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ÖZET

Bu çalışmada, izole sıçan miyometriyumunda, kasılabilirlik yönünden hipoksiye adaptasyon kapasitesinde Kreatin kinaz (CK)/fosfokreatin (PCr) enerji sisteminin olası rolünün incelenmesi amaçlanmıştır.

Gebe olmayan erişkin Wistar cinsi dişi sıçanlardan izole edilen miyometriyum kesitleri, izole organ banyosu-na yerleştirildi ve test ajanları eklenerek; kontraksiyonların frekansı, amlitüd ve kasılma gücü üzerine olan etkileri, 10 dakikalık periyotlar süresince, veriler normalize edilerek değerlendirildi. Bulguların istatistiksel değerlendirilmesinde ANOVA varyans analizi testi kullanıldı.

KCN (0.5mM) ile oluşturulan metabolik stres, spontan kontraksiyonları kademeli başlayan bir etki ile tama-men inhibe etti. Kasılma eğrisi altında kalan alan (spontan %100 ), KCN uygulamasını takiben %51.2±9.6 oranında baskılarken; PCr (5 mM) uygulamasını takiben kontrol değerlerinin %58.4±7.6 (p > 0.05 n=7), CK uygulamasını takiben ise %62± 7.2 (p > 0.05, n=7) düzeyine kadar derlendi.

CK/PCr enerji sisteminin, metabolik inhibisyona bağlı miyometriyum kasılma gücünde meydana gelen zayıflamaya kısmen aracılık ettiğini, ancak bunun kasılmayı sekteye uğratan tek sorumlu mekanizma olmadığını düşündürmektedir.
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INVESTIGATION OF THE ROLE OF PHOSPHOCREATINE/ CREATINE KINASE ENERGY SYSTEM IN METABOLIC INHIBITION-MEDIATED CONTRACTILE FAILURE OF ISOLATED RAT MYOMETRIUM 
ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the possible role of creatine kinase (CK)/phosphocreatine (PCr) energy system on adaptation to the hypoxia in terms of contractility using isolated rat myometrium. 

Myometrial strips were isolated from adult non-pregnant Wistar rats and suspended in an isolated tissue bath. 

The effects of test agents on the frequency, amplitude and force of contractions were evaluated by 10-min intervals. ANOVA was used for statistical analysis of data. 

KCN (0.5 mM) completely inhibited the spontaneous contractions with gradually increasing effect. The area under contractile curve (100% spontaneous) was inhibited to %51.2±9.6 by KCN and this value reversed to the 58.4±7.6% (p > 0.05 n=7), 62± 7.2% (p > 0.05, n=7) of the control values after application of PCr and CK, respectively.

CK/PCr energy system partly mediates the metabolic-inhibition mediated contractile failure in rat uterus but this system is not solely responsible from this contractile failure. 
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1. GİRİŞ
Kreatin kinaz (CK), kas hücrelerinde kreatin ile ATP molekülleri arasında fosfat içeriğinin geri dönüşümlü transferini katalize eden önemli bir en-zimdir. Farklı kas hücrelerinde kreatin kinaz enzimi-nin hücre membranı, sarkoplazmik retikulum, çekir-dek ve mitokondrideki dağılımı ve rolleri farklıdır (Wallimann ve ark, 1992). Enerji döngüsü iskelet kası ve kalp kasına göre çok daha yavaş olmasına rağmen, kreatin kinaz sisteminin düz kaslarda da ak-tif olduğu bilinmektedir (Nakayama ve Clark 2003). 

Uterus kontraksiyonlarının, uterusun perfüz-yonuna şiddetli derecede bağımlı olduğu ve hipok-siden hızla etkilenerek uterus kontraksiyonlarının zayıflayarak kademeli bir şekilde ortadan kalktığı gösterilmiştir (Harrison ve ark, 1994; Taggart ve ark 1997). Bu durum, doğum esnasında uterusun şiddetli kasılmalarına bağlı olarak kendini besleyen damar-larda meydana getirdiği oklüzyon sonucu, takip eden kasılmaların ve doğum eyleminin etkilenebile-ceği, klinik önemi olan bir gerçeği yansıtmaktadır. 

Uterus dokusu gebelik süresince pek çok me-tabolik, fonksiyonel ve yapısal değişikliklere uğradı-ğından, bu dokuda biyokimyasal olayların irdelen-mesi önemli ve dokuya özgüdür. Kreatin kinaz fos-fokreatin sisteminin uterus dokusunda mevcut ve fonksiyonel olduğu daha önceki çalışmalarda ortaya konmuştur (Clark ve ark, 1993). Kreatin kinaz siste-minin uterus dokusunda gebeliğe bağlı değişiklikler ile aşırı kasılmalara bağlı hipoksiye metabolik adap-tasyonda rol alıp almadığı kesin olarak bilinmemek-tedir.

Hipoksinin pek çok düz kas gibi miyometri-yumda da kontraktil gücü hızla baskıladığı bilin-mesine rağmen, aracılık eden mekanizma(lar) henüz netlik kazanmamıştır. Düz kaslarda enerji döngüsü çizgili kaslara göre çok daha yavaştır ve fizyolojik şartlar altında kreatin kinaz tarafından katalize edi-len reaksiyonla ADP ve fosfokreatin (PCr) kullanı-larak ATP sentez edilir.

Düz kaslar PCr-CK enerji sistemi yönünden pek çok önemli özellikler arz ederler. ATP (yaklaşık 2-5 mM) ve PCr (yaklaşık 3-6 mM) düzeyi çizgili kaslara göre çok daha düşüktür (Dawson & Wray, 1985; Ishida & Paul, 1990), Düz kas mitokondri-lerinde diğer bazı dokularda olduğu gibi (beyin tipi CK) dokuya has CK izoformu tespit edilmiştir (Ishida ve ark, 1991; Clark ve ark, 1993). 

Hipoksiye adaptasyonda PCr’nin önemli rol oynadığı bilinmektedir. On dakika süreli bir hipok-sinin ATP düzeyini anlamlı ölçüde etkilemediği, bu esnada ATP düzeyinin PCr tarafından idame edil-diği ve bu esnada PCr düzeyinin şiddetli ölçüde düştüğü gösterilmiştir (Ishida & Paul, 1990). Hipok-si esnasında ATP düzeyi sabit seyir göstermesine rağmen kas geriminin de şiddetli derecede düştüğü bilinmektedir (Ishida&Paul, 1990). Hipoksi esnasın-da düz kas geriminde meydana gelen düşüş ile PCr düzeyinde gözlenen azalma arasındaki belirgin paralellik durumu (Ishida & Paul, 1990) hipoksik şartlarda gerimin devam ettirilebilmesi için PCr’nin özel bir etkisinin olabileceğini düşündürmektedir. 

Yine yapılan başka bir çalışmada, aynı oran-da kalsiyum ve ATP içeren PCr’li ve PCr içermeyen iki solüsyonun kas lifi gerimi üzerine yaptığı uyarıcı etkiyi karşılaştırmış ve fosfokreatin içeren solüs-yonun çok daha etkin olduğu ortaya konmuştur (Nishimura & van Breemen, 1991).

Düz kaslarda Cr/PCr/CK enerji sistemi hak-kında önemli bilgiler ortaya konmasına rağmen, metabolik strese bağlı kontraktil baskılanmada kre-atin kinaz sisteminin etkisini irdeleyen bir çalışma literatürde mevcut değildir. 
Bu çalışmanın amacı izole sıçan miyometri-yumunda KCN ile indüklenen metabolik inhibisyo-na bağlı olarak gelişen kasılma baskılanması ceva-bında CK/PCr sisteminin olası rolü ve CK ile PCr uygulamasının bu kontraktil inhibisyon üzerine etkinliğini incelemektir.

2. MATERYAL VE METOT 

Çalışmada 10 adet gebe olmayan erişkin Wistar cinsi (200-250 gr) dişi sıçanların uterus horn-ları servikal dislokasyondan sonra çıkarılarak içeri-sinde Krebs solüsyonu bulunan bir Petri kutusunda 1X0.2X0.2 cm boyutlarında miyometriyum kesitleri hazırlandı. Her hayvandan aynı protokol için sadece bir kesit kullanıldı. Miyometriyum kesitleri içerisin-de %95 oksijen ve %5 karbondioksitle sürekli gazlandırılan 37oC’de Krebs solüsyonu bulunan ısı ceketli çift çeperli izole organ banyosunda 1 gramlık istirahat gerimi altında asılarak izometrik kasılmalar kayıt edildi. Krebs solüsyonu içeriği (mM/L): NaCl, 154; KCl, 5,4; MgSO4, 1,2; glikoz, 12; CaCl2, 2; HEPES, 10; olmak üzere her gün taze olarak hazır-landı ve pH’sı kontrol edilerek gerektiğinde 1 M NaOH.ile 7.4’e ayarlandı. İstirahat gerimine 30 da-kikalık bir uyum periyodundan sonra spontan kasılma gösteren miyometriyum kesitlerinden ilave 10 dakikalık kontrol kayıtları alındı. Bu periyodun daha sonra banyo ortamına potasyum siyanit (KCN, 0.5 mM), fosfokreatin veya kreatin kinaz  eklenerek; organdaki izometrik kontraksiyonların frekansı, amplitüt ve kasılma gücü (eğri altında kalan alan) üzerine olan etkileri, 10 dakikalık periyotlar süresin-ce değerlendirildi. Her gün taze olarak hazırlanan bu ajanın ışıktan korunmasına ve iyice çözünmesine özen gösterildi.

İzometrik kasılmalar dijital veri kazanım do-nanımına sahip bir izole organ sistemi (MAY, An-kara) aracılığıyla yazdırılarak ölçüm ve değerlendir-meler bu kayıtlar üzerinde yazılım programı kullanı-larak yapıldı. Kasılmaların amplitütleri miligram (mg) olarak, frekansları ise kasılma sayısı (kasılma sayısı/10 dakika) olarak hesaplandı. 

Kasılma gücü karşılaştırmasında (eğri altında kalan alan) ise 10 dakikalık periyotlarda kasılma eğrileri altında kalan alan hesaplanarak karşılaştır-malar % olarak yapıldı. Kontrol dönemi %100 kabul edilerek karşılaştırmalar yapıldı.

Bütün veriler ortalama(standart hata (Mean ( SEM) olarak verilmiştir. Verilerin istatistiksel de-ğerlendirilmesinde tek yönlü varyans analiz (ANO-VA) testi kullanıldı. p<0.05 anlamlı kabul edildi. Bütün istatiksel değerlendirmeler ve grafikler Mic-rogal Origin programı kullanılarak gerçekleştirildi.

3. BULGULAR
KCN (0.5 mM) ile oluşturulan metabolik stres, spontan kontraksiyonları kademeli başlayan bir etkiyle tamamen inhibe etti (Şekil 1-4). 
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Şekil 1. KCN’nin (0.5 mM) spontan kasılmalara etkisi ile ardından uygulanan fosfokreatin (5 mM) ve kreatin kinazın (10 uM) etkilerini gösteren orijinal trase. 
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Şekil 2. KCN’nin (0.5 mM) kasılmalara etkisi ile ardından uygulanan fosfokreatin (5 mM) ve kreatin kinazın (10 uM) kasılmaların ortalama frekans değerleri üzerine etkileri. 
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Şekil 3. KCN’nin (0.5 mM) kasılmalara etkisi ile ardından uygulanan fosfokreatin (5 mM) ve kreatin kinazın (10 uM) kasılmaların ortalama amplitüt değerleri üzerine etkileri.
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Şekil 4. KCN’nin (0.5 mM) kasılmalara etkisi ile ardından uygulanan fosfokreatin (5 mM) ve kreatin kinazın (10 uM) kasılma eğrisi altında kalan alan değerleri üzerine % etkileri.
İnhibisyonu takiben uygulanan PCr (5 mM) ve CK (10 µM) kasılmaları kısmen geri döndür-düyse de, bu ajanların sağladığı inhibisyondan kontrol değerlerine derlenme kasılmaların amplitüt ve frekans ve kasılma eğrisi altında kalan değerleri bakımından istatistiksel olarak anlamlı düzeyde değildi (P>0.05). Kasılma eğrisi altında kalan alan (spontan %100), KCN uygulamasını takiben %51.2 ± 9.6 oranında baskılanırken; PCr (5 mM) uygula-masını takiben kontrol değerinin %58.4±7.6 (P>0.05 , n=7), CK uygulamasını takiben ise kontrol değeri-nin %62±7.2 (P>0.05, n=7) düzeyine kadar derlendi (Tablo 1). 

Tablo 1. Miyometriyum kesitlerine KCN (0.5 mM) ile indüklenen metabolik inhibisyon ve fosfokreatin ile kreattin kinaz uygulamalarının kasılmaların frekans, amplitüt ve kasılma eğrisi altında kalan alan değerlerine etkileri. 

	Grup
	Frekans
	Amplitüd
	Alan

	Kontrol
	100.0 ± 0
	100.0 ± 0
	100.0 ± 0

	KCN
	66.6 ± 7.0*
	57.1 ± 10.1
	51.2 ± 9.6

	Fosfokreatin
	73.2 ± 7.4
	71.2 ± 3.8
	58.4 ± 7.6

	Kreatinkinaz
	81.7 ± 7.2
	83.0 ± 3.9
	62.0 ± 7.2


Ancak, KCN ile metabolik inhibisyon sağ-lanmasını takiben deney süresince kayıt çözeltisinin gazlandırılması dışında hiçbir ajan uygulanmadığın-da bile, KCN uygulamasını takip eden 30 dakika içerisinde inhibisyonun geri geldiği fakat bunun PCr veya CK+PCr uygulamasına göre çok daha uzun süre aldığı ve ilk 20 dakika süresince bu kaslardaki kasılmanın çok daha zayıf düzeyde kaldığı gözlendi (Şekil  2-4, n=3).

4. ARAŞTIRMA SONUÇLARI VE TARTIŞMA 

Bu çalışmanın bulguları, metabolik inhibis-yon esnasında gözlenen kasılma inhibisyonunda kas dokusuna enerji sunumunun bozulmasının tek başına ve yeterli bir etken olmadığı bilgileri ile uyumlu olarak (Clark ve ark, 1993; Nakayama ve Tomita, 1990; Taggart ve ark, 1997), kreatin ve kreatin kinaz uygulamasının kasılmalarda metabolik inhibisyonla indüklenen  inhibisyon üzerine kısmen de olsa rol oynayarak, fakat tam ve istatistiksel olarak anlamlı ölçüde olmayan bir geri dönüşüm sağladığını göstermektedir. Ancak, çalışma şartla-rında, kayıt çözeltisinin sürekli olarak gazlandırıl-ması dolayısı ile KCN ile indüklenen kontraktil inhibisyonun zamanla kendiliğinden de geri geldiği, fakat uygulanan kreatin ve/veya kreatin kinazın bu süreci daha erken geri döndürdüğü bulgusu dikkat çekmektedir. 

PCr’nin hücre fonksiyonu üzerine uyarıcı et-kisi pek çok farklı hücre için gösterilmiştir. İskemik miyokardiyumda PCr, iskemi sonrası kalbin kont-raktilitesinin onarımını hızlandırarak kardiyopro-tektif etki gösterir (Konorev ve ark, 1991). Yüksek enerjili fosfatların ileumda kalsiyum transportunu module ettiği (Dupuis ve ark, 1992), kas gerimini koruduğu (Ishida & Paul, 1990; Nishimura & van Breemen, 1991), vasküler düz kasların respirasyo-nunu artırdığı (Hardin ve ark, 1992), düz kasların hücre içi serbest kalsiyum ve magnezyum düzeyinin düzenlenmesine katkıda (Nakayama & Tomita, 1990) bulunduğu tespit edilmiştir. 

Kas hücreleri, enerji üretim ve kullanımı ara-sında bağlantıyı sağlayan kompleks ve özelleşmiş enerji sistemlerine sahiptir. Bu sistemlerden biri de kreatin ile ATP arasında fosfat içeriğini geri dö-nüşümlü olarak transfer eden kreatin kinaz (CK) izoenzimleri ailesidir. Mitokondrial sarkomerik izo-enzim mitokondrial membranın dış yüzeyi üzerinde yerleşmiş olup oksidatif fosforilasyonla üretilen ATP fosfokreatine transfosforile edilir (Saks ve ark, 1994; Kay ve ark, 2000).  Sitosolik izoenzim (MM-CK) ise miyofibrillerle yapısal olarak ilişkilidir. Sarkoplazmik retikulum membranı PCr’yi kullana-rak ATPaz’lar tarafından üretilen ADP’nin hepsini refosforile ederek normal kontraksiyon kinetiği veya kalsiyum geri alımı için yeterli enerjiyi sağlayabilir (Minajeva ve ark, 1996; Ventura-Clapier ve ark, 1994).

Düz kaslar yavaş bir metabolizma hızına sahip olduklarından belli bir periyottaki anoksik duruma karşı dirençli oldukları düşünülmektedir. Düz kaslar, aktiviteleri, fizyolojik ve biyokimyasal özellikleri bakımından önemli farklılıklar arz etmek-tedir ve anoksik duruma dayanırlıkları bakımından farklılıklar arz ederler. İn vitro çalışma sonuçları, uterus (Wray ve ark, 1992) ve mesane Thomas ve Fry, 1996) düz kaslarının anoksik ortamda hızla kasılma gücünü kaybettiklerini göstermiştir. Uterus kontraksiyonları uterusun perfüzyonuna şiddetli de-recede bağımlıdır. Sıçanlar üzerinde gerçekleştirilen bir in vivo çalışmayla hipoksi sonucunda uterus kontraksiyonlarının hızla ortadan kalktığı gösteril-miştir (Earley L, Wray S 1993; Harrison ve ark, 1994). Bu durum doğum esnasında uterusun şiddetli kasılmaları sonucunda kendini besleyen damarlarda meydana getirdiği bası sonucu takip eden kasılma-ların ve doğum eyleminin etkilenebileceği klinik önemi olan bir gerçeği yansıtmaktadır. 

Uterus dokusuna in vivo olarak kan akımının azalması, anaerobik metabolizmanın uyarılması, ATP gibi bazı metabolitlerde değişme ve pH’nın düşmesi gibi metabolik sonuçların ortaya çıkmasına yol açar. Bunlar da direk veya indirek olarak uterus kasılabilirliğini etkiler. Örneğin hücre içi pH düşme-si sonucu insan ve sıçan miyometriyum kasılmasının inhibe olduğu gösterilmiştir (Harrison ve ark, 1995; Parratt ve ark,1994).

Hücrelerde kreatin-PCr enerji mekiği meka-nizmasının olduğu; küçük ve daha iyi diffüze ola-bilme özelliği ile bu mekiğin hücrede ATP tüketilen bölgelerde ADP’nin hücre içerisinde düşük difüz-yon dinamiğini de kompanse ederek ATP sağladığı bilinmektedir (Bessman, 1985; Wallimann et al. 1992). Fakat, Yoshizaki ve arkadaşlarının (1990) kalp ve belli kas hücreleri için, ATP ve ADP’nin miyofibriller ve mitokondriler arasında kreatin kinaz reaksiyonu yardımı olmaksızın serbest olarak dola-şabildiğini ortaya koymuş olması bilgisi, bazı kas-larda kreatin-PCr mekiğinin enerji transportu için mutlak gerekli olmadığını düşündürmektedir. Mev-cut çalışmada da PCr/CK uygulamasının metabolik inhibisyona bağlı kontraktil baskılanmayı kısmen geri döndürse de tamamen ortadan kaldıramamış olması bulgusu, bu enerji sisteminin düz kasların hipoksiye adaptasyonda enerji sağlamada tek sorumlu veya etkili mekanizma olamayabileceğini düşündürmektedir. 

Metabolik inhibisyon modeli olan bu çalış-madan elde edilen veriler ışığında, uterus kasında metabolik adaptasyonda kreatin kinaz sisteminin rolünün daha iyi anlaşılabilmesi için hücre içi pH değişikliği, kalsiyum homeostazisi ve kontraktil ele-manların kalsiyum duyarlılığı ve inorganik fosfat birikmesi gibi metabolik inhibisyona bağlı kontrak-til baskılanmada rol oynayan diğer faktörlerin de birlikte ele alındığı ilave çalışmalar ihtiyaç bulun-maktadır.
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