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1.0ZET

Bu c¢alismada, izole sican miyometriyumunda metabolik
inhibisyona (kimyasal hipoksi ile saglanan) baghh kontraktilite
degisikliklerinde hiicre i¢i kalsiyum homeostazisinin roliiniin incelenmesi
amaclanmaistir.

Servikal dislokasyondan sonra, virjin sprague dawley cinsi disi
siganlardan miyometriyum kesitleri alinarak igerisinde 37°C’de (pH 7.4)
krebs soliisyonu bulunan ve % 95 Oz - % 5 CO: ile stirekli gazlandirilan
izole organ banyosuna asild. Istirahat gerimi uygulandiktan sonra kaslar
20 mM KCl ile standardize edildi. Diizenli kasilmalarin goriilmesinin
ardindan farkli gruplar halinde potasyum siyaniir (KCN), dinitrofenol
(DNF), dantrolen sodyum (Dantrolen-Na) ve etilen glikol tetra asetik asit
(EGTA) organ banyosuna uygulanarak izometrik kontraksiyonlarin
frekans ve amplitiitlerine olan etkileri 10 dakikalik periyotlar halinde
degerlendirildi. Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde sirasiyla ikili
karsilastirmalarda student-t testi, ti¢lii karsilagtirmalarda ise Kruskall-
Wallis varyans analiz testi kullanilda.

KCN (0.3 mM) ile DNF (0.8 mM)'nin kontrol kaydinin ardindan
ortama ilave edilmesi ile kontraksiyonlarda hemen baslayan belirgin bir
inhibisyon meydana geldi (n=8). 10 uM dantrolen sodyum hem KCN (0.3

mM, n=8) hem de DNF (0.8 mM, n=6)'nin inhibitor etkisini zayiflatti.



EGTA’min 1 mM’lik konsantrasyonu ise hem KCN (0.3 mM, n=7) hem de
DNF (0.8 mM, n=6) inhibitor etkisini ¢ok diisiik diizeyde azaltti.
Dantrolen-Na ile EGTA’'nin etkileri istatistiksel olarak karsilastirildiginda
dantrolen-Na'min olusan inhibitor etkiyi EGTA’ya gore ¢ok daha belirgin
bir sekilde zayiflattigr goriildii.

Bu calismanin bulgularinda, izole sican miyometriyumunda
metabolik inhibisyona bagl gelisen kontraktil inhibisyonda, hiicre ici Ca*™
salinimindaki degisiklerin rolii oldugu ve hiicre i¢i depolardan Ca*
saliniminin engellenmesi ile hiicre igi serbest Ca*'nin baglanmasi gibi
uygulamalarin Ca* homeostazisini degistirerek kasilmalardaki inhibitor

etkinin, kismen de olsa geri dondiiriilebildigi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Miyometriyum, metabolic stres, KCN, DNEF,

dantrolen-Na, EGTA.



2. ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the role of changes in
intracelular calcium homeostasis metabolic stress ( induced by chemical
hypoxia) on contractility of myometrium. Myometrial strips were isolated
from virgin Spraque Dawley rats after dislocation and suspended in on
isolated tissue bath containing Krebs solution continuously bubbled with
%95 O2 and %5 CO: maintained at 37 C de (pH 7.4). After manifestation
of spontaneous contractions were equilibrated under resting tension
dantrolene-Na, ethylene glycol tetra acetic acide (EGTA), dinitrophenole
(DNP) and potassium cyanide (KCN) were applied to the tissue bath. The
amplitude and frequency of contractions were evaluated by 10-min
intervals. Student-t test was used for statically analysis of data. Adding
either DNP (0.8 mM, n=8) or KCN (0.3 mM, n=8) to tissue bath caused a
rapid inhibition in KCl induced myometrium contractions. Application of
dantrolene-Na (10 uM) and EGTA (1 mM) caused a decrease in inhibitory
effects of metabolic stress induced by KCN (0.3 mM, n=8) DNP (0.8 mM,
n=6). However, statistical analysis clearly showed that dantrolene-Na has
a markedly greater effect compared to EGTA on inhibitory effect of

metabolic stress.



In conclusion, a result from this study indicates that Ca* ion play a
role, at least partially, on DNP and KCN induced inhibition of myometrial
contractions of rat. However, this inhibition can be reversed by inhibition
of Ca*-release from intracellular stores and chelation of intracellular
calcium.

Key words: myometrium, DNP, EGTA, KCN, Dantrolene-Na, metabolic

stress.



3.GIRIS

Izole uterus dokusu 1900'lu yillarin basindan itibaren gesitli
kimyasal ajanlarin fizyolojik ve farmakolojik etkilerinin arastirilmasi ve
klinik agidan terapotik amagla kullamilmalarma olanak saglamak igin
calisila gelen bir dokudur. Bugiin hala izole uterus dokusunun kendi
fizyolojisinin anlasilmas1 ve ortaya konmasi noktasinda bir¢ok calisma
ylritiilmektedir.

Diiz kaslar viicutta i¢ organlara ait tek birimli ve ¢ok birimli olmak
{izere iki farkli yapida bulunur. I¢ organlara ait diiz kaslar kan damarlar,
mide, barsaklar, mesane, solunum yollar1 ve uterus gibi i¢i bos organlarda
yer alirken ¢ok birimli diiz kaslar arasinda baglanti noktalar1 ¢ok az
gelismistir ve bu yap1 gdziin iris tabakasi gibi baz1 organlarda yer alir. Igi
bos organlarin duvarlarinda yer alan diiz kas yapilari, organin anatomik
yapisinin temelini olustururken, fizyolojik olarak fonksiyonel islevlerini
gerceklestirir. Diiz kas grubuna dahil olan uterus, sinirsel veya hormonal
bir uyar1 olmaksizin ritmik bir periyotta spontan olarak kasilabilir (88,22).
Diiz kaslar iskelet ve kalp kasindan farkli karakteristik 6zelliklere sahiptir.
Kalp ve iskelet kasinda mevcut olan ¢izgili bantlar diiz kaslarda mevcut
degildir ve diiz kaslar otonom sinir sistemi tarafindan kontrol edilirler.
Diiz kaslarin diger bir 6zelligi de iskelet kaslarindaki gibi tek bir yone

dogru degil, dokunun presentasyonuna bakilmaksizin degisik yonlere



dogru kasilabilir olmasidir. Bu 6zellik miyometriyumda dogum esnasinda
fetusun disar1 atilmasi igin itici gli¢ olusturmaktadir (16).

Uterus histolojik olarak ti¢ katmandan olusur: Tunika seroza
(perimetriyum), tunika muskularis (miyometriyum) ve tunika mukosa
(endometriyum) dur. Miyometriyumun alt ve i¢ tabakasini olusturan
endometriyum cesitli hormon, sitokin ve peptidlerce zengin salgilariyla
miyometriyumun kasilma islevini diizenler (88).

3. 1. Miyometriyal kasilmalarda elektriksel aktivite

Miyometriyal membran potansiyelindeki degisiklikler, uterus
aktivitesinin kontroliinde énemli role sahiptir. Miyojenik mekanizmalarin
temelini, = miyometriyumdaki = pacemarker  hiicrelerinin = spontan
depolarizasyonu  olusturur. = Kardiyak  kastan  farkli  olarak
miyometriyumdaki pacemarker hiicreleri anatomik olarak stabil olmayip
yerleri tam olarak belirlenememistir. Coleman ve ark. Uterustaki
pacemarker aktivitenin altinda yatan iyonik olaylar ve mekanizmalarin
tam olarak anlasilmasi noktasinda yogun calismalar gerceklestirmislerdir
(57,43). Membranda meydana gelen sodyum (Na*) ve potasyum (K*)'a
kars1 gecirgenlik aksiyon potansiyelinden once gerceklesen membran
potansiyelindeki yavas depolarizasyon sonucu meydana gelir.

Elektriksel aktivite ve pacemarker aktivitesindeki degisiklik

uterusun gebelik durumu ya da farkli canlilardaki uterus tiirlerinde



degisiklik gosterir. Fare longitudinal kaslarinda gebeligin ilk yarisinda -55
mV den -46 mV’a degisen dereceli bir depolarizasyon vardir. Sirkiiler kas
yapilarinda ise, bu degerler doguma kadar kiiciik degisikliklerle devam
ederek hemen hemen -45 mV seviyelerindeki bir deger ile depolarizasyon
gosterirler (55). Insan miyometriyumunda dinlenme membran potansiyeli
-45 ile -50 mV arasinda degisir (34)
3. 2. Uyarilabilme

Miyometriyumda uyarilabilirlik, aksiyon potansiyeli ve membran
potansiyeli ile ilgilidir. Uterus diiz kaslar1 herhangi bir sinirsel uyar:
olmaksizin sadece gerilme ile kasilabilir. Uterus diiz kas hiicrelerindeki
membran potansiyeli stabil degildir. Pacemarker olarak adlandirilan baz1
hiicrelerde spontan bir membran depolarizasyonu meydana gelir. Sican
miyometriyumunda Ca* kanallarinda gebelik boyunca bir artisin oldugu
ve uyarilabilirlige kars1 duyarlhilikta da yiikselme s6z konusudur (86,55).

Aksiyon potansiyelini hiicre igerisine giren Ca* tetikler ve
depolarizasyon meydana gelir, ardindan Ca™ kanallarinin inaktivasyonu
ve K"un hiicre disina ¢ikmasi membranda repolarizasyonu saglar (40).
Sonugta, uyarilabilmenin ve kasilmanin bagslica tetikleyicisi Ca* kanallar1
yoluyla hiicre igerisine Ca™'nin artisidir. Miyometriyumda K* iyon kanal
aktivitesinde de degisiklik s6z konusu olup uyarilabilmeyle birlikte voltaj

bagimh K* kanallarinda artisin oldugu goriiliir (12). Aksiyon potansiyeli



sayisindaki artis ile gebe insan miyometriyumunun son trimestrisi
esnasinda negatif membran potansiyelinde (-70 mV ile -55 mV) bir azalma
ile birlikte spontan kasilmanin sikliginda kademeli olarak bir artis
meydana gelir.

Membran yiizeyinde bulunan kanallardan gecen akimlarin
membran1 depolarize ettigi bilinmektedir. Pacemarker hiicrelerinin
fonksiyonel roliiniin tam olarak anlagilmasi, uterusun yaninda portal ven
ve {lretra gibi diger diiz kas yapilarindaki uyarilabilirligin de
anlasilmasina katkida bulunabilir (67).

3. 3. Miyometrial kasilmada iyon kanallarinin rolii

Uterustaki kasilmalarin gebelik ve dogum esnasinda kontrol
edilmesi ve diizenlenmesi 6nemlidir. Iyon kanal aktivitesinin membran
ylizeyinde potansiyel degisiklikler meydana getirdigi bilinmektedir (58).
Gebe uterus gebelik boyunca sekil, pozisyon ve hacim olarak degisiklige
ugrar. Bu esnada miyometriyumdaki iyon konsantrasyonunda
degisiklikler meydana gelir. Yapilan calismalarda kobay, sican ve kedi
izole miyometriyal hiicrelerinde hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon
konsantrasyonlar1 olgiilmeye calismistir. Yapilan oOl¢iimler sonrasinda
muhtemel hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortalama iyon konsantrasyonlar1 tabloda

ifade edilmistir.



Hiicre dis1

Hiicre disi Hiicre ici
Hiicre ici
Na* 137 mmol/L 40 mmol/L 3.4
Ca* 1.5 mmol/L 0.13 pumol/L 104
K+ 6 mmol/L 169 mmol/L 0.03
Cl- 134 mmol/L 65 mmol/L 2.1

Tablo 1. Kobay, rat ve kedi izole miyometriyum hiicrelerinde hiicre igi ve
hiicre dis1 muhtemel iyon konsantrasyonu (4).

Aksiyon potansiyeli esnasindaki Ca* girisi, voltaj kapili kanallar
vasitasiyla gerceklesir. Voltaj kapili Ca* kanallar1 spontan pacemarker
aktiviteyle yada hormonal ve ndronal uyar ile agilir. Dolayisiyla voltaj
kapili Ca* kanallari, uterus kasilmasi icin gerekli olan gii¢ tiretiminde
kritik rol oynar. Kontraktil aktivite yiiksek derecede hiicre disi Ca*™
konsantrasyonuna baghdir. Aksiyon potansiyelindeki ateslemenin
ardindan L-tipi voltaj duyarli Ca* kanallarinin agilmasiyla depolarizasyon
meydana gelir. Ca* kanal blokorleri selektif olarak miyometriyum
kasilmalarini inhibe eder (43). Son yillarda ice dogru Ca™ akimlari insan

miyometriyumunda gosterilmistir (84).



Ca* kanal inaktivasyonu hem Ca* konsantrasyonuna hem de
membran  potansiyeline  baghdir.  Yapilan  ¢alismalar  kanal
inaktivasyonlarimin L-tipi Ca** kanallar1 aracilifiyla daha belirgin olarak
gerceklestigini gostermistir (31). Gebe uterus; voltaj kapili, Ca** duyarh ve
ATP’ye duyarli kanallarinda dahil oldugu cesitli K* kanallarina sahiptir
(42). Uterusta bu iyon konsantrasyonu ve dagilimi gebe ve gebe olmayan
donemlere gore farklilik gosterir. Uterus kontraktilitesinin kontrolii i¢in K*
kanallarinin aktivitesi biiyiik 6nem tasir. Miyometriyal kasilmanin biitiinii
degerlendirildiginde gevseme periyodunun artmis K* iletkenligi ve K*
kanal aktivitesiyle iligkili oldugu gosterilmistir. Song ve ark. hormonal
sartlara bagimli miyometriyal hiicrelerde {i¢ farkli K* kanal alt tipi
belirlemislerdir (42).

Diiz kaslarda kalsiyum bagimhi Cl- kanallarinin (Icica) protein
yapida 4 izoformu tespit edilmistir. Ici.ca kanallarinin diiz kas hiicrelerinde
spontan kontraktil aktivitedeki elektiriksel olaylarmm ve pacemarker
aktivitenin diizenlenmesinde onemli rolleri oldugu diistintilmektedir (67).
Icica kanallarinin uterus kasilmalarindaki rolii ¢ok az bilinmekle beraber
bu kanallar ile ilgili insan miyometriyum hiicrelerinde hentiz bir calisma
gerceklestirilmemistir (38). Na* kanallarinin da uterus kontraksiyonlarina

katkida bulunduguna dair deliller vardir (62).



3. 4. Gap kavsaklan

Uterustaki pacemarker hiicrelerinin bulundugu bolgeleri tetikleyen
aksiyon potansiyelleri, tiim dokularin kasilmasina aracilik etmek igin
uterusa boylu boyunca yayilabilmelidir. Uterustaki gap kavsaklarinin bu
olusuma imkan veren miyometriyal hiicreler arasinda diisiik rezistansh
yolaklar oldugu diisiiniiliir. Gap kavsaklari membran proteinlerinden
olusmustur ve gebeligin son donemlerinde sayilarinda artis oldugu tespit
edilmistir (11). Miyometriyumdaki hiicreler arasi iletisimin hizli artisin
nedeni tam olarak ortaya konamamakla birlikte hidrojenin (H*) ve Ca*1un
gap kavsaklarmin iletkenligini degistirebildikleri diisiintilmektedir (68).
3. 5. Diiz kas kasilmasinin diizenlenmesi

Diiz kaslarda kontraktil aktivite iki ana baslikta incelenebilir; 1k
olarak fazik kontraksiyonlar ki orada kasilma ve gevseme siklusu
meydana gelir. Ikincisi ise tonik kasilmalardir onlarda da var olan
kontraktil giiciin diizeyi korunur. Fazik kasilmalar hiicre membranindaki
elektriksel uyarilabilirlige baghdir. Uyar1 aksiyon potansiyelinin iiretimine
neden olur. Olusan potansiyel gap kavsaklar yoluyla diger hiicrelere
yayilir. Depolarize olan hiicreler agonistlerin varhiginda IPs"iin indiikledigi
SR’den Ca* salinimina neden olur ve L-tipi kalsiyum kanallar1 yoluyla

Ca* girisi ile sonlanir (73,16,)



Tonik diiz kaslarda spontan aksiyon potansiyeli iiretimi ve
norohormonal agonistlerle Ca*nin girisi sonrasinda giicte bir artis
gozlenmez. Elektriksel aktivite, [Ca*]i ve gli¢ arasindaki iliski diiz
kaslarda tam olarak ortaya konamamuistir ancak bu ii¢ parametrenin
Olcimleri son yillarda yapilabilmektedir (8). [Ca*]inin yiikselmesi,
kalmodulin ile miyozin hafif zincir kinaz'inda aktive olmasina neden olur.

Miyometriyumda yer alan miyozin hafif zincir kinazin diger diiz
kaslardaki miyozin hafif zincir kinazin ile benzer oldugu gosterilmistir (3).
In vitro miyozin hafif zincir kinaz; sAMP, sGMP bagimmli kinazlar,
kalsiyum kalmodulin baglimli protein kinaz II ve protein kinaz C'ninde
dahil oldugu birka¢ protein kinazla fosforsuzlastirilir (72). Hem sAMP
bagimli protein kinaz hemde Ca*-kalmodulin bagimli protein kinaz II
nin fosforilasyonu in vitro miyozin hafif zincir kinazin yar1 aktivasyonu
i¢cin gereken Ca*-Kalmodulin kompleksinde bir artisa yol acar (82,60).

Miyozin hafif zincir kinazin artis1 miyozin hafif zincirlerini (MHZ)
fosforiller ve daha sonra aktin, ¢apraz koprii olusumunu saglamak igin
miyozin ATPaz1 aktive eder. Miyozin hafif zincir'in fosforilasyonu
kasilmanin baglamasmin en 6nemli belirleyicilerdendir. Kasilma periyodu
esnasinda MHZ'nin fosforilasyon diizeyi siklikla azalir ve giig, yavas bir
sekilde aktin ve miyozin’ in olusturdugu capraz koprii ile korunur.

Spontan kasilmalarda myozinin siklik fosforilasyonu ve defosforilasyonun



oldugu gosterilmistir (36). Csabina ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada
karbakol veya oksitosin ile ortaya ¢ikan kontraktil aktivitenin baslangig
fazinin hafif zincir fosforilasyonuyla iligkili oldugu gostermislerdir (15).

Kasilmanin sonunda [Ca™]i seviyesindeki degisiklik; Na*-Ca*™
ve mitokondri gibi hiicre i¢i organellerin rolleri ile primer olarak azalir.
[Ca*]i* nin azalmas1t MHZF'nin etkinligini arttirir Boylece MHZF 20 kilo
daltonluk (kDa) miyozin hafif zincirlerinin (MHZ) defosforilasyonunu
gerceklestirir. Defosforile olan miyozin baslar1 Ca* iyon konsantrasyonu
azalmis olmasina ragmen bir siire daha aktine bagl kalabilirler. Boylece az
enerji harcanmasina karsilik kasilmanin daha uzun siire muhafazasi
mimkiin olabilir (24,74).
3. 6. Hiicre ici Ca™ depolar1 ve Ca™ salinimi

Hiicre ici Ca* depolarindaki bazal Ca* seviyesi, miyometriyal
kasilabilirligin olugabilmesi yéniinden biiyiik 6énem arz eder. Istirahat
durumunda stoplazmadaki serbest kalsiyum derisimi yaklasik 100 nmol/L
diizeyinde tutulur. Stoplazma disindaki kalsiyum seviyesi igeriden
yaklasik 12000 kat daha fazladir (24). Dolayisiyla ice yonelik elektriksel ve
derisimsel bir farklanma bulunur. Eger uterus Ca* olmadig bir ¢ozeltiye
konulursa spontan aktivite zamanla kaybolur. Bu esnada uterus

agonistlerin ¢ozeltiye eklenmesi Ca* ve kasilma giictinde kiigiik ve gecici



bir artis meydana getirir (47). Bu gegici artis hiicre i¢i Ca** deposu olan
sarkoplazmik retikulumdan Ca* saliimmin gergeklestiginin de bir
gostergesidir. SR'den Ca* salinimi uterus diiz kasmin uyarilmasinda en
Oonemli mekanizmalardan biridir (70).

Ca*, inositol tri fosfat (IPs) tarafindan veya kendi kendine salinabilir
(kalsiyum tetiklemeli kalsiyum saliverilmesi). Agonist G-protein kenetli
reseptore baglandiginda ve fosfatidil inositol’'un hidrolizini uyardiginda
IP; diizeyi artar. Internal Ca™ deposu olan SR'nin kapasitesi ve roliiniin
yetiskin miyometriyumunda daha biiyiik oldugu distiniilmektedir.
Ayrica SR’ deki Ca*™ seviyesinin 6l¢limii son yillarda gerceklestirilmistir.
(53).

Hiicre dis1 Ca* girisinin yoklugunda agonistlerin uygulanmasi
sitozolik Ca™y1 arttirirken luminal Ca*™y1 azaltir. Miyometriyum
dokusunda IPs standardize edilen Ca* salmimi iizerinde kalsiyum
tetiklemeli kalsiyum salmimi (KTKS)'nin etkisinin olmadig1 ortaya
konulmustur (51).

Miyometriyumun IPs’e duyarliligi, diger diiz kas birimine dahil
olan vaskiiler diiz kaslardan daha azdir (39). Hiicre i¢i potansiyel Ca*
kaynaklarindan bir digeri sarkolemmaya baghh Ca* dir. Membrana bagl

Ca™ kasilma icin gerekli [Ca*]i artisina katkida bulunabilir. Grover ve ark.



plazma membrani {izerinde intracelular Ca** baglanma yerlerinin yiiksek
affinite ile pH’ya bagiml oldugunu gostermislerdir (28).

Hiicre dis1 Ca™ sarkolemmaya; 1) Ca™ nun hiicre igerisine pasif
sizmas1 yoluyla, 2) Voltaj duyarli Ca* kanallar1 yoluyla, 3) Reseptor
duyarli kalsiyum kanallar1 gibi gesitli yollarla girebilir. Son iki veri
farmakokinetik baglanma agisindan onem arz edip uterustaki kasilmanin
surdiiriilebilmesi agisindan 6nemlidir (9). Ca** stoplazmadan sarkolemmal
Ca-ATPaz pompasiyla uzaklastirilabilir. Ca-ATPaz pompasi, yaklasik
130.000 ile 150.000 molekiil agirligmna sahip polipeptid yapidaki
enzimlerdir. Mitokondri diiz kaslarda yiiksek kapasiteli diisiik affineteli
Ca™ depolama yeridir. Mitokondrial fonksiyonlar1 etkileyen birkag cesit
ajan Ca™ salimmminmi degistirebilir. Ca** salinimi kismen mitokondrial
uptake mekanizmalariyla diizenlenmektedir.

Diiz kas, kalp kasi ve yavas iskelet kasindaki SR Ca-ATPaz
aktivitesi ¢ok benzerdir (90). Miyometriyum normal aktivasyon formunda
iken hiicreden Ca*'u uzaklastiran bir Na*-Ca*™ degistiricisine sahiptir. Bu
Na-Ca** kompleksinin vaskiiler diiz kas yapilarinda fizyolojik sartlarda
katkilarmin kiigiik oldugu bilinmektedir. Eggermont ve ark. yapmuis
oldugu calismada sigir pulmoner arterlerinin plazma membranindaki
SR’de Ca-ATPaz aktivitesinin Na*-Ca* mekanizmasindan daha aktif rol

oynadigini gostermislerdir (21).



3.7. Hiicre ici depolardan Ca* salinimi, IPs ve G proteinleri

Uterin diiz kas kasilmas1 primer olarak ekstraseliiler Ca** varligina
bagh oldugundan reseptor aktiviteli kanallar yoluyla hiicreye Ca* girisi
gerceklesir, sonrasinda voltaj bagimli kanallardan hiicre igerisine giren
Ca™ kasilma igin gerekli olan [Ca*]i seviyesini attirir (88,23,45). Hiicre igi
depolardan Ca*™ saliniminin 6nemi IPs'i uyarmasidir. Agonist reseptore
baglandiktan sonra G proteinine baglanir bu kompleks fosfoinositidaz
C’yi IPs ve diagilgliserole hidrolize eder. IPs sarkoplazmik retikulumdan
Ca* sallmimina neden olur. G proteinlerinin gebeligin ilerleyen
donemlerinde fonksiyonel aktivitesinde degisikliklerin oldugu ve kobay
miyometriyum kasinda gebeligin son donemlerinde hem G proteini
hemde fosfoinositid hidrolizi arasindaki baglanmada belirgin bir
baskilanma oldugu rapor edilmistir (45).
3.8. Riyanodin ve kafein duyarli reseptorler

Riyanodin reseptorleri (RYRs) hizli ve diizenli Ca* salimimi igin
ozellesmis intraseliiler Ca*™ kanallaridir ve ¢izgili kasta eksitasyon-
kontraksiyon baglanmasi igin gereklidir (23). Memeli dokularinda iig
farkli RYR izoformu tanimlanmugtir. RYR1 iskelet kasinda, RYR2 kalp
kasinda ve RYR3 izoformu da beyin’in de dahil oldugu diger dokularda
diisiik diizeylerde {iiretilir. RYR kanallari, intraseliiler depolardan Ca*

salimmmi ile kontrol edilen cesitli fizyolojik ve patofizyolojik hiicre



siireclerinde kritik rol oynarlar ve hiicre diizenlenmesi igin potansiyel
farmakolojik hedefleri temsil ederler (50). Tavsan ince barsak ve mide diiz
kas hiicrelerinde yapilan ¢alismalar RYR duyarli depolarin Ca** salinimini
ana kaynag1 oldugu gostermistir (6,45).

Kafein ve riyanodin kolon sirkiiler diiz kaslarinda Ca™
homeostazisini degistirir. Bu bulgu kolon diiz kas yapisinda riyanodin
duyarl intraseliiler Ca** duyarli havuzlarin varligini gosterir (65). Cizgili
kaslardaki SR’de kafeine duyarli kanallar vardir ve bunlar portal ven ve
kolon gibi baz1 diiz kaslarda gosterilmistir. Kafein etkisini hiicre ici Ca*™
deposu olan SR’yi etkileyerek meydana getirir.

Serbest Ca*™ soliisyonunun kafein ile indiiklenmesi sadece [Ca*];
‘de gecici bir artis meydana getirir. Kafein gebe rat uterusunda dahili
depolardan Ca* salimimini tetikleyemez dolasiyla kasilma meydana
gelmez (66). Mide diiz kas hiicrelerinde kafein hem [Ca**]¢yi hemde nonselektif
katyonlari aktive eder (29).

3.9. Miyometriyal aktiviteyi diizenleyen néronal ve hormonal faktorler

Miyometriyal aktivitenin kontrolii bircok noronal ve hormonal
faktor tarafindan diizenlenmektedir. Yillardan beri uterusun otonom
innervasyonu bilinmesine ragmen noronal kontrol mekanizmalarinin

anlasilmas1 hormonal kontrol mekanizmalara oranla daha zayif kalmistir.



Postganklionik lifler uterin duvar1 damar yapilar1 boyunca devam ederek
miyometriyum ve endometriyumu innerve eder.

Uterusta dort tip adrenerjik reseptor bulunur (a 1, f1, a2, P2).
Uterusta au reseptorleri kasilmalari, 2 reseptorleri’de gevsemeyi saglar.
Reseptorlerin  sayist hormonal diizeye bagh olarak degisebilir.
Parasempatik innervasyonun miyometriyumdaki motor aktivitenin
diizenlenmesindeki roliiniin diisiik oldugu bilinmektedir. Muskarinik
stimulasyon IPs'ti ve Ca™nin konsantrasyonunu arttirarak stimulasyon
saglar. Buradaki kasilma i¢in hiicre disindan kalsiyum girisine ihtiyag
duyulur. Kasilmalarin ve dogumun sinirsel aktivite olmadan da
gerceklesebilecegi kanitlanmistir (10).

Uterustaki hormonal denge kasilmalarin kontrolii ve diizenlenmesi
icin bliylik 6nem tagir. Miyometriyum aktivitesinin kontrolii basta steroid
yapidaki Ostrojen ve progesteron olmak tizere bir¢ok hormon tarafindan
diizenlenir. Progesteron gebelik boyunca uterusta voltaj bagimli Ca*
kanallarmin olugsmasini engelleyerek hiicreye asir1 Ca* girisini onler (22).

Ostrojen kasilma proteinlerinin ve uterus kasilmasi igin zorunlu
olan regiilatdr enzimlerin sentezi icin  gereklidir.  Ostrojen
miyometriyumdaki hiicreler arasi iletisimi saglayan gap kavsaklarin
yapimini arttirirken o adrenerjik ajanlarin reseptor diizeylerinde artisa yol

a¢mast ile Ca** kanallarinin membranda diizenlenmesini de saglar (59).



Prostoglandinler ve Ostrojenlerin yani sira oksitosin miyometriyum
kasilmalarinin frekans, siddet ve siirelerinde artisa neden olur. Oksitosin,
kalsiyum igermeyen in vitro izole uterus dokusunda amplitiidii diisiik
olmasmna ragmen uzun siire kasilmaya neden olur (49). Kortikotropin
salgilatict hormon (KRH) gebelik siirecinde sAMP'nin olusumunu
uyararak kasilmalarin diizenlenmesine katkida bulunur (26). Relaksin,
miyometriyum hiicrelerinde sAMP sentezini uyararak gevsemeye neden
olur. Folikiil stimiilan hormon (FSH) sAMP aktivitesi tizerinden uterusun
gevsemesine neden oldugu bilinmektedir.

Pineal bezden salgilanan melatonin hormonu gebe veya gebe
olmayan ratlarin miyometriyumlarinda spontan veya oksitosin ile
standardize edilen kasilmalari inhibe eder (1). Progesteron in vitro
miyometriyum kasilmasimi azaltir ve miyometriyal gap kavsaklarmin
olusumunu inhibe eder. Progesteron gebelik siirecinde kalsiyum kanal
aktivitesinde azalma meydana getirir (25). Endotelin ve Liiteinizan
hormon (LH) gibi bircok hormon miyometriyal kasilmalarin
diizenlenmesinde rol oynar.

3. 10. Kan akimi ve uterin kasilmasi

Dogum esnasinda insan uterusundaki kasilmalar giicliidiir. 100

mmHg’ lik intra uterin basing genellikle degiskendir. Kasilma esnasindaki

glicin uterusu besleyen kan damarlar: tizerindeki basincin arttiracag: ve



bu damarlar1 tikayabilecegi aciktir. Koyunlarda yapilan deneysel
calismalar, kasilma esnasinda uterusu perfiize eden kan damarlarindaki
kan akim hizinin azaldigi sonucunu ortaya koymustur (76). Kan akim
hizinin azalmasiyla birlikte dokularin oksijene olan ihtiyaci artar.
Dokularin belirli bir siire O2’'den yoksun kalmas: gilicte de bir azalma
meydana getirir. Oksijen (O2) desteginin ya da pH'da ki degisikliklerin
uterusta meydana gelen gili¢ liretiminin olusumunda fonksiyonel olarak
rol aldig1 bilinmektedir. Uterus damarlar1 olusan hipoksiyi takiben ya da
hipoksi esnasinda gevsemez (47).

Uterusun da dahil oldugu diiz kaslarda ¢izgili kaslardan daha
diisiik oranda fosfokreatin [Fcr] ve [ATP] oldugu bulunmustur (46).
Uterustaki [ATP] ve [Fcr] konsantrasyonlar: sirasiyla 1.8 ve 3 mM cizgili
kaslarda ise 7 ile 25 mM’ dir. [Fcr] ve [ATP] uterusta gebelik esansinda
artar, dogumdan sonra azalir. Uterusta [ATP] {iiretimi agirhikli olarak
oksidatif fosforilasyonla olur, bu yolaklar bloklandiginda [ATP] seviyesi
azalir (89).

3. 11. Hipoksinin Diiz Kas Kasilmas1 Uzerine Olan Etkileri

Hipoksinin diiz kaslarda ateroskleroz, vasospazm, serebral kanama
ve uterus patolojilerinin’de dahil oldugu bazi disfonksiyonlarla iliskili
oldugu bilinmektedir. Her bir diiz kas tinitesi hipoksiye farkl1 duyarhlikta

cevap verir. Diiz kaslar diger kas tiplerine gore hipoksiden daha az



etkilenmelerine ragmen hipoksi sonucunda diiz kaslarda kasilma
mekanizmasimin degistigi bilinmektedir (79). Deney hayvanlarindan elde
edilen izole sican miyometriyumunda yapilan hipoksi ¢alismalarinda,
hipokisinin Ca™nin hiicre igi seviyesinde degisiklige neden oldugu
gosterilmistir (87). Gegici olarak Ca™ seviyesindeki diisme kasilma igin
gerekli olan giiclinde azalmasina neden olur, azalan gili¢ kasilmanin
amplitiid ve stiresinde bir diisiis ile sonuglanir. Diiz kaslarda yaklasik
olarak -45 mV olan istirahat membran potansiyeli K*, Ca* ve Cl- kanal
aktivitesinin dengesine baglidir ki bu hipoksi esnasinda degisebilir.

Diiz kas kontraksiyonunun diizenlenmesi i¢in gerekli olan K+, ATP,
Oz, ve Ca™nm hipoksi esnasinda modiilator etkilerinde fonksiyonel
degisikliklerin oldugu ortaya konulmustur (30). Fizyolojik olarak uterus
[pHi]’sindaki degisiklikler uterus aktivitesindeki artisa, hipoksiye,
solunum eforuna ve asit-baz dengesizligine bagli olabilir. Uterin [pHi]
Olctimleri ilk kez Dawson ve Wray tarafindan yapilmistir (17). Dogum
sonrasinda uterus pH’sinda azalma meydana gelir. Bu azalma dogumda
uterin aktivitesinden ¢ok endokrin degisikliklere bagli olarak olusur.
pH'nin azalmasi gebe ve gebe olmayan rat uterusunda spontan
kasilmalar1 baskilar (80).

Hipoksi ile birlikte SR’dan Ca*™ salimimi azalmaktadir. Bu esnada

Ca* hiicre igine akisinda bir azalma meydana gelir, hipoksinin diger diiz



kaslarda L-tipi kalsiyum kanal akimini inhibe ettigi rapor edilmistir (64).
Hipoksi esnasinda [ATP] ve pH'nin azalmasinda, Mg*yiikselmesi, [Pi]'nin
artis1 ve degismis hiicre i¢i redoks halinde meydana gelen farkliliklarin
rolii oldugu diisiintilmektedir (35).

Uterus diiz kaslarinin oksidatif fosforilasyonun siyaniir (KCN) ya da
dinitrofenol (DNF) ile inhibe edilmesi, hiicre i¢i pH, ATP ve fosfokreatin
(Fcr) seviyelerinde belirgin bir azalma sekillendirirken, inorganik fosfat
(Pi) seviyesinde artisla sonuglanir (85). Calismalar, ATP, fosfokreatin ve
inorganik fosfat seviyesindeki degisikliklerin uterus kontraktilitesi
tizerindeki etkilerinin kii¢iik miktarlarda oldugunu gostermistir (14).

KCN ile olusturulan metabolik inhibisyon sonucu meydana gelen
anoksik durum uterus kontraksiyonlarini inhibe etmektedir. Sonucta
KCN'nin yada diger hipoksi meydana getiren metabolik inhibitor
ajanlarin  uterus miyometriyumundaki kasilmalar1 baskilayabilecegi
agiktir. Miyometriyumda herhangi bir kimyasal ajana bagh olmaksizin
dogum esnasinda meydana gelebilecek bir uterus torsiyonu beraberinde
uterusu besleyecek damarlarin perfiizyon yapismin da bozulmasinm
getirir. Bu esnada hipoksi durumu meydana gelir. Dolayisiyla hipoksi ile
kasilmalar arasindaki bu fonksiyonel etkilesim klinik yonden de biiytik

Onem tasir.



3. 12 Dantrolen sodyum

Dantrolen, ¢izgili kaslar1 kas diizeyindeki primer etkisiyle gevseten
hidantoin tiirevi bir kimyasaldir. Kas gevsetici etkisinin mekanizmasi ve
etki yeri bakimindan santral etkili kas gevseticilerden ve noromiiskiiler
bloke edicilerden ayrilir. Kendine 6zgii bir spazmolitik etkisi vardir.

Kimyasal yapis1 asagida gosterilmistir.
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dantrolen sodyum

Sekil 1 Dantrolen sodyum'un kimyasal yapisi

Transvers tiibiil (T-tiibiil) membranina yayilan depolarizasyonun
sarkoplazmik retikulumu etkilemesi ile (transvers tiibiil- sarkoplazmik
retikulum kenetini) SR” dan Ca* salinimini inhibe olur (41). Diiz kaslarda
dantrolen-Na c¢alismalar1 kobay ileumu ve vas deferens’inde in vitro
olarak yapilmistir. Dantrolen dontiisiimsiiz olarak ileumda; KCl, histamin,

asetil kolin ve elektriksel uyariya olan gerilme cevaplarini azaltir (27). Bu



etki soz konusu kenetteki riyanodin reseptorlerinin (RYR-1) aktive
edilmesini engellemesine baghdir. Kas son plagma ve kas hiicre
membraninin diger  bolgelerine etkisi ~ yoktur; membran
depolarizasyonunu bozmaz, normal kontraktil yanit aktivator Ca™nin
sarkomerin SR’sindeki depolardan salinmasini kapsar.

3.13. Etilenglikol tetraasetik asid (EGTA)

Etilenglikol tetraasetik asid (EGTA) selator bir molekiildiir. EGTA +2
degerlikli katyonlarla selasyon yaparak katyonlar1 baglar. Takaaki ve ark.
yaptiklar1 c¢alismalarda EGTA'min diiz kaslarda Ca™'min indiikledigi
kasilmalar1 inhibe ettigi (Ca* tetiklemeli Ca™ saliverilmesi), Ca*'dan
bagimsiz kasilmalar: inhibe etmedigini gostermislerdir. EGTA'nin hiicre
ici Ca*y1 bagladig1 ve Ca* nin etkisini 6nledigi rapor edilmistir (44).

3.14. 2,4-dinitrofenol (DNF)

2,4-dinitrofenol kenet c¢oziicii olarak en sik kullanilan kimyasal
bilesiktir. Etki mekanizmasinda, solunum zincirindeki oksidasyonu
fosforlamadan zar tizerinden hidrojen sizmasina izin vererek
elektrokimyasal proton gradyentinin ¢okmesine neden olur (63).

DNF dokularda metabolizma hizini arttirir. Hipoksi esnasinda
sirkiilator etki ve solunum zincirindeki degisiklikler belirgin olarak artar.

DNF hiicre igerisinde ATP sentezini doza bagh olarak inhibe eden bir



maddedir ve elektron transfer zincirinde fosforilasyonu inhibe ederken
elektron taginmasini arttirir.

Sonugta, ATP/ADP oram1 azalir. DNFnin varliginda elektron
transferi devam eder ancak ATP sentezlenemez bu nedenle oksidasyon
devam eder fakat oksidatif fosforilasyon mekanizmasimin inhibe oldugu

gortiliir. 2,4- dinitrofenol’un kimyasal yapis1 asagidaki gibidir.
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Sekil 2. 2,4-dinitrofenol'un kimyasal yapis1

3.15. Potasyum siyanid (KCN)

Dokular i¢in son derece toksik bir maddedir. KCN dokularda
enzimatik aktiviteleri degistirerek oksidatif fosforilasyon mekanizmasim
bozmaktadir. Dokularda metabolik inhibisyonun sonucu hipoksi tablosu

meydana getirerek dokularin oksijenizasyonuna engel olur. KCN solunum



zincirinde yer alan sitokrom oksidaz enzimini sitokrom b ve sitokrom c
arasinda inhibe eder. Sitokrom oksidaz oksidatif fosforilasyonun son
basamagini katalize eden bir enzimdir. Bu enzim oksijeni indirgeyerek
ATP diretimini arttirir (37). Mitokondrial bir enzim olan sitokrom
oksidazin siyaniir tarafindan inhibe edilmesi ATP diizeyinde azalma
meydana getirir. (18)

KCN hiicre igerisinde aneorobik metabolizmanin etkisiyle
ATP/ADP oraninda azalmaya neden olur, bu azalma sonugta Ca*™
homeostazisi gibi enerji bagimli stirecleri degistirir. NOrotransmitter
salimmindaki degisiklikler ile birlikte Ca* regiilasyonunun bozulmasi,

elektriksel aktiviteyi degistirebilir (56).



4. GEREC VE YONTEM

4.1.izole organ banyo sistemi

Bu sistem, uterustan hazirlanan seritlerin yerlestirildigi hazne,
Krebs c¢ozeltisi bulunan depo, depo ve hazneler arasinda Krebs
¢Ozeltisinin akmasmi ve bosaltilmasin1 saglayan iletim hortumlariyla,
izometrik gii¢ dontistiiriiciiden olusmaktadir (Caliskan Cam Teknik,
Ankara (sekil 1)).

Bu sistemin ¢ift c¢eperli yapis1 geregi termostatli dolasim
pompasindan saglanan 37°C’deki distile suyla disaridan isitilmaktadir.
[zole organ banyosu igerisinde yer alan Krebs soliisyonu %95 Oz ve %5
CO:z oranindaki gaz konsantrasyonu ile siirekli olarak gazlandirildi.

[zometrik glic dontistiiriiciist (MAY IOBS 99 Ankara, Tiirkiye),
Miyometriyum seridinde meydana gelen kasilmayla olusan giicii
biyoelektriksel potansiyellere doniistiirmektedir. Elde edilen elektriksel
potansiyeller de amplifikatore aktarilarak amplifiye edilmekte ve anolog
/dijital dontistiiriici ara birim sayesinde bilgisayar ortamina aktarilarak
kayit elde edilmektedir. Elde edilen degerler Biopac 10.0 veri analizi ile
bilgisayar ortaminda kayit edilmektedir. Bahsedilen kayit diizenegi

asagidaki resimde gosterilmistir.



Sekil 3. Izole organ kayit sistemi

4.2.Kullanilan soliisyonlar

Calismada uygun sartlarda hazirlanan Krebs soliisyonu kullanildi.
Kullanilan Krebs soliisyonunun formiilasyonu (mM/L); NaCl 120, MgSOx
1.2, KCI 4.6, CaCl: 1.5, Glikoz 11, KHPOs 1.2, NaHCOs 20 olarak
hazirlandi. Bidistile, de-iyonize su kullanilarak her giin taze olarak
hazirlanan Krebs soliisyonunun pH’s: dlglilerek gerektiginde ortofosforik
asit ilave edilerek 7.4" e ayarlandi. Soliisyon hazirlanirken magnezyum
Kloriir ve kalsiyum kloriir ayr1 ayr1 ¢oziindiikten sonra toplam ¢ozeltiye
ilave edildi. Soliisyon, igerisindeki iyon konsantrasyonun tamamen

homojenize olmasi ve ¢okmenin engellenmesi igin siirekli ¢alkalanda.



4.3.Miyometriyum seritlerinin hazirlanmasi

Calismada Sprague Dawley cinsi yetigkin 12 haftalik, 200- 250 gr
arasi disi sicanlar kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saatlik karanlik
151k periyodunda, 23 C* lik oda 1sisinda plastik kafeslerde begerli gruplar
halinde tutuldu. Hayvanlar standart pelet yem ve musluk suyu ile
beslendi.

Servikal dislokasyondan sonra siganlarin karin bolgeleri agildi
Barsaklar ve diger karin igi organlari ekarte edilerek ovaryumlar ve uterus
govdesi arasinda kalan iki uterus hornu dikkatlice kesildi ve icinde Krebs
¢ozeltisi bulunan petri kutusuna konuldu. Uterus hornunun
antimezenterik kenar:1 longitudunal istikamette diizgiince agildi. Acgilan
uterus hornularindan tiim uterus katmanlarimi iceren 1X0.1X0.1 cm
boyutlarinda kesitler alinarak uterus longitudunal olarak seritlere ayrildi.
Seritler her iki ucundan ipek ipliklerle baglanarak bir ucu iginde Krebs
¢ozeltisi bulunan haznenin tabanmna, diger ucu ise yine ipek iplik
kullanilarak izometrik gili¢ g¢evirgecine sabitlenip organ banyosuna
vertikal olarak asildi (MAY, Commat Ltd., Ankara).
4.4.Deney Prosediirii

Deneye baslamadan izometrik gii¢ cevirgecine bir gramlik bir
agirhk asilarak bilgisayarda yazilim sisteminde gozlenen degerler

belirlendi ve sistem bir gramlik gerimi gostermek {izere kalibre edildi.



Daha sonra izometrik gii¢ gevirgeci ile baglantili mikro oynatici hareket
ettirilerek asilan miyometriyum kesitine bir gramlik bir istirahat gerimi
uygulandi ve miyometriyum kesiti bu istirahat gerimine adapte olmak
tizere 60 dakika beklendi. Bu esnada her 10 dakikalik periyotta
miyometriyum kesiti taze Krebs soliisyonu ile yikandi. 20 dakikalik denge
doneminin sonunda seritlerin bulundugu hazneye 20 ve 30 mM Potasyum
kloriir (KCl) uygulanarak kasilmalar standardize edildi; miyometriyum
seritlerini KCl ile indiiklemenin amaci miyometriyum kasilmalarina ilave
glic saglayarak kasilmanin denge ve standardizasyonu saglamakti. KCl
uygulamasina kasilma cevabir vermeyen kaslar deney protokoliinden
¢ikarild.

Denge islemleri saglandiktan sonra belirli zaman periyodunda
farkli deney protokolleri uygulanmasi amaciyla igerisinde Krebs
soliisyonu bulunan hazneye kimyasal ajanlar ilave edildi. Izometrik giic
cevirgeciyle monitorize edilen miyometriyum kasilmalar1 kayit altina
alind.

Bu c¢alismada uygulanan deney protokolleri asagidaki gibi
gruplandirilmastir.

1.protokol, (n=8): Kontrol+ 24-dinitrofenol (DNF, 0.8 mM)

uygulanan grup.



2.protokol, (n=8): Kontrol + Potasyum Siyaniir (KCN, 0.3 mM)
uygulanan grup
3.protokol, (n=6): Kontrol + Etilen Glikol Tetra Asetik Asit (EGTA,

1 mM) + 2,4-dinitrofenol (DNF, 0.8 mM) uygulanan grup.

4. protokol, (n=7): Kontrol + Etilen Glikol Tetra Asetik Asit (EGTA,

1 mM) + potasyum siyantir (KCN, 0.3 mM) uygulanan grup.

5. protokol, (n=6): Kontrol + Dantrolen (dantrolen-Na 10uM) + 2,4-

dinitrofenol (DNF, 0.8 mM) uygulanan grup.

6. protokol, (n=8): Kontrol + Dantrolen (dantrolen-Na 10uM) +

potasyum siyantir (KCN, 0.3 mM) uygulanan grup.

1. protokol: KCl ile standardize edilen kaslarda bir saatlik zaman
periyodundan sonra kayit islemine gegildi. 10 dakika kontrol kayd: alindi
ardindan hazneye 0.8 mM DNF ilave edildi ve 10 dakika sonra kayit sona
erdirildi.

2. protokol: KCl ile standardizasyonu saglanan kaslarda bir saatlik zaman

periyodundan sonra kayit islemine gegildi. Ik 10 dakika kontrol kaydi



alindi, ardindan ortama 0.3 mM KCN ilave edilerek 10 dakika daha
beklendi ve kayit sonlandirildi.

3. protokol: KCl ile standardize edilen kaslarda bir saatlik zaman
periyodundan sonra kayit islemine gecildi. ilk 10 dakikada kontrol kayd1
alinds, izleyen 10 dakikalik periyotta ortama 1 mM EGTA ilave edildi ve
kayit islemine devam edildi . Ardindan son 10 dakikalik zaman diliminde
ise ortama 0.8 mM DNF ilave edilerek kayit islemi sonlandirildi.

4. protokol KCl ile standardize edilen kaslarda bir saatlik zaman
periyodundan sonra kayit islemine gegildi. Miyometriyumdan on
dakikalik kontrol kayd:i alindi. Alman 10 dakikalik kayittan sonra
haznedeki soltisyona 1 mM EGTA ilave edildi ve 10 dakika daha kayit
alindi. Hemen ardindan ortama 0.3 mM KCN ilave edildi ve 10 dakika
sonra iglemi sonlandirildi.

5.protokol: KCI ile standardize edilen kaslarda bir saatlik zaman
periyodundan sonra kayit islemine gecildi. Ilk 10 dakikada kontrol kayd1
almip ardindan hazneye 10 uM dantrolen-Na ilave edildi ve 10 dakika
kayit alindi. Dantrolen-Na varliginda alinan kaydin ardindan ortama 0.8
mM DNF ilave edildi ve 10 dakika daha kayit almarak protokol
sonlandirildi.

6.protokol: Bu deney protokolunde KCl ile standardize edilen kaslarda bir

saatlik zaman periyodundan sonra kayit islemine gecildi. 10 dakika



siiresince kontrol kayd: alindi ardindan Krebs soliisyonunun bulundugu
hazneye 10 uM dantrolen-Na ilave edildi. 10 dakikalik kayit sonrasinda
ortama 0.3 mM KCN ilave edilip deney protokoliil0 dakika sonra sona
erdirildi.

Kasilmalarin amplitiit, frekans ve kasilma egrisi altinda kalan
alanlar1 10’ar dakikalik zaman periyotlar1 seklinde degerlendirildi.
Kasilmalarin frekanslari kasilma sayis1/10 dakika cinsinden hesaplandi.
Kasilmalarin amplitiitleri miligram (mg) cinsinden hesaplanmis olup alan
ise; 10 dakikalik zaman dilimindeki kasilma egrisi altinda kalan alanlarin
% degerleri alinarak hesaplandi.
4.5.Kimyasal ajanlar:

Bu tez c¢alismasinda kullanilmak {izere hazirlanan Krebs
soliisyonunun igerigindeki tiim kimyasallar analitik saflik diizeyindeydi
(Sigma, Desisenhofen, Almanya). Deney protokoliine dahil olan diger
kimyasallar; 2-4 DNF (2,4-Dinitrofenol, Merck, Almanya), KCN (Potasyum
Siyaniir, Sigma), (Dantrolen sodyum, Sigma), EGTA (Etilen Glikol Tetra
Asetik Asit, Sigma), olmak tizere, bi-distile de-iyonize su igerinde
coziindiiriilerek istenilen konsantrasyonlarda miyometriyum seridinin
oldugu hazneye ilave edildi. Kimyasallarin distile su igerindeki
¢oztintirliiglinti arttirmak i¢in hazirlanan karisim karistiricida stirekli

calkalanda.



4.6 Veri Analizi

Biitlin veriler ortalama + standart hata (Mean +SEM) olarak verildi.
Istatistiksel degerlendirme ve grafik cizimlerinde sirasiyla SPSS 10.0 ve
orgin 5.0 istatistik programi kullanildi. Amplitiid ve frekans degerlerinin
ikili kargilastirilmalari i¢in student’s t testi, liglii karsilagtirmalar igin ise
Kruskall-Wallis varyans analiz testi kullanildi. Kasilma egrisi altinda
kalan alanlar yiizde birim olarak hesaplandi. Anlamlilik diizeyi

bakimindan p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.



5. BULGULAR

5.1. KCl ile standardize edilen miyometriyum kasilmalarina
dinitrofenol’un (DNF) etkisi

Krebs soliisyonu igerisinde yer alan miyometriyum seritleri KCl ile
standardize edildi. Kasilmalarin standardizasyonu saglandiktan sonra
kayit islemine gecildi, elde edilen 10 dakikalik kontrol kaydinin
ardindan ortama 0.8 mM DNF ilave edildi. DNF ilavesi sonrasinda
kasilmalarm, frekans, amplitiit ve egri altinda kalan alan degerleri

istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdi (*p<0.05, Sekil 4).

Kontrol DNF (0.8 mM)
Frekans (kasilma
10.9+0.8 1.3+£0.8*
say1s1/10 dk.)
Amplitiid (mg) 1985+56 131+20*
Alan (%) 100 2.21*

Tablo 2. KCl ile standardize edilen miyometriyum seritlerine 0.8 mM 2,4-
dinitrofenol uygulanmas: ile elde edilen frekans (kasilma sayis1/10
dakika), amplitiid (mg) ve kasilma egrisi altinda kalan alanlarin (%)

ortalama ve standart hata degerleri ( n=8, *p<0.05)
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Sekil 4. KCl ile standardize edilen, krebs soliisyonu kullanilarak gergeklestirilen
kayitlarda; A) Kontrol ve 0.8 mM DNF'nin kasilmalara olan etkilerini gosteren
orijinal trase, yatay eksen zamani, dikey eksen ise amplitiidii gostermektedir
(n=8). B) Kontrol ve 0.8 mM DNF uygulanmasi esnasinda ortalama frekans
degerleri. C) Kontrol ve 0.8 mM DNF uygulanmasi esnasinda ortalama amplitiit
degerleri. D) Kontrol ve 0.8 mM DNF uygulanmas: esnasinda kasilma egrisi

altinda kalan ortalama alan degerleri.



5.2 KCl ile standardize edilen miyometriyum kasilmalarina Potasyum
siyanid’in (KCN) etkisi

Krebs soliisyonu igerisinde yer alan miyometriyum kasilmalar1 KCl
ile standardize edildi ve 10 dakikalik kontrol kaydinin ardindan ortama
0.3 mM KCN ilave edildi. KCN ilavesi sonrasinda kasilmalarin frekans,
amplitiit ve kasilma egrisi altinda kalan alan degerleri istatistiksel olarak

anlamli bir inhibisyon gosterdi (*p<0.05).

Kontrol KCN(0.3 mM)
Frekans (kasilma
10.3+1.2 1.2+0.3*
say1s1/10 dk.)
Amplitiid (mg) 2135493 149+24*
Alan (%) 100 2.23*

Tablo 3. KCl ile standardize edilen miyometriyum seritlerine 0.3 mM KCN
uygulanmasi ile elde edilen frekans, amplitiid ve alanlarin ortalama ve

standart hata degerleri (n=8, *p<0.05)
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Sekil 5: KCl ile standardize edilen, Krebs soliisyonu kullanilarak gerceklestirilen
kayitlarda; A) Kontrol ve 0.3 mM KCN’ nin kasilmalara olan etkilerini gosteren
orijinal trase, yatay eksen zamani, dikey eksen ise amplitiidii gostermektedir
(n=8). B) Kontrol ve 0.3 mM KCN'nin uygulanmasi esnasinda ortalama frekans
degerleri. C) Kontrol ve 0.3 mM KCN uygulanmas: esnasinda ortalama amplitiit
degerleri. D) Kontrol ve 0.3 mM KCN uygulanmas: esnasinda kasilma egrisi

altinda kalan ortalama alan degerleri.



5.3. KCl standardize edilen, krebs soliisyonu icerisindeki
miyometriyuma etilen glikol tetra asetikasid (EGTA) ve 24-
dinitrofenol’un (DNF) etkileri
Bu deney gurubunda EGTA varliginda DNFnin miyometriyum
kasilmalar1 tizerindeki etkileri incelendi.1 mM EGTA’nin igerisinde krebs
soliisyonu bulunan hazneye uygulanmasiyla, doz bagmli olarak
kasilmalarin frekans ve egri altinda kalan alan degerlerinde azalma
varken (*P<0.05) kasilmalarin amplitiidlerinde istatistiksel olarak bir
farklilik gozlenmedi (Sekil 6.C-D, Tablo 4).
Kasilmalarin 1 mM EGTA ile muamele edilmelerinin ardindan
ortama 0.8 mM’lik DNF ilave edildi. DNF uygulamasindan sonra frekans,
amplitiit ve kasilma egrisi altinda kalan alan degerleri bakimindan

istatistiksel olarak anlaml bir inhibisyon gozlendi (Tablo 4)

Kontrol EGTA (1 mM)  DNF (0.8 mM)
Frekans(kasiima 12.5+0.6 9+0.6* 3+0.3*
say1s1/10 dk.)
Amplitiid (mg)  2215+56 2148+95 1473+20%
Alan (%) 100 82.2% 19.7*

Tablo 4. KCl ile standardize edilen miyometriyum seritlerine 1 mM EGTA ve
0.8 mM DNF uygulanmasi ile elde edilen frekans, amplitiit ve alanlarin ortalama

ve standart hata degerleri (n=6, *p<0.05)
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Sekil 6. . KCl standardize edilerek gerceklestirilen miyometriyum
kayitlarinda; A) Kontrol, 1 mM EGTA'min kasilmalara etkisi ile ardindan
uygulanan 0.8 mM DNF'nin etkilerini gosteren orijinal trase, yatay eksen zaman,
dikey eksen ise amplitiitii gostermektedir (n=6). B) Kontrol, 1 mM EGTA ve 0.8
mM DNF uygulanmas: esnasinda ortalama frekans degerleri. C) Kontrol, 1 mM
EGTA ve 0.8 mM DNF uygulanmasi esnasinda ortalama amplitiid degerleri. D)
Kontrol, 1 mM EGTA ve 0.8 mM DNF uygulanmas: esnasinda kasilma egrisi

altinda kalan ortalama alan degerleri.



5.4. KCl ile standardize edilen miyometriyum kasilmalarina etilen
glikol tetra asetikasid (EGTA) ve potasyum siyaniir'iin (KCN) etkileri

Bu deney gurubunda EGTA varliginda KCN'nin kasilmalara olan
etkisi incelendi.

1 mM EGTA uygulanmasi sonucu elde edilen kasilmalarin
frekansinda bir anlamlilik yoktu. Amplitiid ve kasilma egrisi altinda kalan
alan degerlerinde ise EGTA’ya bagh olarak istatistiksel bir azalma
gozlendi (*p<0.05 Sekil 7 C-D).

Kasilmalara ImM EGTA uygulanmasmin ardindan 0.3 mM KCN
uygulanmasi kasilmalarin frekans, amplitiit ve kasilma egrisi altinda

kalan alan degerlerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltti.

(p*<0.01),Tablo 5)
Kontrol EGTA (1 mM) KCN (0.3 mM)
Frekans (kasiima 13+0.8 10.141.6% 1.8+0.3*
say1si/10 dk.)
Amplitid (mg) 1946+67 148615 648+17*
Alan (%) 100 80.3 5.91*

Tablo 5. KCl ile standardize edilen miyometriyum seritlerine 1 mM EGTA ve 0.3
mM KCN'nin uygulanmasi ile elde edilen frekans, amplitiit ve egri altinda kalan

alanlarin ortalama ve standart hata degerleri ( n=7, *p<0.05).
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Sekil 7. KCl standardize edilerek gergeklestirilen miyometriyum
kayitlarinda; A)kontrol, 1 mM EGTA’nin kasilmalara etkisi ile ardindan
uygulanan 0.3 mM’Iik KCN'nin etkilerini gosteren orijinal trase, yatay
eksen zamani, dikey eksen ise amplitiitii gostermektedir (n=7). B) Kontrol,
1 mM EGTA ve KCN (0.3 mM) uygulanmasi esnasinda ortalama frekans
degerleri. C) Kontrol, 1 mM EGTA ve 03 mM KCN uygulanmasi
esnasinda ortalama amplitiit degerleri. D) Kontrol, 1 mM EGTA ve 0.3
mM KCN uygulanmas: esnasinda kasilma egrisi altinda kalan ortalama

alan degerleri.



5.5 KCl ile standardize edilen miyometriyum kasilmalarina, dantrolen
sodyum (Dantrolen-Na) ve 2-4 dinitrofenol’un (DNF) etkileri

Bu deney gurubunda, Krebs soliisyonu igerisinde KCI ile
indiiklenmis miyometriyum kasilmalarina 10 dakikalik kontrol kaydimnin
ardindan 10uM’lik dantrolen-Na ilave edildi. ilave edilen dantrolen-Na
kasilmalarin  frekansim1  ve  amplitiid’iinii  istatistiksel ~ olarak
degistirmezken egri altinda kalan alan degerlerini istatistiksel anlamlilik
diizeyinde azaltt1 (p<0.05).

Dantrolen-Na uygulanmasi sonrasinda ortama 0.8 mM’lik DNF
ilave edildi. DNF, dantrolen-Na varliginda kasilmalarin frekans,
amplitiit ve egri altinda kalan alan degerlerini anlamli olarak azaltti

(*p<0.05, Sekil 8. B-C-D)

Kontrol Dantrolen-Na (10 uM) DNF (0.8 mM)
Frekans(kasilma
10.1£0.6 9+0.6 5+0.3*
say1s1/10 dk.)
Amplitiid (mg) 2183+43 205665 954+12*
Alan (%) 100 76.2 30.28*

Tablo 6. KCl ile standardize edilen miyometriyum seritlerine 10 uM dantrolen-

Na ve 0.8 mM DNF uygulanmasi ile elde edilen frekans, amplitiit ve egri altinda

kalan alanlarin ortalama ve standart hata degerleri (n=6, *p<0.05).
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Sekil 8. KCI standardize edilerek gergeklestirilen miyometriyum
kayitlarinda; A) Kontrol, 10 uM dantrolen-Na'nin kasilmalara olan etkisi
ve ardindan uygulanan DNF'nin (0.8 mM) etkilerini gosteren orijinal trase,
yatay eksen zamani, dikey eksen ise amplitiitii gostermektedir (n=6). B)
Kontrol, 10 uM dantrolen-Na ve 0.8 mM DNF'nin uygulanmasi esnasinda
ortalama frekans degerleri. C) Kontrol, 10uM dantrolen sodyum ve 0.8
mM DNFnin uygulanmasi esnasinda ortalama amplitiit degerleri. D)
Kontrol, 10 uM dantrolen-Na ve 0.8 mM DNF'nin uygulanmasi esnasinda

kasilma egrisi altinda kalan ortalama alan degerleri.



5.6. KCl ile standardize edilen miyometriyum kasilmalarina, dantrolen

sodyum (Dantrolen-Na) ve potasyum siyanid’in (KCN) etkileri

Krebs soliisyonu igerisinde KCl ile indiiklenmis miyometriyum
kasilmalarma, 10uM dantrolen-Na uygulanmasi. 10 dakikalik periyot
boyunca kasilmalarin frekans sayilarinda ve amplitiid’lerinde
istatistiksel yonden farklilik gozlenmedi. Egri altinda kalan alan
degerlerinde ise istatistiksel olarak inhibisyon gozlendi (*p<0.05)

Dantrolen-Na ilavesinden sonra ortama 0.3 mM KCN ilave edildi.
KCN'nin uygulanmasi, dantrolen-Na ilavesi ile alinan kayitlara oranla
kasilmalar1 anlamli olarak inhibe etti (p<0.05). Kontrol kayitlar1 ile
karsilagtirildiginda, KCN kasilmalarin frekans, amplitiit ve egri altinda

kalan degerlerinde belirgin bir azalma meydana getirdi (n=8 ,*p<0.05).

Kontrol Dantrolen (10 uM) KCN(0.3mM)
Frekans(kasilma
10.7+0,7 9+0.8 4.5+0,3*
say1s1/10 dk.)
Amplitud (mg) 2490+16 2241443 1473+11*
Alan (%) 100 73.2% 31.4%

Tablo 7. KCl ile standardize edilen miyometriyum geritlerine 10 uM dantrolen
sodyum ve 0.3 mM KCN uygulanmasi ile elde edilen frekans, amplitiit ve egri

altinda kalan alanlarin ortalama ve standart hata degerleri (n=8 ,"p<0.05)
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Sekil 9. KCl standardize edilerek gerceklestirilen miyometriyum
kayitlarinda; A) Kontrol, 10 uM dantrolen sodyumun kasilmalara olan etkisinin
ardindan 0.3 mM KCN'nin etkilerini gosteren orijinal trase, yatay eksen zamanu,
dikey eksen ise amplitiitii gostermektedir (n=8). B) Kontrol, 10 uM dantrolen
sodyum ve 0.3 mM KCN uygulanmasi esnasinda ortalama frekans degerleri. C)
Kontrol, 10 uM dantrolen sodyum ve 0.3 mM uygulanmasi esnasinda ortalama
amplitiit degerleri. D) Kontrol, 10 pM dantrolen sodyum ve 0.3 mM KCN

uygulanmasi esnasinda egri altinda kalan ortalama alan degerleri.



6. TARTISMA ve SONUC

Bu calismanin bulgular1 izole sican miyometriyumunda potasyum
siyaniir ~ve 24-dinitrofenol ile olusturulan metabolik stresin
miyometriyum kontraksiyonlarmi doza bagh olarak inhibe ettigini ortaya
koymustur. Ayn1 zamanda bu ajanlarin inhibitor etkilerinin hiicre igci
depolardan Ca* salinimini engelleyen dantrolen sodyum ve hiicre igi Ca*
selatorii olan EGTA'min varliginda kismen Onlenebildigi ancak istatistik
verilerde kasilmalardaki azalmanin hala anlamli oldugu goriilmiistiir.
flave olarak EGTA uygulamasiyla elde edilen kasilmalarda KCN ve 2,4-
DNEF ile olusturulan kimyasal hipoksinin inhibisyon derecesi, dantrolen
sodyum uygulanmasi sonrasinda olusan inhibisyondan daha giiglii
oldugu bulgusu elde edildi. Bu bulgu hipoksi esnasinda hiicre ic¢i Ca*™
depolarmin, kasilmalardaki Ca*™ homeostazisinin kontroliinde daha etkin
rol oynadigini diistindiirmiistiir.

Diiz kas hiicrelerinde hiicre i¢i iyonize kalsiyumun ikincil haberci
rolii ve etkisi tartismasiz olarak kabul edilmektedir. Ca* iyon
konsantrasyonu diiz kaslarin kasilmasinda énemli rol oynamakla birlikte,
metabolik stres esnasinda hiicre i¢ Ca*™ miktarlarinda olas1 artis ve bu
artisin  kasilmalarda meydana getirdigi degisikliklerin tam olarak
anlasilmas1 ve buradaki Ca™nin roliiniin ortaya konmast ¢ok onemlidir

(2). Bu amacla hiicre i¢i Ca*’da ne gibi degisikliklerin meydana geldigini



degerlendirmek Onemlidir, ¢linkii bu parametre normal sartlar altinda
kasilmalarin giiciinii belirleyen en 6nemli parametredir. ATP, fosfokreatin
ve inorganik fosfatlardaki diger degisikliklerin uterus kasilmasi
tizerindeki etkilerinin sadece kiigiik seviyelerde oldugu daha once yapilan
bir ¢calisma ile ortaya konmustur (14).

Diiz kaslarda metabolik stres veya inhibisyonun kasilabilmeyi
olumsuz yonde ve hizli bir zaman skalasinda etkiledigi bilinmektedir.
Dogum eylemi sirasinda aktif kasilmalar1 ile 6nemli fonksiyon gosteren
uterus diiz kasinda metabolik inhibisyonla olusan kasilma defektinin
mekanizmasmin anlasilmast bu durumun tedavisine yonelik 6nemli
yaklasimlar gelistirmeye olanak saglayabilir.

Bu calismada kullanilan her iki metabolik inhibitor maddenin
kasilmalarin frekans, amplitiid ve egri altinda kalan alan degerlerini
azaltmas1 yada inhibe etmesi daha once yapilan hipoksi calismalariyla
uyum gostermektedir (52). Siyanid ve 2,4-dinitrofenol ile oksidatif
fosforilasyonun bloklanmas1 rat ve tavsan izole uterus dokularinda
gosterilmistir (46).

Hipoksi esnasinda kan damarlarmin gevsemesi bolgeye kan
akiminin artisina ve/veya metabolik stres esnasinda ATP tiiketimin
azalmasina neden olur. Bu durumda hipoksi ile meydana gelen

inhibisyon, organizmada koruyucu bir etki meydana getirirken, serebral



kanama, ateroskleroz ve vazospazm gibi bazi1 patolojilerin de dahil oldugu
klinik disfonksiyonlara neden olabilir (79).

Gebe uterus dokusundan elde edilen izole miyometriyumda
metabolik inhibisyona bagl gelisen asitlesmenin, Ca* akiminda bir
azalma meydana getirdigi (69) ve boylelikle de intraseliler [Ca*]i
seviyesinin diismesine sebep oldugu bilinmektedir (78).

Daha once yapilan bazi ¢alismalar siyanid ile olusturulan ve/veya
viicutta bir patolojiye bagl olarak meydana gelen gercek hipoksinin rat
uterusununda dahil oldugu diiz kaslarda ¢ok benzer degisiklikler
yaptigini gostermistir. llaveten insan miyometriyumu iizerinde hipoksinin
etkisinin belli diizenlemeler ile siyanid ile yapilan hipoksi ¢alismalariyla
elde edilen verilerle karsilastirilabilecegi 6nemle diistintilmiistiir. Siyanid

ile hipoksi olusturulmasi uterus (20), mide (33) ve portal venin de (77) dahil

oldugu bazi fazik diiz kaslarda gosterilmigtir. Ayrica hipoksi esnasinda
Ca™ daki gegici azalma giicteki bir azalmay1 da beraberinde getirir (79).
Baz1 diiz kaslarda disa dogru K* akimindaki artis ve ige yonelik Ca*
akimindaki azalma, metabolik inhibitdor olan siyanid varhiginda
gosterilmistir (52). Hipokside, [ATP]'de diisme , [ADP]'de artma ve tek
basina hiicre i¢ci pH'da bir azalma diiz kas hiicrelerinin
hiperpolarizasyonuna ve kanallarin agilmasina yol acacaktir. Mevcut

calismada inhibisyonun iyon kanallar1 ile alakali mekanizmasimin



aydinlatilmasina yonelik girisimler ¢ok kapsamli olarak yapilmamakla
birlikte elde edilen inhibisyonun daha yogun olarak K* ve Cat+
kanallarinin aktivitesine bagh oldugu yapilan c¢alismalarida goéz oniine
alarak ifade edilebilir.

Bu calismada elde edilen bulgularda, KCN’ye bagh olarak inhibe
olan miyometriyum kasilmalarmin, ortamdan KCN'nin uzaklagtirilmasini
takiben 5-10 dakika igerisinde kademeli olarak geri dondiigii gozlemlendi.
Bu geri dontisim mekanizmasinda KCN'nin mitokondri tizerindeki enerji
metabolizmasini bozucu etkisinin bu ajanin ortamdan uzaklastirilmasina
bagli olarak ortadan kalktigini ve bunun sonucunda [ATP]i seviyesinin
normal fizyolojik degerlerine ulasmasinin roliiniin 6nemli oldugunu
diisiiniilebilir.  Dokulardan  KCN'nin  uzaklastirilmasint  takiben
kasilmalarm kismen de olsa geri dondiigii Monir ve ark. Tarafindan
yapilan bir calismada gosterilmistir (52). Ayrica bu bulgu dokunun tamamen

Olmedigini, kasilmanin geriye donebilir bir sekilde inhibe oldugunu

gostermektedir. Hem asidoz hemde hipoksinin membran depolarizasyonu
ve voltaj kapili Ca* girisi tizerinde etkili oldugu gosterilmistir (7).
Metabolik inhibisyon (KCN ile saglanan) sonucu oksidatif
fosforilasyonda meydana gelen degisiklere bagh olarak [ATP]i seviyesinde
diistis oldugu gosterilmistir (17). Siyanid varhiginda artmis K* c¢ikisi

uyarilmay1r daha da zorlastirarak dokuyu hiperpolarize eder. Bu



mekanizma siyanid ile goriilen kasilmalarin frekansindaki azalmanin
nedeni olarak acgiklanabilir. Siyanidin depolarize olmus dokularda giiciin
diismesine sebep olmasi, membran yiizey depolarizasyonun Otesinde,
[Ca*]i ve miyoflamentlerin Ca™a duyarliiginda farklihik meydana
getirdigini diistindiirmektedir. Hipoksi, oksidatif fosforilasyonu inhibe
eder ve boylece hiicre igerisindeki metabolit diizeyi degisir, bu degisime
[ATP]/de azalma ve inorganik fosfat seviyesindeki yiikselme de dahildir.
Aneorobik glikolizis mekanizmasinin uyarilmas: sonrasinda asitlesme
meydana gelir. Bu iki durumun giiclin azalmasma olan katkilarinin
onemli oldugu diistiniilmektedir (14).

Bu tez calismasinda KCN benzeri metabolik inhibitor etkisi olan
DNF ile yapilan hipoksi c¢alismalarinda, DNFnin miyometriyum
kasilmalar1 tizerinde inhibitdr bir etkisinin varligt daha once yapilan
calismalar ile uyum gostermektedir. KClI ile standardize edilmis uterus
miyometriyumunda kontrol kayit doneminin ardindan ortama ilave
edilen DNF'nin kasilmalar1 hemen baglayan bir etki ile inhibe ettigi
gozlendi. Bu konuda yapilan bir ¢alisma tavsanlardan izole edilen kolon
diiz kaslarinin, DNFye baglh fosforilaz aktivitesini degistirdigini ortaya
koymustur. Ayni ¢alismada diiz kaslarda Ca* deposu olarak gorev yapan
mitokondriden DNF’ye bagli olarak Ca* saliniminda bir azalma oldugu

gosterilmistir (60) DNF'nin gerek hiicre i¢i depolardan Ca™ salinimini



provake etmesi (5) gerekse ters moddaki Na-Ca degistokusunu uyardig:
bilinmektedir (64).

Mitokondrial inhibitorlerin hem mitokondrial hemde mitokondrial
olmayan depolardan Ca* salinimina neden oldugu rapor edilmistir (19).
Sonugta baz1 hiicrelerde DNF, depolarize potansiyelde voltaj bagiml ice
dogru bir akimu aktive edebilir. Bu ige yonelik akimin nedeninin net olarak
ortaya konamamasi ile birlikte DNF'nin arteryel diiz kaslarda L tipi Ca*
akiminin voltaj aktivasyonu arasinda kaymayla hiperpolarizasyona sebep
oldugu rapor edilmistir (48).

Hipoksinin Cl- ve K* kanallar1 {izerindeki etkisinin az miktarda
oldugu bilinmektedir ancak hipoksinin K* kanallar: tizerindeki etkisinin
membran potansiyelini degistirebilecegi bundan dolayr L-tipi Ca*™
kanallarindan Ca™ gegisinin baskilanabilecegi diistintilmektedir. Ayni
zamanda hipoksinin Ca™ kanallar1 iizerinde direkt etkisinin olmas: da
muhtemeldir. Hem Ca* akimi {izerinde hipoksinin direkt etkileri hemde
diisik pHTmin gap kavsaklarin iletkenligini inhibe etmesi gibi
parametreler Ca™ akimlarinin azalmasina yonelik mekanizmalar olarak
gortilebilir (83).

Diiz kaslarda riyanodin duyarli depolardan Ca* tetiklemeli Ca*
saliverilmesinin varlig ortaya konulmustur (32).

Dantrolen, hiicre i¢i depolardan Ca* saliverilmesini bloklayan bir ajandir



(13). Bu calismada hipoksinin hiicre i¢i Ca**da meydana getirdigi
degisikliklerin ortaya konmasina katkida bulunmak igin kimyasal doku
hipoksisi esnasinda dantrolenin Ca* depolarindan Ca* saliniminda
meydana getirdigi muhtemel degisiklikler incelendi.

Calismada kullanilan dantrolenin dozu kasilmalarda inhibisyon
meydana getirmeyecek sekilde doz cevap egrisi olusturularak elde edildi.
Dantrolen sodyumun 10 uM dozda KCI ile standardize edilmis
kasilmalar1 inhibe etmedigini Ayar ve ark. tarafindan daha once yapilan
bir ¢alisma ile ortaya konulmustur (2) . Bu bulgu bu calismada elde edilen
verilerle uyum igerisindedir.

Hiicre i¢i Ca™ sgelatorii olan EGTAmin daha o©nce yapilan
calismalarda yiiksek dozlarimin kasilmalar1 ve gilicti azalttigi ortaya
konmustur. Kasilmalardaki giiclin azalmasi, her ne kadar EGTA’nin
Ca™y1 baglamasiyla gerceklesiyor olsa da MHZK’y1 inhibe etmez.
Dolayistyla  kasilmalardaki glictin  korunmas: aktin ve miyozin
kompenentlerinin yavas ayrilmasina bagh olabilir (71).

Metabolik stres esnasinda miyometriyum kasilmalarinda meydana
gelen inhibitor etkinin derecesi, hiicre ici Ca** baglayan EGTA ve SR’den
Ca* salinimini bloklayan dantrolen sodyum ilavesine oranla istatistiksel
veriler goz ontine alindiginda ¢ok daha belirgindi. Oksidatif fosforilasyon

blogu olmasina ragmen miyometriyumdaki kasilmalarin zayif da olsa



devam etmesi hiicre igerisindeki Ca™ homeostazisinin roliiniin ve
etkinliginin ¢ok yiiksek oldugunu gostermistir. Bir kisim arastirmacilar
kalpte hipoksi esnasinda hiicre igerisinde serbest Ca** diizeyinin arttigim
ve buna bagli olarak artan Ca™'nin kalsiyum duyarli potasyum kanallarim
(Kca) aktive ettigini ortaya koymustur. Bu veriyi miyometriyum diiz kas
hiicreleriyle kiyasladigimizda artan Kcamin membrami hiperpolarize
ederek kasilmalar1 inhibe etmesi bir baska olasilik olarak diistiniilebilir
(61). EGTA'min ve dantrolen’in bu inhibisyonun etkinligini nasil
zayiflathigini  actklamak konusunda ilave c¢alismalarin yapilmas:
gerektigini ve diger parametrelerin (Hipoksik sartlarda K* iyon dengesi ve
pHi konsantrasyonu) degerlendirilmesi gerektigi diistintilmektedir.

Sonug olarak bu calismada elde edilen bulgular, metabolik stres
esnasinda uterus kasilmalarinda hiicre i¢i Ca™nin aktif olarak rol
alabilecegini ortaya koymustur. Bu nedenle hipokside Ca*™nin roluniin iyi
anlasilmasi, hipoksiye baglh gelisebilecek patolojilerin tedavisine klinik

yaklagimlar getirebilecegi diistintilmektedir.
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