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Calisma farkli doz ve stirelerde uygulanan 178-6stradioltin ovaryumlart ¢ikarilmis sicanlarda spontan myometriyal kastlhimlar
tzerine etkisinin belirlenmesi amaglamaktadir. Arastirmada 3-6 aylik ve ortalama 270 £ 20 g agirliginda, 72 adet Sprague
Dawley cinsi disi sicanlar kullanilmustir.  Sicanlar, her grupta 18 sican bulunacak sekilde, kontrol (Ov) ve 3 deneme
gurubuna (Gstrojen) ayrilmustir. Kontrol grubuna giinlik olarak kas i¢ci susam yagi enjeksiyonlari yapilmis (0,2 ml), birinci
deneme grubundaki siganlara glinliik 25 pg 176-6stradiol, ikinci deneme gurubundaki sicanlara giinlik 50 pg 178- 6stradiol,
ve lgiinct deneme gurubundaki sicanlara ginliik 100 pg 176-6stradiol kas i¢i uygulanmustir. Her grup kendi arasinda 3 alt
gruba ayrilarak 18, 90 ve 162. saatlerde 6’sar hayvan genel Gtenazi yapilmugtir. Nitrik oksitin etkinliginin belitlenmesi
amactyla L-Arginin SNP ve L-NNA (Nitro-N-Arginin) uygulamast yapildi. Alinan uterus rneklerinden elde edilen doku
kesitlerinde cGMP-PK1 ekspirasyonunu gostermek i¢in immunohistokimyasal yontemle boyandi. ~ Uygulama sonrast
6strojen verilen gruplarda spontan myometriyal kasilimlarin siddeti, Sstrojenin dozuna ve siiresine baglt olarak artti. Ayrica,
strojenin L-arginin-NOS-NO-cGMP yolunun etkinligini engelledigi belirlendi. Ostrojenin uterusta bulunan longiditunal
diiz kaslarda cGMP-PK1 ekspirasyonu Uzerine etkisinin bulunmadigi gériildi. Sonug olarak Gstrojenin doza ve streye
bagimlt olarak uterus kastlimlarinin siddetini artirirken, L-Arginin-NOS-NO- ¢GMP-PK1 yolunun etkinligini engelledigi
fakat bu engellenmenin cGMP-PK1 tizerinden olmadigt belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: 176-6stradiol, Myometriyum, CGMP’ye bagimli protein kinaz, NOS.

Effects of 17@-Estradiol on Spontaneous Myometrial Contractions in Overiectomized Rats

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of injecting different doses and time intervals of 178-estradiol on
spontaneous myometrial contractions of ovariectomized rats. Three to 6 months old 72 female Sprague Dawley rats,
weighing 270 + 20 g, were used in the current study. The ovariectomized rats were randomly assigned to a control (Ov)
and three experimental groups (178-estradiol injected) of 18 rats each. Rats in the Ov group received daily sesame oil (0.2
ml, IM), whereas each rat in the three experimental groups was treated with daily 25, 50 and 100 pg estradiol (IM),
respectively. Each group was further divided into 3 subgroups: 6 rats in each group were sacrificed by cervical dislocation
at 18, 90 and 162 hr. In order to determine endogenous nitric oxide activity, the L-arginine solution was used. Sodium
nitroprusside (SNP) was used for evaluation of the exogenous nitric oxide pathway. In addition, L-NNA (nitro-N-arginine)
treatment was applied in order to determine the effect of endogenous NO at the receptor level. Immunohistochemical
evaluation was performed to determine the cGMP-PK1 expression from the uterus samples. In the current study, estrogen
treatment increased spontaneous myometrial contraction in a dose and time-dependent manner. Moreover, estrogen
treatments inhibited L-arginine-NOS-NO-cGMP pathway. On the other hand, estrogen failed to have any effect on
cGMP-PK1 expression in uterine longitudinal smooth muscles. Thus, 173-estradiol treatments increased the uterine
smooth muscle cell contractions. The treatments also inhibited L-Arginine-NOS-NO-cGMP-PK1 pathway. However, our
results indicated that 17B-estradiol did not show its effect through cGMP-PK1.
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GIRIS

Ostrojen hormonu myometriyal kasilimlar icin
gerekli olan kontraktil proteinlerin, dlzenleyici
enzimlerin ve koneksin 43’in sentezlenmesini
artirdigindan, uterus diz kaslarinda kastlmalart da
siddetlendirmektedir (Petrocelli ve Lye 1993; Weiss
G 2000). Ostrojen gebe ve gebe olmayan uterustaki
oksitosin reseptorlerini ve r-adrenerjik ajanlart
artirarak membran kalsiyum kanallar1 tzerine de
etki etmektedir  (Richter, 2004). Ostradiol
uygulamast sonucunda bazal kasidma duzeylerinde
degisiklik meydana gelmekte ve rat myometriyal
dokuda oksitosin ve PGF2rya karst duyarlidik
artmaktadir (Vedernikov, 2003). Benzer bir sekilde,
ovaryumlart cikartilmis  (Ov) ratlarda Sstrojen
tedavisinin PGF2? mRNA duzeylerinde farkhilik
olusturmadan PGF2?ya karst duyathlikta artisa
sebep oldugu (Gordan ve ark. 2007), ayni zamanda
follikiller donemde uterustaki kasilim siddetinin
Ostrojene baglt olarak arttug ifade edilmektedir
(Abramowicz ve Archer 1990; Oike ve ark. 1990).

Nitrik oksitin mide bagirsak (Bilbil ve ark. 2014)
ve damar diz kaslarinda (Eckman ve ark. 1994)
kasilimlart  baskilayict  etkisinin =~ bulundugu
bilinmektedir. Son zamanlarda Ostrojenin uterus
kasilimlart tizerine etkilerinde nitrik oksidin de
araciik  edebilecegi  Uzerinde — durulmaktadr.
Ovaryum ve uterus dokusunda nitrik oksit
olusumundan sorumlu NOS enzimleri (iNOS,
eNOS ve naNOS) cesitli hayvan tirlerinde
gosterilmistir (Kuenzli ve ark. 1998; Challis ve ark.
2000;  Biilbil  ve ark.  2013).  Insan
myometriyamundaki iINOS mRNA’sina  dogum
oncesinde en yiksek diizeylerde rastlanirken,
dogumda ise en dusik dizeylerde oldugu
gosterilmistir (Challis ve ark. 2000). Benzer sekilde
uterus ve ovaryumda NOS enzim etkinlikleri
menstirasyon siklusuna (Vedernikov ve ark. 2003),
beslenme ve yasa bagli olarak degismektedir
(Bulbal ve ark. 2015a; 2015b). Ovaryumlar
ctkartilmis sicanlarda nitrik oksit donérii L-Arginin
uygulamast uterus kaslarinda  gevsemeye yol
acarken, 10 gln stre ile 10 pg/glin 17B-6stradiol
verilen sicanlarda L-Arginin uygulamasinin uterus
kasindaki  kasthmlar  {izerine gevsetici  etkisi
gbzlenmemistir. Ayni calismada SNP
uygulamasinin uterusta gevsemeye yol actigi, fakat
bu etkinin 10 gin boyunca 10 pg dozunda 176-
Ostradiol  verilen sicanlarda ortadan  kalktigi
gbzlenmistir (Bulbul ve ark. 2007a). Yine Ov
sicanlarda 10 giin boyunca 10 pug dozunda verilen
17B-6stradiol — uterustaki  kasthimlarin  siddetini
arttirirken myometriyal kasihim sikligini Ov grubuna
gore azaltmustir (Bulbul ve ark. 2007b). Bu bulgular
17B-6stradioliin - NO  tlizerine olan  etkisinin
myometriyamdaki ~ ¢cGMP-PK1 ekspresyonu
tzerine olabilecegini disindirmektedir. Daha

onceki ¢alismalarda Ostrojen uygulamalarinin uterus
kasilmalarint arttirdigina (Vedernikov ve ark. 2003;
Bulbul ve ark. 2007b) veya uterus kasilmalarin
durdurduguna dair bilditimler  bulunmaktadir
(Gotdon ve ark. 2000). Ayrica literatiirlerde farkls
doz ve siireye bagl olarak 173-6stradioliin uterus
kasilmalart ve cGMP-PK1 izerine etkisinin
aragtirldigt  bir  ¢alismaya rastlanmamistir.  Bu
calismada sicanlarda 17B-6stradiolin doza ve
stireye baglt olarak uterus kasimalar1 tzerine
etkisinin belirlenmesi yant sira, bu etkilerin ortaya
ctkmasinda cGMP-PKT’in roliiniin
degerlendirilmesi amaclanmugtir.

MATERYAL ve YONTEM

Aragtirmada 3-6 aylik ve ortalama 270 * 20 gr
agirhiginda, 72 adet Sprague Dawley cinsi disi sigan
kullanildr. Calismaya baslamadan 6nce sicanlara
genel anestezi (21,1 mg/kg ketamin ve 4,2 mg/kg
ksilazin) altinda ovariektomi uyguland.
Overicktomiden 2 hafta sonra sicanlarin genel
muayeneleri  yapilarak her grupta 18 sican
bulunacak sckilde, kontrol (Ov) ve 3 deneme
grubuna (8strojen) ayrildi. Arastirmada kontrol ve
Ostrojen gruplarindaki siganlara uygulanan prosediir
Tablo 1’de verilmektedit.

Ozetle kontrol grubuna susam yagt (0,2
ml/sican/gun IM), deneme gruplarina ise her bir
sican i¢in 0,2 ml susam yaginda ¢6zdirilmis 176-
6stradiolden birinci deneme grubu (Ostrojen 1)
sicanlara 25 pg/sican/gun, ikinci deneme grubu
siganlara (Ostrojen 2) 50 pg/sican/giin ve tiglinci
deneme grubundaki sicanlara (Ostrojen 3) 100
ug/sican/gln kas ici altt giin uygulandi.

Her grup kendi iginde ¢ alt gruba ayrilarak 18., 90.
ve 162. saatlerde 6’sar hayvan genel anestezi altinda
etik kurallara uygun olarak boyun eklemlerinden
disloke edilerek 6tenazi yapildi.

Izole Organ Banyosu

Otenaziyi takiben karin bolgesi hemen agilarak
kornu uteriler zarar verilmeden cikarildi. Izole
edilen her bir kornu, krebs ¢6zeltisi (NaCl 118; KCl
4,7; CaCly 2,5; MgSO4 1; KHoPO4 1; NaHCOs5 25
ve glikoz 11 mM) icerisine alindi. Sonra uterus
etrafindaki mezenter ve yag dokudan dikkatli bir
sekilde temizlenerek 0,1 — 0,3 cm x 0,8 cm
boyutlarinda serit seklinde doku parcast elde edildi.
Hazirlanan bu preparatlar, 37 °C sicaklikta ve %95
Oz - %5 CO; gaz karisimu ile stirekli havalandirilan
20 ml krebs ¢ozeltisi icerisinde olacak sekilde izole
organ banyosunun I ve II numarali olmak Uzere
her iki kadehindeki platin halka elektrotun alt
ucuna baglanarak dokunun halka elektrotlar
arasinda kalmast saglandi. Dokunun diger ucu st
uclarindan force transducer’a baglanip tespit edildi
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ve izometrik diiz kas hareketleri “force transducer”
ve “acquisition system” yardimi ile bilgisayarda
gorintilenerek kaydedildi.

Uterusta [zometrik Kasilimlarin Belirlenmesi
Dokulara uygulanan deney protokolii Tablo 2°de
gosterilmektedir.  Ozetle organ  banyosunun
kadehlerine tespit edilen doku parcalari ortama
alismalart icin 1 saat streyle krebs ¢Ozeltisi
icerisinde bekletildi. Oncelikle spontan kasilimlarin
belirlenmesi icin 45 dakikalik kasitlim periyodu
kaydedildi. Takiben Electric Field Stimulation
(EES) ile her iki doku icin submaksimal kastlimin
saglandigi voltaj, frekans ve uyart derinligi degerleri
tespit edildi. Bunun icin dokuya ¢esitli diizeylerde
elektrik akimi (10, 20, 30, 40 volt) farkli strelerde
(0,25, 0,5, 1 ms) ve stklikta (frekans) (2, 4, 8, 16, 32,
64 Hz) uyguland: (Oike ve ark. 1990). En siddetli
kasilimin meydana geldigi ortalama frekans degeri
32 Hz, uyart derinligi 1 ms ve voltaj yiiksekligi ise
20 volt olarak tespit edildi.

Endojen NO etkinliginin belirlenmesi amactyla
EFS varliginda L-Arginin 1pM den 1 mM, eksojen
NO yolunun degerlendirilmesi amactyla SNP 10
nM den 0.1 mM dozlarinda logaritmik olarak
artirtlarak  her on dakikada bir izole organ
banyosuna ilave edildi (Tablo 2). Endojen NO
ctkisinin  enzimsel diizeyde etkisinin = ortaya
konulmast icin EFS varliginda 100 mmol/L L-
NNA verildikten sonra L-Arginin 1mM dozunda
izole organ banyosuna eklendi.

Myometriyumda cGMP-PK?’in
Immunohistokimyasal Boyanmasi

Alinan uterus 6rnekleri % 10 tamponlu formaldehit
ile 24 saat tespit edildi. Tespitten sonra doku
orneklerinin  histolojik takipleri yapilarak parafin
bloklara gémuldi. Bloklardan 4-5 pluk kesitler
alinarak immunhistokimyasal yoéntemle boyandi
(Misitlioglu ve ark. 2000). Immunhistokimyasal
yontem  olarak  indirekt  streptavidin-biotin
peroksidaz yoéntemi kullaniddi. Buna gore: Asit-
alkolle temizlenmis ve poli-L-lizin ile kaplanmig
olan lamlara 4-5p’luk doku kesitleri alindi ve
kesitler 60 C’lik etiivde 1 saat bekletildi.

Preparatlar ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek,
antijen retrival icin pH 6 olan Sitrat buffer
igerisinde mikrodalga firinda 700 watt’da 3 kez 5’er
dakika kaynatildi. Endojen peroksidaz aktivitesini
gidermek icin distile suda hazirlanmis % 3’lik
Hidrojen peroksit ile 10 dakika inkiibe edildi. Anti
rabbit poliklonal IgG primer antikor (1/500
dilisyon) ile preparatlar nemli ortamt saglayan bir
kap igerisinde 37 oC’de 30 dakika inkiibe edildi.
Preparat  biotinli sekonder antikor ile oda
sicakhiginda 20 dakika bekletildi. Enzim olarak
Streptavidin-HRP ile preparatlar oda sicakliginda

20 dakika inkiibe edildi. DAB substrat-kromojen
solisyonunda 5  dakika  tutularak,  Harris
Hematoksilen ile 30 saniye zit boyama yapildi.
Alkol ve ksilol serilerinden gegirildikten sonra
entellan kullanilarak lamel ile kapatildi (Misitlioglu
ve ark. 2000).

Immunohistokimyasal Degerlendirme
Birbirinden bagimsiz iki arastirmact tarafindan
immunohistokimyasal boyamalarin
degerlendirmeleri  reaksiyonun  siddetine  ve
dagilimina bakiarak yapildi. Reaksiyonun siddeti
yoniinden boyanmanin olmamast 0, zayif reaksiyon
1, orta siddetli reaksiyon 2, siddetli reaksyon 3
olarak  degetlendirildi. Reaksiyonun dokudaki
dagilimina gbre asagidaki skorlama yapildr:
Reaksiyonun olmamast = 0; <%1= 1; %2-10= 2;
%11-30= 3; %31-65= 4; % >65=5

Reaksiyonun siddeti ve dagilimindan elde edilen
skor degerleri toplanarak immunohistokimyasal
boyama skor degeri elde edildi (Misitlioglu ve ark.
2000).

Bu calismada istatistiksel analizler icin ‘SPSS 13.0
istatistik paket programr’ kullanildi. Izole organ
banyosu degerlendirmelerinde gruplar arasinda fark
olup olmadiginin  belirlenmesinde, dokularda
cGMP’ye bagimh PKG degerlendirilmesinde ve
immunohistokimyasal degetlendirme sonucu elde
edilen verilerin 6nem gosterip gostermediginin
belitlenmesinde Tek Y6nla Varyans Analizi, farkin
hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek icin ise
Tukey testi yapildu.

BULGULAR

Spontan kasilimlarin siddeti ve frekansi
Gruplarda 18, 90 ve 162. saat sonunda spontan
myometriyal kasilimlarin siddeti ve sikligt Tablo 3
de gosterilmistir. Spontan myometriyal kasilimlarin
siddetinin 18.saatte 50 ve 100 ng 176-6stradiol
gruplarinda, 90 ve 162 saatlerde ise tim uygulama
gruplarinda kontrol grubuna gére arttigi gorildi
(p<0,001). Spontan myometriyal kasilimlarin
frekansinin ise tim saat ve uygulama gruplarinda
kontrol grubuna gére azaldigi gériildt (p<0,001).

Gruplarda L-Arginin Uygulamasimnin Kasilim
Siddetine Etkisi

Gruplarda 18., 90. ve 162. saatlerde uterus diiz kas1
Uzerine cesitli konsantrasyonlardaki L-Arginin (10-
M, 10 M, 103 M) ve NNA (103 M) + L-Arginin
(103 M) varliginda elektriksel uyarimin olusturdugu
kasilimlara ait doz-cevap egrisi Grafik 1°de
gOsterilmektedir. Buna gbre L-arginin 18 ve 90
saatlerde Kontrol ve 25 pg 17B-6stradiol
gruplarinda dozuna bagimli olarak kasilim siddetini
azaltirken (p<<0.05); aynt saatlerde 50 pg 1763-
ostradiol ve 100 pg 17B-6stradiol gruplarinda, 162.
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saatte ise U¢ deneme grubunda da istatistiksel
olarak gevsetici etki olusturmadi. Ayni zamanda 18
ve 90. saatlerde kontrol ve 25 ug 17B-6stradiol
grubunda NNA uygulamasinin L-Argininin (10-
M) etkisini ortadan kaldirdigr gorildi.

Gruplarda  SNP kasilim
siddetine etkisi

Gruplarda 18., 90. ve 162. saatlerde uterus diiz kast
tzerine ¢esitli konsantrasyonlardaki SNP (10-8 M,
107 M, 106 M, 105 M) varhginda elektriksel
uyarimin  olusturdugu kasdimlara ait doz-cevap
egrisi Grafik 2’de goOsterilmektedir. Buna gore
kontrol grubunda 18, 90 ve 162’inci saatlerde
SNP’nin en digik iki dozu (10% ve 107 M) etkili
olmazken, diger dozlarinda doza bagimli olarak
gevseme sekillendigi saptandi. Benzer etki 6strojen
uygulanan tim gruplarda 18 saat sonunda
belirlenirken, 90 saatte sadece 25 pg 176-6stradiol
grubunda SNP’nin en yiksek dozu olan 105 M
dizeyinde goriuldid.  162. saat sonunda 1706-
6stradiol verilen gruplarin hi¢ birisinde SNP’nin
gevsemeye yol agmadigt gozlendi.

uygulamasinin

Tablo 1: Arastirma prosediirii
Table 1: Research procedure

Ostrojenin  Doza ve Siireye Bagh Olarak
cGMP-PK1 Dagilimina Etkisi

Gruplarda 18., 90. ve 162’nci saat sonunda cGMP-
PK1 immunreaksiyonunun boyama skorlart Tablo
3’de gosterilmektedir. Uterustaki sirkiler kaslarda
18’inci saatte cGMP-PKG boyama skoru degeri 25
ve 100 17B-6stradiol gruplarinda Ov grubuna gére
yiksek bulundu. Sirkiiler kaslarda 18’inci saatteki
en disik cGMP-PK1 boyama skor degeri 50 ng
17B-6stradiol grubunda gozlendi (Resim 1). 90.
saatte ise, cGMP-PK1 boyama skor degeri
bakimindan kontrol ile 50 ve 100 pg 17B-6stradiol
gruplart arasinda fark gorilmezken 25 pg 176-
Ostradiol grubunun 50 ve 100 pg 17B-Ostradiol
gruplarina  gbre azaldigi belitlendi (Resim  2).
Myometriumda sirkiler kas hicrelerinde 162’nci
saat sonunda cGMP-PK1 dagihiminda gruplar
arasinda istatistiki bir fark saptanmadi. Benzer
sekilde uterustaki longiditunal kaslarda doza ve
siddete bagh olarak cGMP-PK1 dagihiminda
herhangi bir farklilik g&zlenmemistir.

Grup Alt grup Uygulama

Otenazi zamani

Kontrol (Ov)
Kontrol (Ov)

18’inci saat
90’1nc1 saat

0,2 ml susam yagt/sican/

Uygulama sonrasi 18. saat

Kontrol (Ov)

25pug 178-6stradiol
25p.g 17B-6stradiol
25p.g 17B-6stradiol
50ug 17B-6stradiol
50ug 17B-6stradiol
50pg 17B-6stradiol
100pg 17B-6stradiol
100pg 17B-6stradiol
100p.g 17B-6stradiol

162’nci saat
18’inci saat
90’1nc1 saat
162’nci saat
18’inci saat
90’1nc1 saat
162’nci saat
18’inci saat
90’1nc1 saat
162’nci saat

0,2 ml susam yagi/sican/gun (3giin)
0,2 ml susam yagt/sican/gtin (6 glin)
17B-6stradiol 25 pg/sican
178-0stradiol 25 pg/sican/glin (3gin)
178-0stradiol 25 pg/sican/gln (6gin)
17B8-6stradiol 50 pg/sican
178-6stradiol 50 pg/sican/glin (3gin)
17B-6stradiol 50 pg/sican/glin (6glin)
17B-6stradiol 100 pg/sican
17B-6stradiol 100 pg/sican/gun (3 giin)
17B-6stradiol 100 pg/sican/gln (6giin)

Son uygulamadan 18 saat sonra
Son uygulamadan 18 saat sonra
Uygulama sonrasi 18. saat

Son uygulamadan 18 saat sonra
Son uygulamadan 18 saat sonra
Uygulama sonrasi 18. saat

Son uygulamadan 18 saat sonra
Son uygulamadan 18 saat sonra
Uygulama sonrasi 18. saat

Son uygulamadan 18 saat sonra
Son uygulamadan 18 saat sonra

Tablo 2: Yontem icerisinde dokulara uygulanan arastirma protokold
Table 2: The research protocol applied to the tissues

Uygulama Uygulama Protokolii Amag

Inkiibasyon Bir saat inkiibasyona birakild1 Ortama uyum

Uygulama I Elektiriksel Uyarim (EFS) Submaksimal kasilimin tespiti
Uygulama II L-Arginin (10-°M, 104M, 103M) + EFS Endojen NO etkisi

L-NNA (10> M) + L-Arginin (10°M) + EFS
SNP (10-8M, 10”7M, 10-6M, 10- M) + EFS

Enzimsel dizeyde endojen NO tespiti
Eksojen NO etkisi
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Tablo 3: Gruplarda 18, 90 ve 162. saat sonunda spontan myometriyal kasilimlarin siddeti ve sikligi

Table 3: The severity and frequency of spontaneous myometrial contractions at 18, 90, and 162 hours in

groups
Kontrol 25 ug 17- 50 pug 178- 100 pg 178- P
(OV) Ostradiol Ostradiol Ostradiol

Kasilim siddeti (g)
18. saat 0,95£0,04¢ 1,0610,04b¢ 1,1840,03# 1,2610,03¢ 0,000%
90. saat 0,87£0,04¢ 1,0240,04> 1,2810,042 1,3240,05¢ 0,000%
162. saat 0,82£0,04¢ 1,160,055 1,450,052 1,4810,042 0,000*
Kasilim siklig1 (adet/dk)
18. saat 1,7140,082 1,5010,03> 1,3610,03b¢ 1,2840,05¢ 0,000%
90. saat 1,660,072 1,36+0,04> 1,2110,04b¢ 1,0740,06¢ 0,000%
162. saat 1,790,072 1,13+0,04> 0,98£0,06" 0,77£0,04¢ 0,000*

Aynt satirda farkli harfleri tastyan degerler arasinda istatistik olarak fark bulunmustur. (*): p<0.001

Tablo 4: Gruplarda 18’inci saatte uterus sirkiiler ve longitidiinal kaslarinda cGMP-PK1 boyama skor degeri
Table 4: cGMP-PK1 staining scores of uterine circular and longitudinal muscles at 18th hour in groups

25 pg 1783-

50 pg 178-

Kontrol (OV) Sstradiol Sstradiol 100 pg 17B-6stradiol P
Sirkiler kas
18. saat 6.50£0.12b 7.41£0.082 5.25%0.55¢ 7.7520.112 0.00*
90. saat 5.33+1.16% 3.50+0.22b 6.8310.452 7.00£0.00¢ 0.00*
162. saat 7.08+0.08 5.00%1.34 6.66+0.47 5.50+0.56 0.21
Longiditunal
18. saat 7.3320.102 7.411+0.082 7.001+0.44~ 7.75+0.112 0.21
90. saat 6.58+0.53 6.7520.11 7.3310.27 6.50£0.00 0.24
162. saat 7.08%0.08 6.00+0.89 7.25+0.11 6.16+0.73 0.34
Aynt satirda farkli harfleri tagiyan degerler arasinda istatistik
olarak fark bulunmustur. (*): p<0.001
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Grafik 1: Gruplarda 18. (A), 90. (B) ve 162. (C) saatlerde uterus diiz kasi tizerine gesitli konsantrasyonlardaki L-
arginin (105 M, 10+ M, 103 M) ve NNA (103 M ) + L-Arginin (103 M) varliginda elektriksel uyarimin
olusturdugu kasilimlara ait amplitiit degerleri ve doz-cevap egrisi
Graph 1: Amplitude and the dose-response curves of the electrical stimulation for L- arginine (10-> M, 10-*M,
103 M) and NNA (10> M) + L-Arginine (10> M) treatments on the uterine smooth muscles at 18 (A), 90 (B)
and 162 (C) hours.
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Grafik 2: Gruplarda 18. (A), 90. (B) ve 162. (C) saatlerde uterus diz kasi Uzerine gesitli
konsantrasyonlardaki SNP’nin (108 M, 107 M, 106 M ve 105 M ) varhiginda elektriksel uyarimin
olusturdugu kasilimlara ait amplitiit degerleri ve doz-cevap egrisi

Graph 2: Amplitude and the dose-response curves of the electrical stimulation for SNP’nin (10-8 M, 10-7
M, 10-*M ve 10-5M ) treatments on the uterine smooth muscles at 18 (A), 90 (B) and 162 (C) hours

Resim 1. Kontrol (G1A) ve deneme gruplarinda (25 ug 178-6stradiol, G2A; 50 pg
17@-6stradiol, G3A ve 100 pg 17B-6stradiol G4A) 18’inci saatte uterus sirkiiler (S)
ve longiditunal (L) kaslarinda cGMP-PK1 dagilimi, bar= 100um

Figure 1. The cGMP-PK1 distribution in uterus circular (S) and longiditunal (L)
muscles at 18th hour in the control (G1A) and experimental groups (25 pg 178-
estradiol, G2A, 50 pg 17B-estradiol, G3A and 100 pg 17B-estradiol G4A), bar =
100pm.

TARTISMA

Arastirmada  ovaryum  steroidlerinden  170-
6stradiolin doza ve siireye bagh olarak ratlarda
spontan myometrial kasilimlar Uzerine olan etkisi
incelendi. Myometriyal kasihmlar bircok faktér
tarafindan dizenlendigi icin diger diz kaslardan
farklidir. Myometriyal kasilmalarin etkinligi otonom
sinir sisteminin yani stra bazi otokoidler 6zellikle de
yerel ve  cinsiyet  hormonlart  tarafindan
duzenlenmektedir  (Gart  2001). Ovaryumdan

salgilanan  steroid yapidaki hormonlarin  uterus
kasilmalart tzerine dogrudan etkileri
bulunmaktadir. Ostrus siklusu ve gebelik ~gibi
fizyolojik  olaylarda  ovaryum  steroidlerinin
yogunlugu ve myometriyal kasilimlarin 6zelligi
degismektedir  (Weiss ~ 2000).  Ostrojenlerin
myometriyal kasilimlari artirict etkisi bilinmektedir
(Abramowicz ve Archer 1990; Oike ve ark. 1990;
Vedernikov ve ark. 2003; Bulbul 2007b). Bu
calismada  spontan  myometriyal  kasilimlarin
siddetinin 18.saatte 50 ve 100 ng 176-6stradiol
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gruplarinda, 90 ve 162 saatlerde ise tim uygulama
gruplarinda  kontrol ~ grubuna  gére  arttig
gorilmistir (p<0.001). Bu baglamda Gstrojenlerin

kasiim Uzerine etkisinin uygulanan dozuna ve
streye gore degistigi belirlendi.

Resim 2: Kontrol (G1B) ve deneme gruplarinda (25 pg 178-6stradiol, G2B; 50 pg
17@-6stradiol, G3B ve 100 pg 17B-6stradiol G4B) 90’inci saatte uterus sirkiler (S) ve
longiditunal (L) kaslarinda cGMP-PK1 dagilimi, bar= 100um

Figure 2. The cGMP-PK1 distribution in uterus circular (S) and longiditunal (L)
muscles at 90th hour in the control (G1A) and experimental groups (25 pug 178-
estradiol, G2A, 50 pg 17@-estradiol, G3A and 100 pg 17B-estradiol G4A), bar =

100um.

Bu arastirmada deneme gruplarinda spontan
myometrial kasiim sikliginin kontrol grubuna gore
6nemli oranda azaldigi gézlendi (p<<0,001).
Myometriyamdaki  kastim  sikligt  uygulamanin
yapildigi tim sireler boyunca (18, 90 ve 162.
saatler) en vyiksek olarak kontrol grubunda
bulundu. Kasilim siklig1 162. saatte en disik olarak
100 pg 17B-6stradiol grubunda gérilirken, 18 ve
90. saatlerde 50 ve 100 pg 178-6stradiol gruplarinda
kasilim  sikliklart  arasinda  fark gorilmedi. Bu
sonuglara  benzer olarak menopoz  sonrast
kadmnlarda ve Ov ratlarda yapilan calismada
uterustaki kasithm sikhiginmn arttugl bildirmektedir
(Vedernikov ve ark. 2003). Ayrica, sicanlarda 10
pug/gin  17B-6stradiol uygulamast myometriyal
kasithm  sikligini Ov  grubuna gdre azaltmugtir
(Bulbul ve ark. 2007b). Arastirmacilar bu artist Ov
ratlarda artan spontan kasithm etkinliginin ovaryum
steroidlerinin  genomik ve genomik olmayan
baskilayict etkilerinin uzaklastirilmasinin
myometriyal  hiicrelerin = zarlarinin  elektriksel
kararsizliga neden olmasi sonucu olabilecegini
bildirmektedirler. Buna ilaveten Ostrojenlerin diiz
kaslarda hiicre disina K ctkistnt uyararak hiicreyi

hiperpolarize edebildigi, =~ bu sayede spontan
kastlimlarin = olusumunu  baskiladigt  bildirilmistir
(Hatder ve Coulson, 1997).

Nitrik oksit endojen olarak L-Argininden NOS
enzimleri aractlify ile olugsmaktadir (Bredt ve Snyder
1990; Forstermann ve ark. 1991). Bir NO
prekiirsori olan L-Arginin uygulamasin, insan
(Challis ve ark. 2000) ve sicanda (Bulbul ve ark.
2007) NO sentezini artirdigt ve myometriyal
kasiimalar1 baskiladigr belirtilmistir.  Fizyolojik
kosullarda sican serumundaki L-Arginin yogunlugu
yaklastk 0,2 — 3 mM civarindadir (Langrehr ve ark.
1992). In vitro ortamdaki diiz kaslarin kasilim
etkinligi ise L-Argininin yaklastk 0.01-1mM
yogunlugunda tamamen ortadan kalkmaktadir
(Yallampali ve ark. 1992). Bu arastirmada L-Arginin
0.01 — ImM yogunlugunda kullanilmistir. Gebe
insan ve sican uterusunda (Izumi ve ark. 1993) ve
gebe olmayan insan uterusunda (Hoffmann ve ark.
2003) L-Argininin doza bagimli olarak kasilim
siddetini  azalttigr  bildirilmektedir.  L-arginin
gevsetici etkisinin uterusta dogum aninda azaldig,
dogum sonrast 2. giinde ise tamamen ortadan
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kalktigr ifade edilmektedir (Yallampali ve ark.
1993). Ovaryumlari cikartilmis sicanlarda L-Arginin
uygulamast uterus kaslarinda  gevsemeye yol
acarken, L-Arginin uygulamast 10 giin sire ile 10
ug/gln 176-6stradiol verilen sicanlarda uterus kast
tzerine ayni etkiye yol agmamistir (Izumi ve ark.
1990). Onceki calismalara benzer sekilde bu
calismada da Ov grubunda L-Argininin doza baglt
olarak uterus kastlim siddetini azalttig1 (p<<0.05), 50
ve 100 pg 176-6stradiol gruplarinda ise L-argininin
dozlarinin etkili olmadigi belirlendi. Diigik dozda
Ostrojen uygulanan 25 pg 178-6stradiol grubunda
ise L-Argininin gevsetici etkisi 18 ve 90. saatlerde
gOzlenirken,  gevsetici  etkinin  162.  saatte
kayboldugu gorildi. Yine gruplarda 18, 90. ve 162.
saatlerde  10-3 M  dozundaki  L-Argininin
uygulamasinin  kastdimin % inhibisyonu Gzerine
etkisi Ov grubunda arterken, bu etki yliksek dozda
176-6stradiol uygulamast (50 ve 100 pg 1783-
6stradiol) ile azaldi. Ayrica, 162. saatte L-argininin
kasilimlart azaltict etkisi tim 6strojen uygulanan
gruplarda baskilanmustir.  Arastirma  bulgusu, L-
Argininin uterusta olusturdugu kasitlim siddetini
azaltict etkisini, 6strojenin doza ve stireye bagl
olarak engelledigini diisiindiirmektedir.

Gebe rat (Yallampali ve ark. 1993), ve gebe
olmayan insan uterusunda (Hoffmann ve ark. 2003)
yapilan calismalarda ckzojen NO kaynaklarindan
biri olan SNP’nin spontan kasiimlart tamamen
bloke ettigi bildirilmektedir. Benzer sekilde
gebelikte  SNP’nin spontan  myometriyum
kasilimlarini tamamen ortadan kaldirdigi, fakat KCI
ile uyarilmis kastlimlarda etkisi olmadigi ifade
etmektedir (Lederman ve Rosso, 2004). Oksitosinle
uyardmis uterus kasilimlari tizerine SNP’nin 10-4 M
ve daha dusik dozlarmnin etkili olmadigl, daha
yiksek dozlarinin ise toksik etki gostererek
doéntstimsiz inhibisyon olusturdugunu
bildirilmektedir (Ann Word ve ark. 1998). Ayrica
SNP uygulamasmin  Ov  sicanlarda uterusta
gevsemeye yol actigl, fakat bu etkinin 10 giin
boyunca 10 pg dozunda 178-8stradiol verilen
sicanlarda ortadan kalktigr gbzlenmistir (Bulbul ve
ark.  2007). Yapugmmiz bu arastirmada, Ov
grubunda 10-8-10-> M araliginda uygulanan SNP’nin
doza bagimli olarak kasilim siddetini engelledigi,
17B-6stradiol  verilen gruplarda ise dozun ve
sirenin artmast ile birlikte SNP’nin etkisinin
olmadigt gorildi. Argininin gruplardaki etkisine
benzer olarak, SNP’nin 6strojen gruplarinda kasilim
siddetini azaltmamasi, 17B-Gstradiolun SNP’nin
uterusta olusturdugu gevseme etkisini engelledigini
dustindirmektedir. Sodyum nitroprussid
uygulamastnin uterus diz kasinda gériilen kasilimin
% inhibisyonu uzerine etkisi 176-Ostradiolun
uygulanma dozuna ve siiresine gore degisiklik
gOstermistir. TUm  stirelerde en yiksek 176-
Ostradiol uygulanan grupta SNP’nin kasiimin %

inhibisyonu  dzerine etkisi minimum olarak
gobzlenirken, Ov grubunda % inhibisyon en ytksek
duizeyde gerceklesmistir. Genel olarak 173-6stradiol
uygulamast SNP’nin etkisini baskilarken, 18. saatte
en digik 17B-6stradiol uygulanan grup ile Ov
grubu arasinda benzer bir inhibisyona rastlanmustir.
Bulgularimiz SNP’nin uterusta olusturdugu %
kasidim inhibisyonunun &strojenin  dozuna ve
uygulama stresine bagimli oldugunu
dustindirmektedir.

Bir siklik nikleotid ikincil haberci olan cGMP
viicudumuzdaki bir cok dokuda ¢ok farklt olaylarin
olusmasinda rol oynamaktadir. Bu olaylardan bir
tanesi de diz kaslarda NO etkisiyle gevseme
saglamasidir.  Uterusta ~ NO  sentezlendigi
belirtilmistir (Buhimschi ve ark. 1995). Nanomolar
diizeydeki NO konsantrasyonlar: guanilil siklazi
aktifleyerek cGMP diizeylerini artirmaktadir. Nitrik
oksit-cGMP yolunun aktiflenmesi ise bir ¢ok diiz
kas tipinde gevsemeyle sonuglanmaktadir. Nitrik
oksit-cGMP yolu bu etkisini cGMP-PK1 tizerinden
miyozin fosfataz akivitesini artirarak (Surks ve ark.
1999) veya sitoplazmik Ca*? miktarini azaltarak
gerceklestirmektedir (Cornwell ve ark. 2001). Diiz
kas gevsemesi kalsiyum regiilasyonu ve iyon
transportundan  sorumlu  olan  substratlarin
fosforlanmast neticesinde olusmaktadir (Lincoln ve
Cornwell 1993). Insanda NO-cGMP  yolunun
varligt uterus diiz kaslarinda da tespit edilmistir ve
gebelikte olusabilecek uterus kasilmalarini azaltmak
icin de farmakolojik olarak kullanilmaktadir
(Buhimschi ve ark. 1995). Ostrojen enjekte edilen
ratlarda cGMP’nin yitksek PK1 diizeylerinde uterus
kasinda gevsemeye vyol actigindan (Word ve
Cornwell  1998), NO-cGMP yolunun uterus
kasilabilirligini kontrol etmede 6nemli olabilecegi
distnilmektedir (Cornwell ve ark. 2001).

Bu arastirmada Ov sicanlarin endometriyumdaki
sirkiiler ve longiditunal kas hiicrelerinde zayif bir
cGMP-PK1 ekspresyonu belirlendi.  Ozellikle
endometriumun longitudinal kaslarinda cesitli doz
ve strelerde uygulanan 1783-6stradiol hormonunun
cGMP-PK1 ekspresyonu tizerine etkisi minimum
olarak bulundu. Sikiler kaslarda ise 187inci ve
90’1nc1 saatlerde cGMP-PK1 ekspresyonu tizerine
17B-6stradioliin doza bagimsiz bir etkisi gorilda.
Bu etki 162’nci saatte tamamen ortadan kalkti.
Yukarida agiklandigr gibi NO tarafindan uyarilan
myometriyal  gevsemenin  bagka  diz  kas
hiicrelerinde oldugu gibi guanilil siklaz ve cGMP
tzerinden oldugu distnilse de (Yallampali ve ark.
1994; Buhimschi ve ark. 1995), degisik ¢alismalarda
NO’nun uterusta gevsemeyi uyarabilmesi icin
cGMP ve PKUlnin  gerekli  olmadigim
belirtilmektedir (Kuenzli ve ark. 1998; Buxton ve
ark. 2001). Kobay uterus diz kaslarinda yapilan
calismada NO’in guanilil siklazi inhibe eden metilen
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mavisi uygulamasina ragmen uterus kaslarinda
gevsemeye yol actigt belirtilmistir (Buxton ve ark.
2001). Buna ilaveten uterus diz kasinda herhangi
bir gevseme olusturabilmek i¢in yiiksek diizeylerde
(10 uM) cGMP analoglarina ihtiya¢c duyulmaktadir
(Buxton 2004). Maymun ve insan
myometriyamunda NO tarafindan  olusturulan
uterus gevsemesinin ¢cGMP analoglart tarafindan
olusturulamadigy, guanilil siklaz-cGMP disindaki bir
yolla gerceklestigi gézlenmistir (Kuenzli ve ark.
1998; Buxton ve ark. 2001). Bu calisgmalar NO’in
uterus gevsemesi saglayabilmesi icin ¢cGMP-PK1
artisina ihtiyag duymadigini, iyon kanallari yoluyla
bu etkisini gosterebilecegini distindirmektedir.
Arastirma bulgusuda uterusta bulunan sirkiler ve
longiditunal ~ kaslarda ~ 17B-6stradioliin =~ tim
dozlarinin  ve strelerinin  ¢cGMP-PK1 dagihimi
lzerine etkisinin disik oldugu gézlenmistir.

Siklik GMPnin NO tarafindan gergeklestirilen
butiin olaylarda rol almadigr distincesi son yillarda
6nem kazanmustir.  Buhimschi ve arkadaglar
(2000), sican uterusunda gebelikle birlikte NO
miktarinin artmasina ragmen cGMP diizeylerinde
6nemli bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Yine
aynt calismada gebe olmayan sicanlarda uzun streli
Ostrojen uygulamasi uterustaki NO miktarinin
arttimasina ¢cGMP diizeyinin ise azalmasina sebep
oldugu belirtilmistir. Daha 6nceki ¢alismalar sican
uterusunda NO’in uterus kastlmalarint
durdurdugunu ve NO seviyelerindeki artisin da
cGMP  yapmmint  artrdigini  bildirilmektedir
(Yallampali ve ark. 1994; Buhimschi ve ark. 1995).
Bununla birlikte myometriyamdaki NO etkisinin
guanilil siklazdan bagimsiz olarak sekillenebilir
(Buhimschi ve ark. 2000). Weiner ve arkadaglar
(1994) kobaylarda gebeligin guanilil siklaz seviyesini
azalttigint  bildirmistir. Buhimchi ve arkadaslar
(2000) da prepiibertal sicanlarda dstrojenin guanilil
siklazin uterustaki olusumunu baskilayabilecegini
bildirmisler ve uterusta c¢GMP duzeylerindeki
degisimlerle NO aktivitesi arasinda paralellik
kurmanin veya NO aktivitesindeki degisimlerle
cGMP dizeylerini bagdastirmanin yanlis sonuglar
verebilecegi kanisina varmiglardir.

Damar diiz kaslart ile yapilan calismalarda damar
diz kaslarindan elde edilen preperatlarin, cGMP
olusumu bloklandigi halde, NO uygulamasi
neticesinde gevsedigi goriilmiistiir (Eckman ve ark.
1994). Bu tiir olgular renal arterlerde (Trottier ve
ark. 1998), serebral mikrosirkiilasyonunda (Pinilla
ve ark. 1998) ve nbronal hiicre iyon kanallarinda da
(Ahern ve ark. 1999) rapor edilmistir. Bu baglamda
myometriyamda NO tarafindan gerceklestirilen
gevsemede  kalsiyum  tarafindan  aktiflenen
potasyum  kanallannin  (KCa) rol alabilecegi
onerilmistir (Mazzone ve ark. 2003). Bu teori KCa
kanallarint bloke eden akrep toksinlerinin NO

tarafindan olusturulan gevsemeyi engellemesi ile
desteklenmistir (Buxton ve ark. 2001). Dolayist ile

kalsiyum  tarafindan  aktiflenen  potasyum
kanallarinin KCa kanallar NO’in
myometriyumdaki etkisine aracilik eden

faktotlerden olabilecegi gérilmektedir.

Sonu¢ olarak; 17B-6stradiolin uterus kastlim
etkinligini azaltan L-arginin-NOS-NO  yolunun
etkinligini  baskiladigt  belitlenmistir. ~ Ayrica
Ostrojenin  uterusta bulunan longiditunal  diiz
kaslarda cGMP-PK1 ekspiresyonu tizerine etkisinin
bulunmadigi dolayist ile myometriyumdaki NO
etkisinin ~ ¢cGMP-PK1’den  bagimsiz  olarak
sekillenebilecegi kanisina varimistir.
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