu.
Ostrus hayvanlari vajinal simirle belirlendi. Her grupta 12 disi hayvan vardu.

Deney grubunu olusturan hayvanlara oral yolla ve gavajla giinde
50mg/giin/sican olmak iizere 5 giin siireyle bir NOS inhibit6rii olan L-NAME verildi
(35). Kontrol ve deney hayvanlari eter ile anestezi edildi ve serviksten doku drnekleri
alindi.

Deney protokolii, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Bakim ve Kullamim Komitesi tarafindan Helsinki protokoliine uygun olarak 07-
06/04 numara ile onaylanmistir.

3.2. Doku Temini ve Hazirlanmasi

Kontrol grubundaki hayvanlar 6strus, gebeligin 18, 20, 21 ve PPO. giinlerde,
deney grubundaki hayvanlar gebeligin 18, 20, 21 ve PPO. giinlerde eter ile anestezi
edildi ve her hayvanin karin 6n duvar acilarak uterus boynuzu altinda uzanan serviks
kismindan 151k ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) igin, ayrica nitrit/nitrat
Olctimleri i¢in doku homojenati hazirlanmasinda kullanilmak {izere doku ornekleri
alindi. Isik mikroskobu icin alinan doku Ornekleri Holland fiksatifinde (1000ml
distile suda; %40’lik 100ml formaldehit + Sml galsiyal asetik asit + 40g pikrik asit +
2,5g bakir asetat) 4-12 saat tesbit edildi. TEM icin alinan orneklerde %4’liik
gluteraldehitte prefiksasyon ve %1’lik OsOy4’te postfiksasyon icin birakildi. Doku
homojenat1 icin toplanan doku Ornekleri de laboratuvara gonderilmek iizere buz
tizerine alindi.

3.3. Isik Mikroskobu Calismasi

Kontrol ve deney hayvanlarindan 1sik mikroskobu i¢in toplanan serviks
dokusu ornekleri fiksasyondan sonra 6-7 saat akar musluk suyunda yikand1 ve sira ile
%70, %80, %90 ve %100'lik alkol serilerinde birer giin tutularak dehidrasyon
islemlerinden gecirildi. Ardindan ksilol i¢inde 3 kez 5 - 7’ser dakika seffaflastirildi
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ve 58°C’ye ayarl etiivde bulunan erimis parafine konuldu. 3 defa 1'er saatlik parafin
banyosunda tutulduktan sonra etiiv disinda temiz erimis parafine gomiilerek
bloklandi. Parafin bloklardan 5-7 um kalinliginda seri kesitler alindi. Kesitlerden
bazis1 151k mikroskobu oryantasyonu i¢in hematoksilen-eozin ile boyand1 bir kismi
da immunohistokimyasal boyamalarda kullanildi.

3.4. Immiinohistokimyasal Protokol

iNOS ve CD45 immiinboyanmasi igin, kontrol ve deney hayvanlarina ait
parafin kesitlerden bazis1 Poli-L-Lizin kapl lamlar iizerine alinarak bir gece 56°C’lik
etiivde bekletildi. Deparafinasyon i¢in 2 kere 10’ar dakika ksilollerde tutuldu ve her
birinde 5’er dakika olmak iizere %100, %90, %80 ve %70’lik alkol serilerinden
gecirilerek suya indirildi. Sonra, distile suda calkaland1 ve fosfat tamponunda (PBS,
Ph: 7.2 -7.4) ii¢ kere beser dakika yikandi. Kesitler, antijenik maskenin giderilmesi
icin 0,2 M borik asit tamponuna (pH:7.0) konularak 60 derecelik etiivde bir gece
bekletildi ve etiiv disinda 20 dakika sogumaya birakildi.

Bunu takiben cevresi hidrofobik kalemle cizilen kesitler, distile sudan ve PBS
'den gecirildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi icin kesitler %3'liikk
hidrojen peroksit (H,0,) ile 20 dakika inkiibe edildi. Distile suda calkalanip PBS 'de
yikanan kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan immunogloblulin
baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama serumu (LabVision UVBlock) ile 5
dakika muamele edildi serumun fazlasi alindi ve bu Kkesitlerden bazisi, tavsan
poliklonal anti-iNOS (Santa Cruz Biotechnology, Inc., SC-651, Rabbit Anti-Rat,
USA) primer antikoru ile, bir kismi da fare monoklonal CD-45 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., SC-1178, Mouse Anti-Rat, USA) primer antikoru ile oda
sicaklifinda gece boyu inkiibe edildi. Kesitler inkiibasyon sonunda PBS ile 3 defa
S'er dakika yikandi. Bunu takiben kesitler, iNOS antikoru i¢in biyotinli anti-rabbit
sekonder antikorunda (Vector Lab., Inc., BA-1000, Goat, Burlingame), CD45
antikoru i¢in de biyotinli anti-mouse sekonder antikorunda (Vector Lab., Inc., BA-
9200, Goat, Burlingame) 45’ser dakika inkiibasyona birakildi. Kesitler inkiibasyon
sonunda PBS ile 3 defa 5'er dakika yikandi. Streptavidin-HRP (Dako, LSAB System-
HRP, K0690, USA) ile 45 dakikalik son inkiibasyon sonrasinda tekrar PBS ile 3 defa
5’er dakika yikandi. Ardindan sinyali gelistirmek icin kesitler 3' Diamino benzidin
(DAB) kromojeni (DAB+Substrate buffer, K3468, Dako, USA) ile isleme tutuldu ve
musluk suyunda yikandi. Kesitler Mayer'in Hematoksilen'inde 10 saniye zit boyama
yapildiktan sonra alkol serilerinden gecirilerek ksilole getirildi ve 10 dakika ksilolde
bekletildikten sonra entellan ile kapatildi. Boyanmis kesitler Zeiss Axioplan
(Almanya) 151k mikroskobunda degerlendirildi ve fotograflandirildi. Bu sekilde; a)
iNOS antikoru ile boyanan kesitlerde iNOS immunboyanmasinin dokulardaki
dagilimina ve yogunluguna bakildi. b) Genel 16kosit belirteci olan CD45 antikoru ile
boyanan kesitler de CD45 pozitif hiicre (l16kosit) yogunlugu HSCORE
degerlendirlimesi i¢in kullanildi.

3.5. TEM Protokolii

TEM calismasi i¢in toplanan kontrol ve deney grubuna ait servikal doku
ornekleri pre ve post fiksasyon sonrasinda %6,5’luk sakkaroz ¢ozeltisinde yikandi ve
dehidrate edildi. Dehidratasyonu takiben %]1°lik wuranil asetat ile dokular
kontrastlandi. Daha sonra %100’liige kadar artan alkol serilerinden ve propilen
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oksitten geg¢irildi. Bunu takiben esit hacimlerde hazirlanan propilen oksit-araldit
(Araldit CY212, DDSA, BDMA) karisiminda dokular oda sicakliginda ve rotatorda 1
gece, bunu takiben araldit solusyonunda ve rotatorda 4 saat birakildi. Daha sonra
araldite alinan dokular polimerizasyon icin 60°C’lik etiivde 48 saat birakildi.
Ultramikrotom (Leica Ultracut UCT) ile araldit bloklardan kalin kesitlerle belirlenen
bolgelerden bakir gridler iizerine alinan ince kesitler uranil asetat ve kursun sitratla
kontrastlanarak transmisyon elektron mikroskopunda (TEM LEO 906E, Zeiss
Oberkochen, Germany) incelenmeye hazirlandi. Bu sekilde serviks yapisindaki ince
yapt degisiklikleri hiicre ve doku kollajeni diizeyinde degerlendirildi ve
fotograflandirilda.

3.6. Nitrit/Nitrat Olciim Protokolii

3.6.1. Nitrojen Metabolitlerinin Miktarimin Belirlenmesi
Nitrojen metabolitlerinin (Nitrit/Nitrat) dl¢iimleri ticari bir kit (Cat. #780001.
Cayman Chemical Ann Arbor, MI) ile yapildu.

3.6.2. Prensip

NO metabolizmasinin in vivo son {iiriinleri nitrit (NO,") ve nitrat (NO3")’ dir.
NO; ve NOs;’m oran1 degiskendir ve ayr1 ayr kesin olarak gosterilemeyebilir. Bu
nedenle total NO iiretiminin en iyi gostergesi NO, ve NOs;”’in her ikisinin
toplaminin belirlenmesidir. Bu amagla Oncelikle numunedeki tiim nitratlar nitrat
rediiktaz ile nitrite doniisiir ve nitrit Griess I reaktifindeki siilfanilamidi diazotize
eder. Olusan siilfanilamid- diazonium tuzu Griess II reaktifindeki naftiletilendiaminle
reaksiyona girerek spektrofotometrik olarak olgiilebilen koyu mor renkli kromofor
olusturur. Bu bilesiklerin 540 nm’de verdigi absorbans araciligi ile total nitrit-nitrat
tayini yapilir.

3.6.3. islemler

Dondurulmus halde bulunan doku érnekleri pH’s1 7.4 olan PBS tamponunda,
buz iizerinde homojenize edilmis (PRO 200 Homogenizater, PRO Scientific
Inc.,Connecticut, USA ) ve 4 c%de 10.000 g’de 20 dakika santrifiij edilerek
siipernatan1 ayrildi. Alian siipernatanlar 10.000 kDa molekiiler agirliga gecirgen
ultrafiltreler iceren ependorflar kullamlarak  100.000 g’de 30 dakika
ultrasantrifiigasyon yapildi. Olciim icin filtre edilen 6rneklerden 80 pl alindi ve
tizerine 10 pl enzim-kofaktor karnisimi (flavin adenin diniikleotid, rediikte
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) ve 10 pl nitrat rediiktaz enzim karisimindan
eklenerek oda 1s1sinda 3 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda her bir
numune iizerine once 50 ul Griess I reaktifinden (fosforik asit, sulfanilamid igeren)
hemen sonra Griess II reaktifinden (naftil etilendiamin igeren) eklendi ve oda 1s1sinda
10 dakika inkiibe edildikten sonra 540 nm’de plate reader kullanarak absorbans
okumasi yapildi.

3.6.4. Total Nitrit/Nitrat Miktarlarinin Hesaplanmasi

Kit igerisinde bulunan nitrat standardi aynen numune gibi ¢alisilarak standart
grafigi olusturuldu ve dokulardaki nitrit/nitrat miktarlar1 bu grafikler yardimiyla
hesaplandiktan sonra uM olarak ifade edildi.
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Bu sekilde serviks dokusu homojenatlarinda nitrit/nitrat dl¢timleri ile elde
edilen doku NOS aktivitesi degerleri her calisma grubunda ayr1 ayri incelendi ve
degerlendirildi (84, 85).

3.7. istatiksel Analiz

3.7.1. Semikantitatif Degerlendirme

1. iNOS antikoru ile boyanmis serviks kesitlerinde immunoreaktif alanlarin boyanma
yogunluklan +: zayif pozitif; + +: orta; + + +: kuvvetli pozitif; + + + +: ¢cok kuvvetli
pozitif olarak degerlendirildi.

2. CD45 antikoru ile boyanmis serviks kesitlerinde uygun biiyiitmelerde (X400)
yapilan CD45 pozitif hiicre sayimlarina uygulanan Mann-Whitney U testi ile de
CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE degerlerine bakildi.

3.7.2. Nitrit/Nitrat Ol¢iimlerini Degerlendirme

1. L-NAME uygulanan ve kontrol gruplar arasindaki farkin analizinde iki yonlii
varyans analizi ve Bonferroni-t testi,

2. Ostrus grubu ile L-NAME ve kontrol gruplari arasindaki farkin analizi igin tek
yonlii varyans analizi ve Dunn’s testi kullanildi.
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BULGULAR

Bu aragtirmada, 1) kontrol grubunda ostrusta ve gebeligin 18, 20, 21 ve
dogum sonrast sifirmmc1 (PPO) giinlerinde, 2) L-NAME verilen deney grubunda
gebeligin 18, 20, 21 ve PPO. giinlerinde si¢an serviksinin olgunlagmasinda ve dogum
olayinda iNOS’un rolii ve onemi belirlenmeye calisildi. Bunun icin Ostrusta ve
gebeligin farkli evrelerinde olan si¢an serviksinde;

1. Isik mikroskopik diizeyde; a. iNOS antikoru ile iNOS un doku ve hiicrelerdeki
boyanma siddetine ve dagilimlarina, b. CD45 genel 16kosit belirteci ile de CD45
pozitif hiicre (16kosit) yogunlugu HSCORE degerlerine bakildi.

2. Servikal doku homojenatlarinda NO’nun stabil metabolitleri olan nitrit/nitrat
Olctimleri yapilarak doku NOS aktivitesi diizeyleri belirlendi.

3. Elektron mikroskopik diizeyde, serviks dokusunda hiicresel ve lifsel elemanlarin
yapisal degisiklikleri incelendi.

4.1. Kontrol Grubunun Sican Serviksi

4.1.1. Kontrol Grubunun Sican Serviksine Genel Bakis: Hematoksilen —Eozin
Boyamasi

Hematoksilen-Eozin (HXE) ile boyanmis kontrol sigani serviks dokularina
151k mikroskopu diizeyinde genel olarak bakildiginda; Ostrus sicani serviksinde
liimen epitelinin yer yer tek kath ya da ¢ok katl epitelden olustugu gozlendi. Lamina
propriya kollajen liflerden ibaret siki bag dokusu goriiniimiindeydi. Duvarin enine ve
boyuna kas tabakalarini distan tunika seroza tabakasi kusatmisti (S.4.1a). Gebeligin
18.giinlinde serviksin yapis1 Ostrus serviksi yapisina benzemekteydi. 20. ve 21.
gebelik giinlerinde lamina propriya bag dokusunda yer yer agilmalar vardi. Bu kiiciik
acik bolgeler 6dem olarak degerlendirildi ve servikal olgunlagsmanin son devresinde
oldugunun isareti olarak algilandi. Kas hiicreleri arasinda da kismen ayrilmalar vardi.
Gebeligin 20, 21 ve PPO. giinlerinde sabit bag dokusu hiicreleri arasinda lokosit
benzeri hiicreler de goriildii (S.4.1b).
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Sekil 4.1a,b. Ostrus evresinde (a) ve gebeligin 21. giiniinde (b) hematoksilen-eozin ile boyanmis
sican  serviksinin 151k mikrograflar1. Epitel (E), lamina propriya (LP), servikal diiz
kas (SK), kan damari (yildiz), lamina propriya (LP). Objektif Biiyiitmesi (O.B): a.
X205 b. X20.

4.1.2. Kontrol Grubunun Sican Serviksinde Immiinohisyokimyasal ve Elektron
Mikroskopik Bulgular

4.1.2.1. Ostrus Sicam Serviksi

Serviks liimeni 151k mikroskopik diizeyde ¢ok katli yassi epitel tabakasi ile
ortiilmisti. Miyometriyumda diiz kas hiicreleri diizensiz demetler halinde
organizeydi. Bu devrede iNOS immiinboyanmasi liimen epitelinde ve servikal diiz
kasta kuvvetli siddette pozitifti. Damar endoteli iNOS antikoru ile orta siddette
boyanirken, damar diiz kasinda immiinboyanma kuvvetli siddette olmak iizere biraz
daha yiiksekti. Fibroblast benzeri hiicrelerde de orta siddette iNOS immiinboyanmasi
vardi (S.4.2a,b; S.4.4a; C.4.1). Nitrit/nitrat 6l¢iim degeri, normal gebeligin 20.giinii
disinda, calisilan gruplar arasinda en yiiksekti ($.4.30; C.4.3). Genelde CD45 pozitif
hiicreler de normal yogunlukta goriildiiler. Bu devrede CD45 pozitif hiicre
yogunlugu HSCORE degeri de gebeligin 18. giinii disinda diger giinlere gore
oldukca dusiiktii (P<0.05) (S.4.3a,b; $.4.4b; C.4.4)

Stromal yapida ve miyometriyumda kompakt diizenlenmis kollajen ag catisi
elektron mikroskopuyla da belirlendi. Ultra ince kesitlerde lamina propriya yogun
paketlenmis kollajen liflerden yapilmisti. Kollajen lifler arasinda cok az esas madde
vardi. Fibroblastlar ¢cok sik gozlenen hiicre tipiydi. Bunlarin ¢ogu uzun niikleuslu,
sitoplazmik uzantili ve az sitoplazmali immatiir tiplerdi. Birka¢ kaba endoplazmik
retikulum profili ve Golgi bulunmaktaydi. Diiz kas hiicreleri sitoplazmik
filamentlerden ve karakteristik mikropinositik vezikiillerden zengindi (Sekil 4.5a,b).
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Sekil 4.2a,b. Ostrus sicam serviksinin iNOS immiinboyanmasi 151k mikrograflari. iNOS epitelde
(E), servikal (SK) ve damar (DK) diiz kasinda kuvvetli pozitiftir. Stroma (S) OB: a.
X20; b. X40

Sekil 4.3a,b. Ostrus sican1 serviksinde CD45 pozitif hiicre (I6kosit) yogunlugunu gosteren 151k
mikrograflari. Epitel (E), servikal bez (SB), servikal diiz kas (SK), kan damar1 (KD),
stroma (S), CD45 pozitif 16kositler (ok basi). O.B: a. X20; b.X40.

Sekil 4.4a,b. Immiinohistokimyasal boyamalara ait negatif kontroller. a. Ostrus sican1 serviksine
ait iNOS antikoru negatif kontrolii. b. 20 giinliik gebe sican serviksine ait CD45
genel 16kosit antikoru negatif kontrolii. OB. a,b X40
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Sekil 4.5a,b. Ostrus devresinde sican serviksinin TEM mikrograflari. a. Fibroblast hiicreleri (F)
ve uzantilari. b. Fibroblast (F), diiz kas hiicresi (KH). Kollajen demetler (KD),
graniilli. endoplazmik retikulum (GER), niikleus (N). a. X6000, b. X7750.

4.1.2.2. Gebeligin 18. giinii

Gebeligin 18.giiniinde servikal yap1 151k mikroskopik diizeyde Ostrus serviksi
yapisina benzerdi. iNOS immiinboyanma siddetinin Ostrusa gore biraz diistiigii
goriildi. Liimen epiteli ve servikal diiz kasta orta siddette bir iNOS
immiinboyanmasi vardi. Damar endoteli ve damar diiz kasinda, keza 16kosit benzeri
hiicrelerde de iNOS boyanmasi orta siddetteydi. Yalniz fibroblast benzeri hiicrelerde
iNOS boyanmasi zayif siddette olup, Ostrusa gore biraz diismiistii (S.4.6a,b; C.4.1).
Bu devrede nitrit/nitrat 6l¢iim degerinde Ostrusa gore istatistiki yonden 6nemsiz de
olsa bir diisme vardi (S.4.30; C.4.3). Genelde CD45 pozitif hiicreler ostrustakine
benzer sekilde normal yogunlukta goriildiiller. CD45 pozitif hiicre yogunlugu
HSCORE degeri de ostrustakine benzerdi (P<0.05) (S.4.7a,b; C.4.4).

TEM diizeyinde, servikal yapi Ostrus serviksi yapisina benzerdi. Yogun
kollajen catisinda, servikal olgunlagsmanin baslangic oOzelliklerini tasiyan bazi
degisiklikler gozlendi. Protein sentezi icin uygun olan organeller iceren aktif
fibroblastlar keza bazi serbest hiicreler vardi. Miyometriyumda kollajen demetler diiz
kas hiicreleri cevresinde uniform sekilde uzanmaktaydi (S 4.8a-c).

\*! ot
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Sekll 4. 6a,b Gebehgm 18 gununde su;an serviksinin iNOS 1mmunboyanmas1 1$1k m1krograf1ar1
iNOS immiinboyanmasi epitelde (E), servikal diiz kasta (SK) ve damar duvarinda
(DD) orta siddette pozitiftir. Lokosit benzeri hiicre (ok basi), stroma (S). O.B:
a.X20; b.X40.
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Sekil 4.7a,b. Gebeligin 18. giiniinde sigan serviksinde CD45 pozitif hiicre (16kosit) yogunlugunu
gosteren 151k mikrograflari. Epitel (E), servikal bez (SB), servikal diiz kas (SK), kan
damari (KD), stroma (S), CD45 pozitif 16kositler (ok bas1). O.B: a. X20; b.X40.

Sekil 4.8a,b. Kontrol grubunda, 18 giinlik gebe sican serviksinin TEM mikrograflari. a.
Fibroblast (F) ve diiz kas (KH) hiicreleri. b. Eozinofil hiicre (EH) ve graniilleri (G),
damar endoteli (D), graniillii endoplazmik retikulum (GER). Kollajen demetler
(KD), stromada kollajenin sindirildigine isaret eden bazi kiiciik alanlar (yildiz),
niikleus (N), niikleolus (NL). a. X3597 , b. X4646.

4.1.2.3. Gebeligin 20. giinii

Bu devrede servikste 151k mikroskopik diizeyde olgunlagmaya isaret eden bazi
degisiklikler vardi. Amorf esas madde artisin1 gosteren ddeme benzer bazi yapilar
gozlendi. Kollajen demetlerin muhtemelen c¢oziilmesiyle ilgili oldugu diisiiniilen bu
olay stromal serbest ve sabit hiicrelerin aktivite gdstermesiyle iligkilendirildi.

iNOS immiinboyanma siddeti Ostrustaki diizeyinde goriildii. Liimen
epitelinde ve servikal diiz kasta kuvvetli siddette iNOS immiinboyanmasi vardi.
Damar endoteli orta siddette, damar diiz kasi kuvvetli olarak iNOS antikoru ile
boyanmisti. Lokosit benzeri hiicrelerde de iNOS immiinboyanmasi kuvvetli siddetle
pozitifti. Fibroblast benzeri hiicreler ilk defa 20. giinde iNOS antikoru ile kuvvetli
pozitif boyanmisti ($.4.9a,b; C.4.1). 20. giinde nitrit/nitrat 6l¢ciim degeri normal
gebeligin diger devrelerine gore daha yiiksekti. Bu deger, Ostrusun nitrit/nitrat 6l¢ctiim
degerinden de yiiksek olmakla beraber aralarindaki fark onemli degildi (S.4.30;
C.4.3). Genelde CD45 pozitif hiicrelerde Ostrusa gore goriiniiste bir artis vardi.
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CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE degeri de ostrusa gore daha yiiksekti
(P<0.05) (S.4.10a,b; C.4.4).

TEM diizeyinde fibroz bag dokusu komponentlerinin azaldigi goriildii. Amorf
esas madde artisin1 gosteren 6demler vardi. Kollajen demetlerin ¢oziilmesiyle ilgili
bu olay, serbest hiicre ve aktif fibroblast artisiyla iliskilendirildi. Kollajen demetlerde
fibriller arasi esas maddenin artigina isaret eden lifsel ayrilmalar kollajen
organizasyonunun ileri diizeyde bozulduguna isaret etmekteydi (S. 4.11a,b).

Sekil 4.9a-c. Gebeligin 20. giiniinde sican serviksinin iNOS immiinboyanmasi 151k mikrograflar:.
iNOS immiinboyanmasi epitelde (E), servikal (SK) ve damar (DK) diiz kasinda
kuvvetli siddette pozitiftir. Lokosit benzeri hiicre (ok bast), fibroblast benzeri hiicre
(ok), 6deme benzer yapi (yildiz), stroma (S). O.B: a. X20; b. X40; c. X40
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Sekil 4.10a,b.  Gebeligin 20. giiniinde sican serviksinde CD45 pozitif hiicre (16kosit) yogunlugunu

gosteren 151k mikrograflari. Epitel (E), servikal diiz kas (SK), kan damar1 (KD),
stroma (S), CD45 pozitif 16kositler (ok bast). O.B: a. X20; b.X40.

s

Sekil 4.11a,b.  Kontrol grubunda, 20 giinliikk gebe sigan serviksinin TEM mikrograflari. a.
Fibroblast (F) hiicresi. b. Fibroblast (F) hiicresi. Kollajenin sindirildigi 6deme benzer
acik alanlar (OD), demet diizeni bozulmus kollajen lifler (KL), graniillii
endoplazmik retikulum (GER), mitokondriyon (m), niikleus (N). a. X12930, b.
X10000.

4.1.2.4. Gebeligin 21. giinii

Gebeligin bu son giiniinde, 151k mikroskopik diizeyde stromal serbest ve sabit
hiicre yogunlugu gebeligin 20. giiniindekine benzer goriintiyordu. 20. giinde
fibroblast benzeri hiicrelerde kuvvetli pozitif olan iNOS immiinboyanmasi 21. giinde
zayif pozitifti. Ancak diger servikal doku ve hiicrelerdeki iNOS boyanma siddeti 20.
giindekine benzerdi. Liimen epiteli ve servikal diiz kas kuvvetli siddette iNOS
antikoruyla boyanmisti. Damar endoteli ve damar diiz kas1 iNOS ile kuvvetli siddette
immiinboyanmigti. Damar endotelinin iNOS boyanma siddeti 21. giinde normal
gebeligin diger devrelerine gore daha yiiksekti. Lokosit benzeri hiicrelerde de 20.
giindeki gibi iNOS boyanmas1 kuvvetli pozitifti ($.4.12a,b,c; C.4.1). Nitrit/nitrat
Olctim degeri, 21. giinde, 20. giine ve Ostrusa gore daha diisiiktii. Ancak aralarinda
istatistiki yonden onemli bir fark yoktu (S.4.30; T.4.3). Genelde CD45 pozitif
hiicrelerde Ostrus ve diger devrelere gore goriiniiste bir artis vardi. Gebeligin bu son
giiniinde CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE degeri strusa ve gebeligin diger
devrelerine gore daha yiiksekti (P<0.05) ($.4.13a,b; C.4.4).
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Bu devrede elektron mikroskopu diizeyinde lamina propriyada keza
miyometriyumda gézlenen ¢ogu ultra ince yapr degisiklikleri ekstraselliiler doku
kollajeninin yikimiyla iligkilendirildi. Kollajen fibriller bir diizen dahilinde degildi,
cOziilmiislerdi ve bolinmiislerdi. Kollajen lifler arasinda cogu agik araliklarla
goriildiigi gibi 6demler vardi. Aktif fibroblastlar belirgin niikleoluslar1 ve kaba
ER’lan ile dikkat cekmekteydi. Bu hiicreler, kaba ER’un siskin sisternalari, golgi
kompleksleri, mitokondriyonlari ve bazen de yogun boyanmis graniilleri ile
karakterize edilmislerdi. Makrofajlardaki fagositoz materyali ekstraselliiler kollajenin
heterofagositozla yikima ugratildigim gostermekteydi. Fibroblast ya da makrofaj
cevresindeki bazi agik alanlarin varligr kollajen fibril kaybinin olduguna baglandi.
Miyometriyumda diiz kas hiicrelerinde pinositik vezikiiller vardi (. 4.14a,b).

Sekil 4.12a-c.  Gebeligin 21. giiniinde si¢an serviksinin iNOS immiinboyanmast 151k mikrograflari.
iNOS immiinboyanmas: epitelde (E), servikal (SK) ve damar (DK) diiz kasinda
kuvvetli siddettedir. Lokosit benzeri hiicre (ok basi), fibroblast benzeri hiicre (ok),
stroma (S). O.B: a. X20; b. X40; c. X20.
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Sekil 4.13a,b.  Gebeligin 21. giiniinde sican serviksinde CD45 pozitif hiicre (16kosit) yogunlugunu
gosteren 151k mikrograflari. Servikal diiz kas (SK), kan damar1 (KD), stroma (S),
CD45 pozitif 16kositler (ok basi). O.B: a. X20; b.X40.

Sekil 4.14a,b.  Kontrol grubunda, 21 giinliikk gebe sican serviksinin TEM mikrograflari. a.
Fibroblast (F) hiicresi ve amorf esas madde artisina isaret eden bazi 6dem benzeri
acik alanlar (OD). b. Ekstraselliiler kollajenin yikima ugratildigi 6dem benzeri
alanlar (OD) ve fibroblast (F) hiicresi. Graniillii endoplazmik retikulum (GER),
mitokondriyon (m), dagilmis kollajen lifler (KL), lizozom (L), niikleus (N). a.
X6000, b. X7750.

4.1.2.5. Dogum Sonrasi Sifirinci (PPO) giin
Dogum sonrasi sifirinct giinde serviksin histolojik yapisinda 151k mikroskopik
diizeyde dogum Oncesine gore fark edilir bir degisiklik gozlenmedi.

iNOS antikoru ile yalmiz liimen epiteli ve servikal diiz kas 21. giindeki gibi
kuvvetli pozitif boyanmisti. Damar endotelinde zayif, damar diiz kasinda orta
siddette iINOS immiinboyanmas1 gozlendi. Lokosit ve fibroblast benzeri hiicresel
elemanlarda, 21. giine gore, iNOS boyanma siddetinde azalma vardi. Lokosit benzeri
hiicreler orta siddette, fibroblast benzeri hiicreler zayif siddette boyanmisti
(S.4.15a,b,c; C.4.1). Bu devrede nitrit/nitrat 6l¢ciim degeri Ostrusa ve 20. giine gore
biraz daha diisiik olmakla beraber aralarinda istatistiki olarak onemli bir fark
bulunmadi ($.4.30; C.4.3). PPO. giinde CD45 pozitif hiicre yogunlugunda 21. giine
gore goriiniiste bir artig vardi. CD45 hiicre yogunlugu HSCORE degeri Ostrus ve de
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gebelik giinlerine gore onemlilik diizeyinde daha yiiksekti (P<0.05) ($.4.16a,b;
C.4.4).

Kontrol grubunun si¢an serviksinde CD45 antikoru ile boyanmis pozitif hiicre
(16kosit) yogunlugu HSCORE degerlerine genel olarak bakildiginda CD45 pozitif
hiicre yogunlugunun ostrus ve gebeligin 18. giiniinde benzer oldugu ve PPO. giine
kadar da tedricen arttign goriilmektedir (P<0.05). Gebeligin 20, 21 ve PPO.
giinlerdeki CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE degerleri arasindaki farklarinda
istatistiki olarak anlamli oldugu goriilmektedir (P<0.05) (C.4.4)

Elektron mikroskopik diizeyde, lamina propriyada kollajenin ¢oziildiigiine ve
fibr6z bag dokusu komponentlerinde bir azalmanin olduguna isaret eden ddemler
gozlendi. Aynm1 durum miyometriyumdaki bag dokusunda da vardi. Bu devrede bazi
fibroblastlarin ve makrofajlarin halen aktif olduklar1 goriildii (S. 4.17a,b).

Sekil 4.15a-c.  Gebeligin dogum sonras: sifirinct (PPO) giiniinde sican serviksinin iNOS
immiinboyanmasi 151k mikrograflari. iNOS immiinboyanmasi epitelde (E), servikal
diiz kasta (SK) kuvvetli, damar diiz kasinda (DK) orta siddettedir. Lokosit benzeri
hiicre (ok basi), fibroblast benzeri hiicre (ok), stroma (S). O.B: a.X20; b. X40; c.
X40.



Sekil 4.16a,b.  Sican serviksinin dogum sonrasi sifirinct (PPO) giiniinde CD45 pozitif hiicre
(1okosit) yogunlugunu gosteren 151k mikrograflari. Epitel (E), servikal diiz kas (SK),
kan damar1 (KD), stroma (S), CD45 pozitif 16kositler (ok bas1). O.B: a. X20; b.X40.

Sekil 4.17a,b.  Kontrol grubunda, dogum sonrast sifirinct giinde (PPO) sigan serviksinin TEM
mikrograflari. a. Makrofaj hiicresi (MH) ve lizozomlar (L). b. Eozinofil hiicre (EH)
ve graniilleri (G). Daginik durumdaki kollajenler (KL) arasinda bazi 6deme benzer
acik alanlar (OD). mitokondriyon (m), niikleus (N), niikleolus (NL).a. X6000, b.
X6000.

Cizelge 4.1. Kontrol sican1 serviksinde Ostrusta ve gebeligin 18, 20, 21 ve dogum sonrasi sifirinct
(PPO) giinlerinde iNOS antikoru immiinboyanma yogunlugu.
+ : zayif pozitif; + + :orta; + + + : kuvvetli pozitif; + + + + : cok kuvvetli pozitif

Ostrus | 18. giin | 20. giin | 21. giin | PPO. giin
Liimen epiteli +++ ++ +++ +++ +++
Lokosit benzeri hiicre +++ ++ +++ +++ ++
Fibroblast benzeri hiicre | + + + ++ + + +
Damar endoteli ++ ++ ++ + 4+ +
Damar diiz kasi +++ ++ +++ +++ ++
Servikal diiz kas +++ ++ +++ +++ +++
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4.2. Deney Grubunun Sican Serviksi

4.2.1. Deney Grubunun Sican Serviksinde Immiinohistokimyasal ve Elektron
Mikroskopik Bulgular

4.2.1.1. Gebeligin 18. giinii

Gebeligin 18. giiniinde L-NAME verilen sigan serviksinin histolojik yapisi
151k mikroskopik diizeyde normal gebeligin 18.giiniindeki sican serviksine
benzemekteydi. Lamina propriyada normal gebeligin 18. giine gore fark edilir bir
degisiklik gozlenmedi.

iNOS antikoru ile limen epiteli ve servikal diiz kas boyanmasi normal gebe
serviksine gore oldukca diigmiistii ve zayif siddette pozitifti. Aym sekilde damar
endoteli, damar diiz kasi, 16kosit ve fibroblast benzeri hiicrelerde de zayif siddette
iNOS immiinboyanmasi vardi (S.4.4a; $.4.18a,b; C.4.2). Nitrit/nitrat 6l¢iim degeri de
normal gebeligin 18.giinline gore istatistiki olarak ©nemlilik diizeyinde diisiik
goriildi (P<0.05), ($.4.30; C.4.3). Genelde CD45 pozitif hiicre yogunlugu normal
gebeligin ayn giiniindeki goriiniise gore oldukca diisiiktii. Ayni sekilde CD45 pozitif
hiicre yogunlugu HSCORE degerinde de diisme vardi (P<0.05) (5.4.4b; S.4.19a,b;
C.4.4).

Elektron mikroskopi diizeyinde, yogun kollajen demetleri yapisinda 6nemli
bir degisiklik yoktu. Burada, baz1 fagositik 6zellikli makrofajlar ve aktif fibroblastlar
gozlendi (S.4.20a,b).

Sekil 4.18a,b. L-NAME verilen sican serviksinin gebeligin 18. giiniinde iNOS immiinboyanmasi
151k mikrograflari. iNOS immiinboyanmasi epitelde (E), lamina propriya (LP),
servikal (SK) ve damar (DK) diiz kasinda, I6kosit (ok bas1) ve fibroblast (ok) benzeri
hiicrelerde zayif siddette pozitiftir. Stroma (S). O.B: a. X20; b. X40.
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Sekil 4.19a,b. L-NAME verilen sican serviksinde gebeligin 18. giiniinde CD45 pozitif hiicre
(16kosit) yogunlugunu gosteren 1sik mikrograflari. Epitel (E), servikal diiz kas (SK),
kan damar1 (KD), stroma (S), CD45 pozitif 16kositler (ok basi). O.B: a. X20; b.X40.

Sekil 4.20a,b. Deney grubunda 18 giinlitk gebe si¢an serviksinin TEM mikrograflari. a. Kismen
diizenli kollajen demetler (KD) arasinda bulunan fibroblast (F) ve kas hiicresi (KH).
b. Kas hiicreleri (KH) ve kollajen diizeninin kismen bozuldugunun isareti olan 6dem
benzeri kiiciik alanlar (OD). Mitokondriyon (m), nitkleus (N). a. X2784, b. X6000.

4.2.1.2. Gebeligin 20. giinii

Bu devrede L-NAME verilen si¢can serviksi yapisi, 151k mikroskopik diizeyde
normal gebeligin 20. giiniindekine benzer goriiniisteydi. Lamina propriyada servikal
olgunlagmaya isaret eden ddeme benzer bazi yapilar gozlendi.

iNOS immiinboyanma siddeti 18. giindekine benzemekteydi. Liimen
epitelinde, servikal diiz kasta, keza damar duvarinda l6kosit ve fibroblast benzeri
hiicresel elemanlarda iNOS boyanma siddeti 18. giindeki gibi zayif pozitifti
(S§.4.21a,b; C.4.2). Nitrit/nitrat 6l¢iim degeri de 18. giinden farkli degildi. Bu devrede
iNOS boyanma siddetinde oldugu gibi nitrit/nitrat 6l¢iim degeri de kontrole gore
diismiistii ve aralarinda istatistiki yonden 6nemli bir fark vardir (P<0.05), (S.4.30;
C.4.3). Bu devrede CD45 pozitif hiicre yogunlugunda goriiniise gore bir artig vardi.
CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE degeri de normal gebeligin 20.
giiniindekine benzerdi (P<0.05) (S.4.22a,b; C.4.4).
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TEM diizeyinde servikal olgunlagmaya isaret eden édemler goriildii. Kollajen
demetlerin organizasyonu ileri diizeyde bozulmustu. Kollajen demetlerden lifsel
yapilarin ayrildigr acikca goriiliyordu. Keza fagositik ©zellikli makrofajlar ve
GER’den zengin fibroblastlar da vardi ($.4.23a,b).

Sekil 4.21a-c.  L-NAME verilen sican serviksinin gebeligin 20. giiniinde iNOS immiinboyanmasi
151k mikrograflari. iNOS immiinboyanmasi epitelde (E), lamina propriya (LP),
servikal (SK) ve damar (DK) diiz kasinda, I6kosit (ok basi) ve fibroblast (ok) benzeri
hiicrelerde zayif siddette pozitiftir. Stroma (S). O.B: a. X20; b. X40; ¢.X40

Sekil 4.22a,b. L-NAME verilen sican serviksinde gebeligin 20. giiniinde CD45 pozitif hiicre
(16kosit) yogunlugunu gosteren 151k mikrograflari. Epitel (E), servikal diiz kas (SK),
kan damar1 (KD), stroma (S), CD45 pozitif 16kositler (ok bast). O.B: a. X20; b.X40.
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Sekil 4.23a,b. Deney grubunda 20 giinliik gebe si¢an serviksinin TEM mikrograflari. a. Makrofaj
hiicresi (MH). b. Fibroblast (F) hiicresi. Kismen kollajenin sindirildigi acik alanlar,
kollajen demet (KD), niikleus (N), niikleolus (NL), graniillii endoplazmik retikulum
(GER), mitokondriyon (m), lizozom (L). a. X7750, b. X7750.

4.2.1.3. Gebeligin 21. giinii

Dogumun gerceklestigi bu son giinde serviksin yapist 151k mikroskopik
diizeyde 20. giindekine benzerdi. Lamina propriyada ddeme benzer yapilar gézlendi.
iNOS miktarinda ve nitrit/nitrat dl¢iim degerlerinde kontrolun ayni giiniine gore bir
diisme vardi. iNOS boyanmasi liimen epitelinde ve servikal diiz kasta orta siddette
pozitifti, damar endotelinde ve damar diiz kasinda, keza fibroblast benzeri hiicrelerde
onceki devrelere gore degismedigi goriildii. Lokosit benzeri hiicreler de iNOS
antikoru ile orta siddette immiinboyanmist1 ($.4.24a,b; C.4.2). Nitrit/nitrat degerinde
onceki devrelere gore 6nemli bir artis olmadi, ancak kontrol degerlerine gore 6nemli
bir diisme vardi (P<0.05), (5.4.30; C.4.3). Bu durum, servikal olgunlagmada iNOS
diginda bagka mediyatorlerin de gorev alabilecegine isaret etmekteydi. Gebeligin bu
son giiniinde CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE degeri de deney grubunun
diger devrelerine gore oOnemlilik diizeyinde daha yiiksekti (P<0.05) ($.4.25a,b;

C.4.4).

Yukandaki bulgular kollajen organizasyonunun bozuldugunu gosteren
elektron mikroskopu gozlemleriyle de desteklenmekteydi. Bag dokusundaki ve
miyometriyumdaki ultra ince yap1 degisiklikleri ekstraselliiler doku kollajeni
yikimiyla iligkili goriildii. Makrofajlar ve aktif fibroblastlar normal gebeligin 21.
giiniinde goriilenlere benzerdi (S.4.26a,b).
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Sekil 4.24a,b. L-NAME verilen sican serviksinin gebeligin 21. giiniinde iNOS immiinboyanmasi
151k mikrograflari. iNOS immiinboyanmas epitelde (E), servikal bez (SB), lamina
propriya (LP), servikal (SK) ve damar (DK) diiz kasinda ve 16kosit (ok basi1) benzeri
hiicrelerde orta siddettedir. Stroma (S), 6deme benzer yapi (yildiz). O.B: a. X20; b.
X40.

Sekil 4.25a,b. L-NAME verilen sican serviksinde gebeligin 21. giiniinde CD45 pozitif hiicre
(16kosit) yogunlugunu gosteren 151tk mikrograflari. Servikal diiz kas (SK), kan
damar1 (KD), stroma (S), CD45 pozitif 16kositler (ok basi). O.B: a. X20; b.X40.

Sekil 4.26a,b. Deney grubunda 21 giinliik gebe si¢an serviksinin TEM mikrograflari. a. Fibroblast
(F) ve cevresinde esas maddenin baskin oldugu agik alanlar (AA). b. Fibroblast
hiicresi (F). Stromada dagilmis kollajen lifler (KL), mitokondriyon (m), lizozom (L),
niikleus (N). a. X10000, b. X10000.
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4.2.1.4. Dogum Sonrasi Sifirinci (PPO) giin

Dogumu takip eden sifirinci giinde L-NAME verilen sican serviksi, 1sik
mikroskopik diizeyde 21. giindekine benzer yapida goriildi. Bag dokusu,
Ostrustakine benzer goriiniiste yapilanamamisti. Halen stromada ddeme benzer bazi
yapilar vardi. iNOS boyanmasi 21. giine gore liimen epitelinde daha siddetliydi ve
kuvvetli siddette pozitif olmasiyla da normal gebe serviksine benzemekteydi.
Servikal diiz kastaki iNOS boyanmasi orta siddette pozitifti ve normal gebe
serviksine gore biraz diisiiktii. Lokosit benzeri hiicrelerde iNOS boyanma siddeti
normal gebe serviksine gore biraz diismiistii, ancak damar endotelinde, damar diiz
kasinda ve fibroblast benzeri hiicrelerde kontrole gore bir fark goriilmedi (S.4.27a,b;
C.4.2). Nitrit/nitrat 0l¢iim degerinde kontrole gore istatistiki olarak Onemlilik
diizeyinde bir diisme vardi (P<0.05), (S.4.30; C.4.3). CD45 pozitif hiicre yogunlugu
goriintiste 21. giine gore benzerdi. Ancak CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE
degeri deney grubunun 21. giiniine gore onemlilik diizeyinde daha yiiksekti (P<0.05)
(S.4.28a,b; C.4.4).

L-NAME verilen deney grubuna genel olarak bakildiginda en diisik CD45
pozitif hiicre (16kosit) yogunlugu HSCORE degeri 18. giinde goriilmektedir. CD45
pozitif hiicre yogunlugu HSCORE degerlerinde 18. giinden ileriye dogru énemlilik
diizeyinde tedricen bir artis vardir (P<0.05). L-NAME verilen gebelik giinlerinin
CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE degerleri arasindaki farklar da istatistiki
olarak o6nemlidir (P<0.05). Kontrol grubunun CD45 pozitif hiicre yogunlugu
HSCORE degerleri ile deney grubunun ayni degerleri arasinda 6nemlilik diizeyinde
bir diisme vardir (P<0.01) (T.4).

Serviksin elektron mikroskopik yapisi kontrol grubunun PPO. giiniine
benzerdi. Bag dokusu komponentlerinde azalma, keza oOdemli bolgeler vardi
($.4.29a,b).

Sekil 4.27a,b. L-NAME verilen si¢an serviksinin dogum sonrasi sifirinci (PPO) giiniinde iNOS
immiinboyanmasi 151k mikrograflari. iNOS immiinboyanmasi epitelde (E) kuvvetli,
servikal diiz kasta (SK) orta, 16kosit (ok basi) ve fibroblast (ok) benzeri hiicrelerde
zay1f siddette pozitiftir. Stroma (S), ddeme benzer yapi1 (yildiz). O.B: a. X20; b. X40.
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L-NAME verilen sican serviksinin dogum sonrasi sifirinct (PPO) giiniinde CD45
pozitif hiicre (16kosit) yogunlugunu gosteren 151k mikrograflari. Epitel (E), servikal
diiz kas (SK), kan damar1 (KD), stroma (S), CD45 pozitif 16kositler (ok basi). O.B:
a. X20; b.X40.

Sekil 4.29a,b.

Cizelge 4.2:

Deney grubunda, dogum sonrasi sifirinci giinde (PPO) sigan serviksinin TEM
mikrograflari. a. Fibroblast hiicresi (F). b. Fibroblast hiicresi (F). Dagilmis kollajen
lifler (KL), mitokondriyon (m), niikleus (N). a. X10000, b. X7750.

Deney sicanmi serviksinde gebeligin 18, 20, 21 ve dogum sonrasi sifirinct (PPO)
giinlerinde iNOS antikoru immiinboyanma yogunlugu
+ : zayif pozitif; + + :orta; + + + : kuvvetli pozitif; + + + + : cok kuvvetli pozitif

18. giin | 20. giin | 21. giin | PPO. giin
Liimen epiteli + + ++ + 4+
Lokosit benzeri hiicre + + ++ +
Fibroblast benzeri hiicre + + + +
Damar endoteli + + + +
Damar diiz kasi + + + ++
Servikal diiz kas + + + ++
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Sekil 4.30. Kontrol ve deney si¢ani serviksinde; Ostrusta, gebeligin 18, 20, 21 ve dogum sonrasi

sifirmer (PPO) giinlerinde nitrit/nitrat 6lgiim degerleri histogrami (ortalama =+

standart sapma).

** P<0.05 (0strus ile deney giinleri karsilastirildiginda)

* P<0.05 (ayn1 giin i¢in kontrol ve deney grubu karsilastirildiginda)
Not: Kontrol grubunda 6strus ile diger giinler arasinda 6nemlilik bulunmadi (P>0.05).

Cizelge 4.3. Kontrol ve deney sicani serviksinde Ostrusta, gebeligin 18, 20, 21 ve dogum sonrasi
sifirinc1 (PPO) giinlerinde nitrit/nitrat 6l¢ciim degerleri (uM) (ortalama + standart
sapma).

Ostrus 18. giin 20. giin 21. giin PPO.giin

Kontrol grubu | 17.670+2.350 | 11.940+1.800 | 18.600+4.220 | 13.500+0.700 | 13.690+1.600

Deney grubu _ 4.870+0.500 | 5.480+0.650 | 4.680+0.790* | 7.700+1.720*

** P<0.05 (6strus ile deney giinleri karsilastirildiginda)
* P<0.05 (aym giin i¢in kontrol ve deney grubu karsilastirildiginda)

Not: Kontrol grubunda 6strus ile diger giinler arasinda énemlilik bulunmadi (P>0.05).
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Cizelge 4.4.

Kontrol ve deney sigan1 serviksinde; dstrusta, gebeligin 18, 20, 21 ve dogum sonrasi
sifirmer (PPO) giinlerinde CD45 porzitif hiicre (lokosit) yogunlugu HSCORE
degerleri (ortalama + standart sapma).

Ostrus 18. giin 20.giin 21. giin PPO. giin
Kontrol grubu | 16.50 £3.73* | 16.50 £2.17 | 20.67 £3.67"° | 34.17 £3.37°>° | 51.50 £ 5.75* "¢
Deney grubu _ 9.33+2.58% | 20.67 £3.72%° | 25.17 £3.43%°" | 36.67 +4.46%"¢
“P<0.05
42p<(.05

P<0.01 (aym giin i¢in kontrol ve deney grubu karsilastirildiginda)
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TARTISMA

Servikal olgunlasma (yumusama, bozulma, dilatasyon) dogumun
gerceklesmesi icin mutlak gerekli olan bir olaydir. Gebeligin basarili olarak sona
ermesi bununla ilgili biyokimyasal ve yapisal degisikliklerin zamaninda koordineli
olarak yapilmasina bagilidir (16, 86). Olgunlagsma olay1 esnasinda servikste ortaya
cikan degisiklikler baslangicta pasif olarak kabul edilirdi, simdi ise olgunlagma
olaymin servikal degisikliklerle uyumlu aktif bir olay oldugu diisiiniilmektedir (87,
88). Bugiine kadar bu konuyla ilgili bazi1 calismalar yapilmigssa da servikal
olgunlasma ve dogumu kontrol eden mekanizmalar ve mediyatorler hala biiyiik
oranda bilinmemektedir (16, 21, 89).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar servikal olgunlagmanin gebelik boyunca
ortaya cikan siirekli bir olay olduguna isaret etmektedir (86). Sican serviksi
dogumdan birkac¢ giin 6nce yumusamaya baglar. Bu zaman i¢inde serviksin kapali
kalmas1 muhtemelen kollajen lif uzunlugu ve diizeniyle ilgilidir (90). Calismalarimiz
rijid servikste (Ostrusta) kollajenin uzun liflerden ibaret demetler halinde
diizenlendigini gosterdi (86). Bu durum gebeligin sonuna dogru 21. giinde
degismisti. TEM diizeyinde kisa ve ince liflerden ibaret agregatlar olustugunda uzun
kollajen demetler kaybolmustu. Kollajen diizenindeki bu degisikliklerle serviks
yumusami§ ve bozulmus halde goriildii (90). Bu, kollajen lif diizeni ve uzunlugunun
serviksin rijiditesinin siirekliligi bakimindan 6nemli oldugunu, olgunlagma olayinda
da 6nemli rol oynadigini ifade eder.

Bu c¢alismada iNOS; Ostrusta, normal gebe ve L-NAME verilen gebe
sicanlarda servikal diiz kasta, damar diiz kasinda, endotelde, epitelde, 16kosit ve
fibroblast benzeri hiicrelerde farkli diizeylerde belirlendi. iNOS varligi, bu gruplarda
nitrit/nitrat dl¢iimleriyle de dogruland.

Calismamizda L-NAME verilen sican serviksinde gebeligin 18, 20 ve 21.
giinlerinde iNOS boyanma siddetinin ve nitrit/nitrat degerlerinin kontrole gore
farkedilir diizeyde diistiigii goriildi. L-NAME ile iNOS boyanma siddetinde ve
nitrit/nitrat degerlerindeki bu diisme iNOS aktivitesinin bulundugunu ve endojen
iNOS enzim aktivitesinin fizyolojik servikal olgunlasma i¢cin énemli oldugunu ifade
eder. Bu ise NO’nun sicanda servikal olgunlagmanin farmakolojik ve fizyolojik
regiilatorii olabilecegi hipotezini de destekler (21).

Gebeligin farkli zamanlarinda L-NAME verilen sican serviksinde
olgunlagsmaya isaret eden kollajen organizasyonunun bozulmasi ve 21. giinde de
dogum olaymnin gerceklesmis olmasi bu olayda iNOS’un yalniz basina yeterli
olmadigini1 diisiindiirmektedir. Calismamizin bu bulgusu, servikal dokunun yeniden
yapilanmasinda iNOS tarafindan iiretilen NO’nun yeterli olabilecegini rapor eden
arastiricilarin aksine (15), servikal olgunlasmanin yalniz iNOS ile gerceklesmedigini
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bu olayda baska mediyatorlerin de gorev alabilecegini bildiren c¢alismalarin
sonuclartyla da uyumlu olmasi bakimindan dnemlidir (21).

Onceki calismalar L-NAME’in servikal olgunlasmay: inhibe ettigini, fakat
bunun lokal degil sistemik olarak verildigi icin etkili oldugunu bildirmislerdir (91).
Calismamizda L-NAME oral yoldan ve gavajla verildigi i¢in servikal olgunlasmay1
onleyememis ya da iptal edememis olabilir. Diger taraftan NO donérleri insan
serviksinde 3 saatte etkili oldugu halde kobayda 2-3 giinde etkisini gostermistir (18,
91). Benzer durumun NO inhibitorleri i¢in de gegerli oldugu gosterilmistir (91).

Bulgularimizda iNOS boyanma siddetinin normal gebeligin son 2 giiniinde
Ostrustaki diizeyinde goriilmesi ve nitrit/nitrat degerlerinin de Ostrusa gore onemlilik
diizeyinde bir farklilik gostermemesi, iNOS iiriinii NO’nun servikal olgunlasma
olayma 20 ve 21. giinlerde 6nceki giinlere gore yiiksek diizeyde katildigin ifade
eder. Bu konuda calisan bazi arastiricilar kobayda iNOS, insanda iNOS mRNA’s1
diizeylerinin terme dogru diistiigiinii bildirmislerse de (92, 93), aksine iNOS ya da
NO’nun gebeligin sonuna dogru arttigini rapor edenler de vardir (21).

Diger taraftan servikal olgunlagsma terme dogru tedricen gelisirken gebeligin
20 ve 21. giinlerinde goriilen iNOS boyanma siddetindeki artiglar ve nitrit/nitrat
diizeyindeki bu yiikkselmeler NO’nun genislemenin ileri artig goOsterdigi
olgunlasmanin son kademesinde servikal genislemeyle de ilgili oldugunu
gostermektedir (94).

Calismamizla onceki ¢alismalar arasindaki farklar tekniklerde ya da hayvanin
genetigiyle ilgili olabilir. Bu olayda spesies cesitliligi, gebelik periyotlar1 gibi
farkliliklarin yaninda uygulamalarda Ornegin osmotik minipompa, i¢cme suyu,
subkutan ya da lokal intravajinal uygulamalar da farkli sonuglara gotiirebilmektedir
(91, 95). Keza calisilan zaman noktalariyla ilgili olabilir; ornegin yapilan bazi
calismalarda dogum sonrasi 3. giindeki iNOS degerlerinin dogum 6ncesi degerlerle
karsilastirilmasi gibi.

NO, bagka dokularda MMP aktivitesini stimiile etme ve proteoglikan
sentezini baskilama kabiliyetindedir (21, 26, 93). Bu nedenle servikste de benzer
sekilde fonksiyon yapabilir. NO’nun insan serviksinde MMP2 ya da MMP9’u aktive
etmedigi gosterilmigse de baska MMP’ler NO’nun servikal aktivitesinden sorumlu
olabilir. NO, benzer sekilde, olgunlasma olayina fizyolojik olaylarda énemli olabilen
bir baska mekanizma olan apoptozisi indiikleme yoluyla katilabilir (21). NO etkileri,
siklooksijenaz (COX) vasitasiyla prostaglandin sentezindeki bir artisa neden olabilir
ve prostaglandinlerde baska inflamatuvar mediyatorleri (6rn IL-8) stimiile edebilir
(21, 93).

Baz1 arastiricilar, gebelikte iNOS ve COX2 enzimlerinin ekspresyonunu
benzer zamanlarda ve benzer dokularda gostermisler ve bunlarin yolaklar1 arasinda
muhtemel bir etkilesimin olabilecegini ifade etmislerdir (89, 96). COX’un en az 2
izoformu vardir: COX1 konstitutif olarak pek cok dokuda mevcuttur ve PG
tiretiminde rolii vardir. COX2, iNOS’a benzer ve sitokinle indiiklenebilir ve
inflamatuvar hiicrelerde sentezlenebilir (97, 98).
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Servikal olgunlagmada ve dogum olayinda iNOS ve COX2 enzim
aktivitelerinin kontroliinde NO ve PG yolaklari arasinda protein ve iiriin diizeyinde
bir etkilesmenin olmas1 muhtemeldir (26, 96, 98).

Tornblom ve ark. (93) gebelikte mRNA diizeyinde iNOS’un azalmaya
yoneldigini halbuki COX2’nin arttigim1  ve tersine bir iliskinin oldugunu
gostermiglerdir. iNOS’taki azalma ve COX2’deki artis olgunlagma olay1 esnasinda
kollajenin bozulmasinda gorev alan MMP8 ve MMP9’un diizenlenmesiyle ilgili
olabilir (99). NO’nun MMP8 ve MMP9’un sentez diizeyini diisiirdiigii ya da inhibe
ettigi distiniilmektedir (26, 100). Bu nedenle iNOS ekspresyonu ya da NO
tiretimindeki bir azalma, gebeligin son devrelerinde MMP8 ve MMP9’daki bir artisa
izin verilmesi bakimindan ©Onemli olabilir. COX2 ekspresyonunda ya da PG
tiretimindeki artis ise dogumla ilgili olan muhtemelen IL-8 artis1 icin gerekli olabilir.
IL-8 bilindigi gibi MMP8 ve MMP9’u sentezledigi bilinen noétrofilleri cezbeden
kemotaktik bir ajandir (101-103).

Diger taraftan CD45 pozitif 16kosit yogunlugu HSCORE degerlerinin normal
gebeligin 20 ve 21. giinlerinde Ostrus degerlerine gore dnemlilik diizeyinde yiiksek
olmasi1 servikal olgunlagsmanin ileri diizeyde oldugu gebeligin bu son 2 giiniinde
Iokositlerin bu olaya, yliksek diizeyde katildigin1 gosterir. Bu son yeniden yapilanma
fetiislin zarar gormemesi ve iyi bir dogum i¢in de gereklidir. CD45 pozitif hiicrelerin
PPO. giinde de yiiksek olmas1 bu hiicrelerin lokal dokularin tamir mekanizmalarinda
da rol alabilecegini gostermesi bakimindan onemlidir (17, 104). Nitekim bazi
sitokinlerin (IL-8, IL-6) gebeligin sonuna kadar 4 kat, dogum sonrasinda da 10 kat
artis gosterdigi rapor edilmistir. IL-8’in notrofilleri ¢ektigi, IL-6’nin da bu hiicrelerin
proliferasyonunu ve aktivasyonunu stimiile ettigi bildirilmigtir. IL-8 epitel,
koryodesidua, stromal serbest ve sabit hiicrelerden salgilanabilmektedir (19). Diger
taraftan L-NAME verilen gebelerde CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE
degerleri normal gebe serviksine gore diisiik oldugu halde servikal olgunlagsmanin ve
dogum olaymnin gerceklesmis olmasi bu olayda CD45 pozitif hiicrelerin disinda
baska hiicrelerin de gorev alabilecegini ifade eder. Inflamatuvar hiicrelerin, 6rnegin
makrofajlarin iNOS’ca zengin oldugu bilinmektedir (15). Bu hiicrelerin servikste NO
sentezini diizenlemeleri miimkiindiir. Ancak inflamatuvar hiicrelerin dogumdan 6nce
servikse goc edip etmedikleri agik degildir. Bu nedenle sicanda bazi bagka
hiicrelerinde (6rn: fibroblast, mast hiicresi, v.b.) dogum olayinda servikste NO
senteziyle ilgili olmas1 miimkiindiir (15). Alberts ve ark. (17) iNOS’un erken donem
biyopsilerinin bag dokusunda ig seklindeki hiicrelerde, dogum zamani biyopsilerinde
ise hemen hemen sadece mononiikleer inflamatuvar hiicrelerde baskin olarak
sentezlendigini bildirmiglerdir (17). Bu arastincilar ig seklindeki hiicrelerin
iNOS’unun servikal olgunlasmada, mononiikleer inflamatuvar hiicrelerin iNOS’unun
ise dogum sonrasinda servikal bozulmanin lokal tamir mekanizmalarinda rol
oynayabilecegini rapor etmislerdir (17).

Ozet olarak; bu calismanin sonuglarindan NOS iiriinii olan NO’nun, bazi
arastiricilar tarafindan da ifade edildigi gibi (96), lokal vazodilatasyonu indiikleyerek
vaskiiler permeabiliteyi ve 16kosit infiltrasyonunu arttirarak, belki de proteoglikan
sentezinin modulasyonu gibi ESM’in yeniden yapilanmasindan sorumlu MMP’leri
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ve diger mekanizmalar1 aktive ederek PG’ler (genelde PGE,) ile birlikte servikal
olgunlagsmanin son metabolik yolunu temsil edebilecegi sdylenebilir.

Servikal olgunlasma olay1 heniiz tam olarak anlagilabilmis degildir. infant:
Olume gotiiren 6nemli nedenlerden biri preterm dogumdur. Preterm dogum biitiin
infant Oliimlerinin %75’inden ve uzun donem norolojik diizensizliklerin de
%50’sinden sorumludur (105). Verilen bu istatistikler prematiir dogumlarin
engellenebilmesi icin muhtemel yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde servikal
olgunlasmay1r dogumu diizenleyen mekanizmalarin anlagilmasinin = 6nemini
vurgulamasi bakimindan oldukga ilgingtir (106). Bu nedenle servikal olgunlasmayla
ilgili diizensizliklerin giderilebilmesi icin bu alanda daha ¢ok yeni ¢alismaya ve
bilgiye ihtiyac vardir.
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SONUCLAR

Sican serviksinin olgunlasmasinda iNOS’un Onemi ve roliiyle ilgili bu
calismanin bulgularina bakarak biz;

1. Sigan serviksinin dogumdan birka¢ giin 6nce yumusamaya bagladigini, kollajen lif
diizeni ve uzunlugundaki degisikliklerin serviksin yumusamasinda, bozulmasinda ve
genislemesindeki roliiniin onemli oldugunu,

2. Normal gebeligin son 2 giiniinde iNOS boyanma siddetinin artmasindan ve
nitrit/nitrat degerlerinin yiikselmis olmasindan;

a. NO’nun olgunlasma olayina 20 ve 21. giinlerde 6nceki giinlere gore daha yiiksek
diizeyde katildigini,

b. Bu mediyatoriin, genislemenin ileri artig gOsterdigi olgunlasmanin son
kademesinde servikal genislemeyle de ilgili oldugunu,

3. L-NAME verilen gebe si¢an serviksinde iNOS boyanma siddetinin ve nitrit/nitrat
degerlerinin normale gore diigmiis olmasindan;

a. Endojen iNOS enzim aktivitesinin fizyolojik servikal olgunlasma i¢in Onemli
oldugunu; keza NO’nun olgunlasma olayinin fizyolojik regulatérii olabilecegini,

b. Gebelik boyunca serviksin olgunlagsmasinda yalmz iNOS un yeterli olmadigini, bu
olayda baska mediyatorlerinde gorev alabilecegini,

¢. Tam olgunlasamamis servikste olgunlagsmanin saglanabilmesi i¢in iNOS’un baska
mediyatorlerle birlikte uygulanmasinin daha etkili olabilecegini,

4. CD45 pozitif hiicre yogunlugu HSCORE degerlerinin;

a. Normal gebeligin 20 ve 21. giinlerinde diger giinlere gore yiiksek olmasindan
CD45 pozitif hiicrelerin gebeligin bu son 2 giiniinde servikal olgunlasma olayina
yiiksek diizeyde katildigini

b. L-NAME verilen sican serviksinde normal gebelere gore diisitk oldugu halde

dogumun gerceklesmis olmasindan servikal olgunlagsmada yalmz CD45 pozitif
hiicrelerin degil bu olayda baska hiicrelerin de gorev alabilecegini sdyleyebiliriz.
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