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1. OZET

Bu galigmada, izole sigan miyometriyumunda siyanirle olusturulan
metabolik stresin miyometriyum kasilmasina inhibitér etkisinde degisik pH
tamponlarinin, farkit enerji kaynaklarinin ve iyon kanallarinin roliinin
aragtiriimasi amaglanmistir.

Servikal dislokasyondan sonra, virjin erigkin Wistar cinsi disi
sicanlardan miyometriyum kesitleri alinarak igerisinde 37°C'de (pH 7.4)
Krebs sollisyonu bulunan ve %95 0,-%5 CO, ile stirekli gazlandirilan izole
organ banyosunda asildi. Istirahat gerimi altinda spontan kontraksiyonlar
gozlendikten sonra potasyum siyanir (KCN), piruvat, glibenklamid veya
tetraetiiamonyum (TEA) organ banyosuna uygulanarak izometrik
kontraksiyonlarin frekans ve amplititlerine olan etkileri 10 dakikahk
periyotlar halinde degerlendirildi. Sonuglarin istatistiksel
degerlendirilmesinde Wilcoxon rank testi kullanild.

KCN (0.5 veya 1 mM) spontan kontraksiyonlari kademeli baglayan
bir etkiyle NaHCO; iceren Krebs sollisyonu kullanitarak gergeklestirilen
deneylerde HEPES kullanilaniara gére ¢ok daha belirgin diizeyde inhibe
etti. Bu inhibisyon piruvat (10 mM) uygulamasiyla geri dénduriitrken,
ATP-duyarll K" kanal blokeri glibenklamid (100 pM) uygulamasi bu
inhibisyonu geri déndirmedi (n=5). llave olarak spontan miyometriyal
kontraksiyonlarin KCN (1 mM) ile inhibisyonu 1 mM TEA uygulanmasiyla

geri dénduridd (n=6).



Bu calismanin bulgulari sigan miyometriyumunda KCN ile
indiklenen metabolik strese bagli geligen kontraktil inhibisyonda KCN’nin
caligilan dozlar igin K* kanallarimin kismen de olsa rol aldigini ve

inhibisyonun piruvat uygulamasi ile énlenebildigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Miyometriyum, kasiima, piruvat, pH, TEA,

KCN, glibenklamid.



2. ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the role of different pH
buffers, different energy sources and role of ion channels in metabolic
stress induced by KCN on contractility of myometrium.

Myometrial strips were isolated from virgin adult Wistar rats after
cervical dislocation and suspended in an isolated tissue bath containing
Krebs solution continuously bubbled with 95%0; and 5%CO; maintained
at 37°C’'de (pH 7.4). After manifestation of spontaneous contractions
following equilibrium under resting tension potassium cyanide (KCN),
pyruvate, glybenclamide or tetra ethyl ammonium (TEA) was applied to the
tissue bath. The amplitiite and frequency of contractions were evaluated
by 10-min intervals. Wilcoxon rank test was used for statistical analysis of
data.

KCN (0.5 or 1 mM) gradually inhibited the spontaneous
contractions, being more effective in experiments where NaHCO; was
used in Krebs solution instead of HEPES. This inhibition was reversed by
pyruvate (10 mM) and K* channel blocker TEA. Application of ATP-
sensitive K* channel blocker glybenclamide did not reverse KCN-induced
inhibition of myometrial contractions.

In conclusion, results from this study indicates that K* channels
plays a role, at least partially, in KCN-induced inhibition of myometrial
contractions of rat and this inhibition can be reversed by pyruvate.

Key Words: Myometrium, contraction, pyruvate, pH, TEA, KCN,
glybenclamide.



3. GiRis

lzole uterus dokusu 1900'l0 yillardan beri kullanilarak, uterus
fizyoloji ve farmakolojisi hakkindaki mevcut bilgilerin elde edilmesinde
onemli katkilar saglamistir. [k defa 1906 yilinda Dale tarafindan
noérohipofiziyel ekstraktlanin uterus kasimalarina yol aghginin
kesfedilmesinden beri, izole uterus dokusu (miyometriyum), bu dokunun
kendi fizyolojisinin anlagiimasi basta olmak lzere ve tokolitik etkiye sahip
farmakolojik ajan belirlenmesi gibi klinikk amaglar dahil yaygin olarak
kullaniimaktadir.

1930°'lu yillarinda Kurzrok ve Lieb (Kurzrok and Lieb (1930),
tarafindan prostaglandinlerin kesfedilmesine yol agan bir bulgu olan insan
seminal sivisinin insan uterus kasinda kasilmaya vyol agctiginin
gosterilmesi, izole uterus dokusunun farmakoloji ve genis anlamda tip
bilimine gok dnemli katkisi olmusgtur (Bergstrém ve ark., 1968).

Duz kaslar, kan damarlari, mide, barsaklar, mesane, hava yollari,
penis ve Kklitoris kavernoz sinuslarinda ve uterus gibi gesitli ici bos
organlarin duvarlarinda bulunmaktadir. Kasildijinda kisalan duz kasliar
duvarini teskil ettigi organin luminal igerigini ileri dogrﬁ iter. Ayrica derideki
killara ve lens ile irise tutunmus diiz kas demetleri de vardir. Bu duz kaslar
kasildiginda ise killar diklesir, géziun optik kisimlarinda sekil degisikligi
olusarak isigin retina izerine odaklanmasi saglanir.

Diiz kaslar iskelet ve kalp kaslarinda bulunan. cizgili bantlari intiva
etmezler ve otonom sinir sistemi tarafindan innerve edilirler. Diz kaslarin

kasilabilirligi hormonlar, otokrin ve parakrin ajanlaria diger lokal kimyasal



sinyallerle saglanir. Yk ve boyutta meydana gelen degisikliklere bagh
olarak diz kas hiicreleri tonik veya fazik kasilmalar gésterir. Ozofagus,
mesane ve uterus gibi bazi diz kaslar daha ¢ok gevsemis halde
bulunurlar ve volim artigina bagh gerilme ve/veya néronal stimulasyonla
kasilirlar. Sfinkterler ve damar diiz kas hiicreleri tonik olarak kasilirlar.
Uyaran ne olursa olsun, diiz kas hiicrelerinde kalsiyum iyonlari (Ca®*)
kasiimayi baslatir. Aktin ve miyozin molekiilleri arasindaki capraz kopri
olusma siklusu kasiimanin giiciiniin olusumunu saglar.

Bu galismanin girig béliimiinde genel esaslar sunulacak diiz kas

kasiima ve gevseme mekanizmasiyla ilgili glincel arastirma sonuglarinin

da yer aldid kitap ve detayl giincel derlemeler mevcuttur (2, 12, 23, 25).

3.1. Kasiima Mekanizmasi

Vicutta diz kas kasilmasi, kontraktil proteinler olan aktin ve
miyozinin reseptér aracili veya mekanik bir uyariyla aktive edilmesi sonucu
gerceklesir. Aksiyon potansiyeli ateslemesine bagh veya plazma
membrani gerime duyarll iyon kanallarinin aktivasyonu sonucu membran
elektriksel potansiyelinde dedisme gerceklesmesi kastimayi tetikleyebilir.
Kastimanin gergékleg,ebilmesi yani aktin ve miyozin molekillerinin
etkilesmesi igin; miyozinin 20-kilo daltonluk (kDa) zincirinin miyozin hafif
zincir kinaz (MHZK) tarafindan mutlaka fosforile edilmesi gerekir. Miyozin-
ATPaz aktivitesi ile adenozin trifosfat (ATP) dan saglanan enerji ile aktin
ve miyozin arasinda gapraz koprii olusma siklusu saglanarak kasiima
gerceklestirilir. Dliz kaslarda kontraktil aktivite esas olarak miyozin hafif

zincirinin fosforilasyon durumu tarafindan kontrol edilir. Bazi diz kas



hiicrelerinde miyozin hafif zincirinin fosforilasyonu eksternal bir stimulus
olmaksizin diigik bir dizeyde devam eder; bu aktivite sonucu ortaya ¢ikan
ve siddeti degisebilen bu duruma diiz kaslarin tonusu denir.

Uterusun diiz kaslardan olusan kismini teskil eden miyometriyumun
aktivitesi, genelde tiire bagimh olarak etki eden pek ¢ok ajan tarafindan
moddlle edilmektedir.

Uterus kasinin kasilma ve gevseme mekanizmasi pek ¢ok
derlemenin konusu olmus; bu konuda ¢ok sayida bilimsel orijinal
arastirmalari bulunan Liverpool Universitesi égretim tyelerinden Suzan
Wray tarafindan detayli olarak ele alinmistir (39, 40)

Bunlara ilave olarak kalsiyum kanal blokerleri (17), ATP duyarh K"
kanali agicilar (8), Ca®* bagimh K* kanal agicilar (26), nitrik oksit (4) ve bir
polipeptid hormon olan relaksin (16) miyometriyum gevsemesine yol
a¢cmaktadir. llave olarak melatonin, antibakteriyel etkisinden bagimsiz bir
mékanizmayla eritromisin ve fosfodiesteraz inhibitdéri sildenafil sitrat gibi
gesiti grup ajanlarin da miyometriyumu gevsetici etkileri kendi

laboratuvarimizda gergeklestirilen ¢aligmalarla da gdsterilmistir (1, 7).

3.2. Diiz Kas Gevseme Mekanizmalari

Diz kas gevsemesi ya kasici uyaranlarin etkilerinin ortadan
kaldiriimast ya da kontraktil mekanizmada direk bir inhibisyon saglayan bir
maddenin etkisi ile gerceklesir (6r., bir vazodilatatér olarak nitrik oksit).
Sebep olan faktér ne olursa olsun, gevgseme igin hicre igi ca*
konsantrasyonunun azalmasi ve miyozin hafif zincir fosfataz aktivitesinin

artmig olmasi gerekir (31). Kalsiyum birikmesi ya da uzaklagtirmasindan



sorumlu mekanizmalarla miyozin hafif zincir fosfataz aktivitesini degistiren
faktérler anormal duiz kas cevaplarinin olugsmasina yol agabilir.

Diiz kaslarda kasiimayi baglatan Ca?* diizeyinde meydana gelen bir
azalma diz kaslarnn gevsemesine yol agar. Hiicre ici serbest kalsiyumun
uzaklasgtirilmasinda rol alan gesitli mekanizmalar arasinda kalsiyumun
sarkoplazmik retikuluma geri alinmasi ve plazma membrani aracilig: ile
hucre digina atilma da yer alir. Sarkoplazmik retikuluma kalsiyum alinmasi
ATP gerektirir (38). Sarkoplazmik retikular Ca-Mg-ATPaz fosforile
oldugunda iki kalsiyum iyonuna baglanarak bunlarin luminal ylize gegerek
sitoplazmaya saliveriimesine yol agar. ATPaz'in katalitik bdigesine
baglanan Mg?* bu enzimin aktivasyonu igin sarttir. Vanadat, tapsigariin,
siklopiazonik asit gibi ¢esitli farmakolojik ajanlar bu sarkoplazmik retikular
Ca-Mg-ATPazi inhibe ederler. Sarkoplazmada bulunan kalsiyum baglayan
proteinler de hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeyinin azaltiimasina katkida
buiunurlar. Kalsekuestrin ile kalretikulinin diz kaslarda sarkoplazmik
retikular kalsiyumu bagladigi son yillarda gésterilmistir.

Plazma mehbranmda bulunan Ca-Mg-ATPazlar da hiicre ici
kalsiyumu uzaklagtiran bir bagka mekanizmadir. Bu enzim, kalmodulinle
baglanarak plazma membraninda yer alan Ca®" pompasini uyarabilen bir
oto-inhibitér bolgeye sahip olma ozelligi ile kendisinin sarkoplazmik
analogundan farkhlik arz eder.

Plazma membraninda yer alan Na*/Ca®*" degis tokus pompasi da
hiicre igi Ca?* duzeyinin azaltimasina katkida bulunan bir baska

mekanizmadir. Hicre igi serbest Ca®* dizeyi ile yakindan alakal,



kalsiyuma disik affiniteli bu pompa amilorid ve kinidin gibi farmakolojik
ajanlarla bloklanabilir.

Plazma membraninda yer alan reseptér-bagimli ve voltaj bagimili
Ca® kanallan da hiicreye kalsiyum girigsine aracilik ederek diiz kas
kasilmasinda énemli rol oynarlar. Bu kanallarin inhibisyonu da diz kas
gevsemesine sebep olur. Dihidropiridinler, fenilalkiimaninler ve
benzodiazepinler gibi kalsiyum kanal blokerleri, hiicre digindan kalsiyum

girisini 6nleyerek diiz kas kasilmasini inhibe ederler (38, 40).

3.3. Miyometriyum Kasinda Uyarnlabilme

Miyometriyumda hangi hiicrelerin pacemaker hiicreler oldugu ya da
her hiicrenin pace aktivitesi olup olmadig: hala bilinmemektedir. Clink{
uterusta pace maker hiicreler midede oldugu gibi anatomik olarak farkli
veya belli bir bélgede yer alan hiicreler degildir. llave olarak spontan
kontraksiyonlarin baglaticisi pacemaker aktivitenin iyonik temeli de
bilinmemektedir.

Doguma vyakin dbénemde miyometriyumda iyon kanali
ekspresyonunda degisiklik olup olmadigi gesitli aragtirmalarla incelenmis;
insan miyometriyumunda gebelik siiresince Ca®* kanallarinin ekspresyonu
bakimindan higbir degisme olmadigi, sigan miyometriyumunda ise gebelik
boyunca bu kanallarin yo§uniugunda artma oldugu tespit edilmistir (24).
Potasyum kanal yogunlujunda Kkesinlikle degisme oldugu; kalsiyum
bagimh K kanallarnindan, voltaj bagimh K kanallarina dogru gegisin oldugu

bildiritmigtir (9).



Miyometriyal hiicrelerin depolarizasyonu sonucu membran voltaj
bagimli  kalsiyum kanallarinin  aglimasina ve en azindan sigan
miyometriyumunda L tipi membran kalsiyum kanallannin agildigi tek
bagina butin kalsiyum girisinden sorumlu oldugu agiktir. Insan
miyometriyumunda gorevi net olarak bilinmemekle birlikte T-tipi kalsiyum
kanallarinin da mevcut oldugu bilinmektedir (42).

Ancak, miyometriyal hiicrelerde spontan kontraksiyonlarin
baglamasini tetikleyen uyari sistemi ve uyanlarin 6zellikleri hakkinda

yeterli bilgi mevcut degildir.

3.4. Uterus Karmasik Bir Organdir

Memeli uterus dokusu 3 katmandan meydana gelmektedir: Luminal
yuzeyde vyer alan endometriyum, ortada yer alan kas tabakasi
miyometriyum ve en digta yer alan seroza.

implantasyonun gergeklestigi kisim olan endometriyum turlere gére
farkhilik arz eder ve kalinhdi mestrual déneme gore degisiklik gésteren bu
katman gebelikte cok sayida kan damari dallanmasi ile oldukga kalinlagir.
Cesitli hicre tiplerinden olugan bu katman prostanoidler (13) platelet
aktive edici faktor (18) ve endotelin (21) gibi kendisine komsu olan diz kas
tabakasinda kasilmalara yol agabilen cesitli maddeleri sentezlemektedir

Miyometriyum kasiima ve gug¢ olusturulmasindan sorumlu kisim
olup enine ve boyuna olmak lizere 2 kas katmani icermektedir. Enine
(sirkiiler) kaslar endometriyum ile uzunlamasina (longitudinal) kas
tabakasi arasinda olup longitidunal kas tabakasi ise serozaya komsudur.

Uzunlamasina kaslarin kasilmasi uterus hornlarinin boyunun kisalmasina



yol ¢arken, sirkiler kaslarin kasilmasi limenin daralmasina yol agar. Belli
araliklarla iki tabaka lifleri birbiri ile kesigebilir ve bu bélgeler kan damarlari
ile sinir terminalleri bakimindan zengindir. Belli tirlerde birbirinden
kolaylikla ayrilabilen iki tabakanin, sigan uterusu igin ayrimi zordur.
Uzunlamasina alinan kas kesitleri ile longitudinal kas tabakasinin
kasilabilirligi belirgin olarak incelenebildiginden bu tez ¢alismasinda tam
kalinlikta uterus kesitleri asiimakla beraber uzunlamasina kas tabakasinin
kasiimalari incelenmigtir (19).

Seroza tabakasinin kasilimanin fizyoloji ya da farmakolojisini
etkiledijine dair higbir veri bulunmamaktadir. Uzaklastinimasi kas
dokusuna hasar meydana gelme riski tasidigindan bu tabaka da
literatirde yer alan sigan miyometriyum kesitlerinde oldugu gibi

uzaklagtinimamistir.

3.5. Hipoksi ve Diiz Kas Kasiimasi

Vicut dokularinin normal fonksiyonlarini yerine getirmesi igin yeterli
diuzeyde kan perflizyonu saglanmasi gerekir. Beyin gibi bazi dokular
perflzyonun aksamasindan hizla olumsuz etkilenirken, deri ve
gastrointestinal kanal dokularinln perfiizyon azalmasina bagh hipoksiye
karst daha direngli oldugu bilinmektedir. Diz kaslar yavag bir metabolizma
hizina sahip olduklarindan belli bir periyottaki anoksik duruma kars!
direngli olduklan distntimektedir. Duz kaslar, aktiviteleri, fizyolojik ve
biyokimyasal ozellikleri bakimindan énemli farkhliklar arz etmektedir ve
anoksik duruma dayanirliklari bakimindan farkhiliklar arz ederler. In vitro

calisma sonuglan, uterus (37) ve mesane (36) diz kaslarinin anoksik
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ortamda hizla kasilma glclini kaybettiklerini gdstermistir. Uterus
kontraksiyonlart uterusun perfizyonuna siddetli derecede bagimidir.
Siganlar Gizerinde gergeklestirilen bir in vivo galismayla hipoksi sonucunda
uterus kontraksiyonlarinin hizla ortadan kalktigi gésterilmistir (11, 14). Bu
durum dodum esnasinda uterusun siddetli kasiimalar sonucunda kendini
besleyen damarlarda meydana getirdigi basi sonucu takip eden
kasiimalarin ve dojum eyleminin etkilenebilecedi klinik énemi olan bir
gercedi yansitmaktadir.

Uterus dokusuna in vivo olarak kan akﬁmmn azalmasi, anaerobik
metabolizmanin uyariimasi, ATP gibi bazi metabolitlerde degisme ve
pH'nin dismesi gibi metabolik sonuglarin ortaya ¢ikmasina yol agar.
Bunlar da direk veya indirek olarak uterus kasilabilirligini etkiler. Ornegin
hiicre i¢i pH dismesi sonucu insan ve sican miyometriyum kasilmasinin
inhibe oldugu gdsterilmistir (15, 27).

' Yukarida bahsedilen ¢aligmalarin sonuglar, hipoksi sonucunda
uterus kasiimasinin baskilandigini agikga ve fikir birlidi icerisinde ortaya
koymaktadir. Ancak hipoksi sonucunda kasiima giicinde meydana gelen
kaybin mekanizmasinin daha iyi anlasilabilmesi igin inhibisyona aracilik
eden iyonik mekanizmalar ile pH, enerji kaynaklan olarak fosfokreatin ve
inorganik fosfatlar hakkinda daha detayli bilgi elde etmek amacuyla,
potasyum siyanir (KCN) uygulamasi ile kimyasal doku hipoksisi
olusturularak uterus dokusunda in vitro ortamda deneyler gerceklestirildi.

Izole sigcan miyometriyumunda siyanirle olusturulan metabolik stresin
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miyometriyum kasiimasina inhibitér etkisinde degisik pH tamponlarinin,
farkli diizeylerdeki glikozun ve K* kanallarinin roli arastirildi.

Piruvatin  milimolar  konsantrasyonlan  sitoplazmik  redoks
potansiyelini azaltarak ([NADHS)/[NAD*S]) ve hiicresel fosforilasyon
potansiyelinin devamini saglayarak (JATPJ[ADP][P;]) metabolik stres
esnasinda hiicresel fonksiyonu artirir.

Siyaniir zehirlenmesi esnasinda, oksijen kullaniminda meydana
gelen disme sitosolik redoks oraninda artmaya sebep olur (laktat/piruvat
[NADH.)/ [NAD".]), ATP depolari tiikenir, hiicresel fosforilasyon potansiyeli
diser ve hiicre enerji kaynagl ve kullanimi kaybolur. [NADH.]/[NAD*(]
oraninda piruvatla saglanan disme, gliseraldehid-3-fosfat
dehidrojenaz/fosfogliserat kinaz sistemi araciigy ile fosforilasyon
potansiyeli ([ATP)/[ADP][Pj]) ile sitoplazmik redoks durumu arasinda kenet
saglayarak hiicresel fosforilasyon potansiyelinde artmaya sebep olur (30).

Piruvatin oksidatif metabolizma Uzerine ikinci bir pozitif etkisi de
ATP ve mitokondrial NADH olugsumunu uyarmastdir. Hepsinden énemlisi,
fosforilasyon potansiyeli olup; bu da fizyolojik, metabolik veya patolojik
uyarilara cevap verebilen [ATPJ[ADP][P]'nin metabolik oraninin
termodinamik karsihgidir (6, 30). Vital enzim ve iyon pompasi fonksiyonlari
sitosolik fosforilasyon potansiyeli ile ¢ok yakin bir iligki icindedir (22).
Bundan dolayi iskemik stresten derlenmede [ATPJ[ADP][Pi] oraninin
fizyolojik sinirlar icerisinde tutulmasi son derece Onemlidir. Disardan
piruvat saglanmasinin hem kalp hem de damar diz kaslarinda

mitokondrial NADH ve oksijen kullanimi ile fosforilasyon potansiyelini
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artirdi1 tespit edilmistir (3, 6, 30). Bununla birlikte piruvat sisteminin diger
bir diiz kas olan miyometriyumda ve in vitro ortamlarda etkili olup olmadigi
bilinmemektedir. KCN ile saglanan metabolik inhibisyonda digsardan
verilecek piruvatin, yukanda bahsedilen mekanizmalar aracilifi ile

kasiimalar lzerine olasi etkisi aragtinldi.
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4. GEREG VE YONTEM

4.1. izole Organ Banyosu

Bu sistem, uterus seritlerinin yerlestirildigi hazne, ¢bzelti bulunan
depo, depo ve hazneler arasinda Krebs ¢dzeltisinin akmasini ve bosaltimi
saglayan iletim hortumlariyla, izometrik giic donustirticiden olugsmaktadir
(Sekil 1) Tum sistem ceket tarzindaki yapisi sayesinde, termostatli
dolagim pompasindan saglanan 37°C'deki distile suyla disaridan
Isitiimaktadir. %95 O, ve %5 CO, gaz karigimiyla izole organ banyosunun
icinde yer alan Krebs soliisyonu sirekli gazlandiriidi. Izometrik giic
dénistoracisa (MAY IOBS 99), miyometriyum seridinde meydana gelen
kastimayla olusan giici biyoelektriksel potansiyellere dénusturmektedir.
Elde edilen biyoelektriksel potansiyeller de amplifikatére aktarilarak
amplifiye edilmekte ve oradan analog/dijital doénustirict ara birim
vaéltasuyla bilgisayar ortamina aktanlarak kayit edilmektedir. Veriler

Biopac 10.0 programinin bulundugu bilgisayar ortamina kaydedilmektedir.

Sekil 1. Miyometriyal izometrik kasiimalarin 6l¢ildida sistem
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4.2. Kullanilan Soliisyonlar

Caligmada farkh pH tamponlan igeren iki farkli Krebs sollisyonu
kullanildi.  Kullanitan her iki sqlusyon da literatiirde izole sigan
miyometriyum kasiimalarinin kayit edilmesinde kullaniimis igerige sahipti.

NaHCO; igeren Krebs sollisyonu (mM/L): NaCl, 154; MgSO,, 1.2;
KCl, 5.4, CaCl,, 2: ve dekstroz 11.5; NaHCO3, 23.8.

HEPES (sulfonik asit N-(hidroksi-2-etil)-piperazin N'-2-etan) iceren
Krebs solisyonu: (mM/L): NaCl, 154; MgSQO,, 1.2; KCI, 5.4; CaCl, 2: ve
dekstroz 11.5; HEPES, 10.

Bidistile, de-iyonize su kullanilarak her giin taze olarak hazirlanan
Krebs solisyonunun pHni o&lgllerek gerektiginde 7.4’e ayarlandi.
Solusyon hazirlanirken kalsiyum kiérir ve magnezyum klérur ayri ayr
¢ozindikten sonra toplam coézeltiye ilave edildi. Soliisyon hazirlama
eshasinda ilave dilen kimyasal icerigin tamamen ¢éziinmesini saglamak

ve ¢8kmeyi 6nlemek icin sollisyon sirekli galkalandi.

4.3. Uterus Seritlerinin Hazirlanmasi

Calismada Wistar cinsi yetigkin virjin disi sugahnlar kullanildi.
Hayvanlar 12 saat i1k, 12 saat karanlik ortamda, oda isisinda plastik
kafeslerde dorderli guruplar seklinde tutuldu. Standart pelet sigcan
yemleriyle beslendi ve musluk suyu verildi. Servikal dislokasyondan sonra
sicanlanin karin bolgeleri aglldi. Barsaklar ve diger karn igi organlari
ekarte edilerek, ovaryumiar ve uterus gévdesi arasinda kalan iki uterus

hornu dikkatlice kesildi ve icinde Krebs g¢ézeltisi bulunan petri kutusuna
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koyuldu. Uterus hornunun antimezenterik kenarn longitidunal istikamette
dizgince agildi. 2X10 milimetre boyutlarinda longitidunal yénde uterus
seritleri kesildi. Seritlerin her iki ucundan ipek iplerle baglanarak bir ucu
icinde Krebs ¢dzeltisi bulunan haznenin tabanina sabitlendi. Diger ucu ise

yine ipek iplikle izometrik gli¢ déniigtiriicistine baglandi.

4.4. Deney Prosediirii

Siganlardan izole edilen uterus hornlarindan 10X2X1 milimetre
boyutlarinda kesitler hazirlandi. Her bir sigandan ayni amagli deneyler igin
sadece bir kesit kullanildi. Kesitlerin alt ucu ipek bir iplikle organ
banyosunun alt kismina (st ucu ise gene bir ipekle izometrik glg
cevirgecine sabitlenerek organ banyosunda vertikal olarak asildi.

Deneye baslamadan izometrik gli¢ gevirgecine 1 gramiik bir agirlik
asilarak bilgisayarda yazillm sisteminde gézlenen deger belirlendi ve
sistem 1 gramlik gerimi goéstermek Uzere kalibre edildi. Daha sonra
izometrik glic cevirgeci ile baglantili mikro oynatici hareket ettirilerek
asilan miyometriyum kesitine 1 gramlik bir istirahat gerimi uygulandi ve
miyometriyum kesiti bu istirahat gerimine adapte olmak tzere 30 dakika
beklendi. Bu esnada her 10 dakikada bir miyometriyum kesiti taze Krebs
solusyonu ile yikandi. 30 dakikalik denge déneminin sonunda kesitin asili
oldugu organ banyosuna 60 mM KCI uygulanarak kasiimalar indiiklend:i;
bu uygulamanin bir amaci da miyometriyum kesitlerini ilave olarak
uyararak denge ve standardizasyon saglamakii. KCI uygulamasina

kasiima cevabl vermeyen kaslar deneyden c¢ikarildi. KCI uygulamasi 1
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dakika siireyle gergeklestirildi ve takip eden 10 dakika igerisinde kesit 3
defa daha taze Krebs sollisyonu ile yikanarak KCI' tin etkisi giderildi.

Bu denge islemlerinden sonra yazilim programinda daha o6nce
gézlenmekte olan kasilmalar kayit edilmeye baslandi. Takip eden 10
dakikalik periyot kontrol dénemi olarak kabul edildi. Kontrol periyodunun
sonunda banyoya potasyum siyanir (KCN 0.5 ve 1 mM) uygulanarak
kasilmalar 10 dakika daha kayit edildi. KCN uygulamasindan sonra ise
deney protokoline goére enerji kaynagl olarak piruvat (10 mM), segici
olmayan potasyum kanal blokeri tetraetilamonyum (TEA, 1 mM) veya ATP
duyarli potasyum kanal blokeri glibenklamid uygulanarak 10 dakika daha
kayit alindi.

Kasilmalarin amplitit ve frekanslari10’ar dakikalik periyotlar halinde
degerlendirildi. Kasiimalarin amplititleri miligram (mg) cinsiden, frekanslari
ise kasilma sayisi (kasiima sayisi/10dakika) olarak hesaplandi. Kasiima
gulci] karsilastirmasinda ise 10 dakikalik periyotlarda kasiima egrileri

altinda kalan alan hesaplanarak karsilagtirmalar % olarak yapildi.

4.5. Kimyasal Ajanlar

Bu tez calismasinda Krebs solisyonunun hazirlanmasinda
kullanilan batin kimyasallar analitik saflik duzeyindeydi (Sigma,
Desisenhofen, Almanya). KCN (Sigma) ve piruvat (Pyruvic Acid, Sigma)
Krebs soliisyonunda hazirlandi. Glibenklamid ise dimetil formamid (DMF)
icerisinde  ¢ozundikten sonra  Krebs  solusyonunda istenen
konsantrasyonlara sulandinldi. DMF kullanilan konsantrasyonda sigan

miyometriyum kasilmalarina anlamli bir etki géstermemekteydi (1).
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4.6. Veri Analizi

Bitun veriler ortalama + standart hata (Mean + SEM) olarak verildi.
Istatistiksel degerlendirmelerde “SPSS 10.0 for Windows" istatistik paket
programi  kullaniidi. Amplitit ve frekans degerl_erinin istatistiksel
degerlendirmelerinde non-parametrik Wilcoxon Signed Rank testi

kullanildi, p<0.05 anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. NaHCO; iceren Krebs Soliisyonu Kullanilarak Yapilan Kayitlarda
KCN’nin Kasilmalara inhibitér Etkisi ve Piruvat Uygulamasi

NaHCO3 igeren Krebs soliisyonu kullanilan kayit kosullarinda
spontan kontraksiyonlarda 0.5 mM KCN uygulamasi ile inhibisyon
meydana geldi (p<0.05, Sekil 2A). Sekil 2A’'da da gér(]ldugi] gibi 0.5 mM
KCN uygulamasi kisa bir sire igerisinde amplititierde (p<0.05) ve egri
altinda kalan alanda (p<0.05) anlamli bir inhibisyon meydana getirdi. KCN
uygulama periyotunda oldukga kigik amplitiitli ve anlamh diglide azalmis
(p<0.05) frekansta birkag minyatir kasilma gézlendi (Tablo1).

Daha sonra bu inhibisyonun 10 mM piruvat uygulamasi ile ortadan
kalkip kalmadigi incelendi. Piruvat uygulamasi KCN olusturdugu
inhibisyonu kasilmalannn hem amplitit hem de frekans degerleri
bakimindan anlamli diizeyde ortadan kaldirdi (p<0.055. Kontrol kayitlan ile
piruvatla geri déndiriilen spontan kasiima kayitlarinin ortalama degerleri
arz;smda frekans ve amplitit bakimindan farkliik varken (Sekil 2 B-C,
Tablo 1), alan bakimindan incelendiginde istatistiksel olarak anlaml bir
farkliik bulunmamaktadir (Sekil 2 D). Bu da piruvatin KCN ile indiklenen
inhibisyonu belirgin olarak geri déondirdiigiint gdstermektedir.

Tablo 1. NaHCO; Krebs soliisyonunda 0.5 mM KCN ve 10 mM piruvat

uygulamast ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlarin ortalama ve
standart hata degerleri (n=7, *p<0.05).

Kontrol KCN (0.5 mM) Piruvat (10 mM)
Frekans 11.7+0.4 2.7+1* 7.7+0.5*
Amplitut 29521345 601+274* 2500+£332*
Alan 1052+97 138167* 1040+£116

19



14

R Kortrol
EEEA KCN 0.5mM
CED Pinuvat

(Frekans/ kasiima sayist/ 10dk)

- YUY
0.5mM KCN 10mM Piruvat

4000
EZE KONO.5mM 1600 I Kortrol
. EZ23 KCN 0.5 mM
£ Pt — £ Pivat

Amlitud mg
Alan

Sekil 2. NaHCOj; igeren Krebs solisyonu kullanilarak gerceklestiriien
kayitlarda; A) 0.5 mM KCN’'nin kasiimalara etkisi ile ardindan uygulanan
piruvatin (10 mM) etkilerini gosteren orijinal trase, yatay eksen zamani,
dikey eksen ise amplititi gostermektedir (n=7). B) Kontrol, 0.5 mM KCN
ve Piruvat uygulanmasi esnasinda ortalama frekans degerleri. C) Kontrol,
0.5 mM KCN ve Piruvat uygulanmasi esnasinda ortalama amplitiit
degerleri. D) Kontrol, 0.5 mM KCN ve Piruvat uygulanmasi esnasinda
kasilma egrisi altinda kalan ortalama alan degerleri (*p<0.05).
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Miyometriyum spontan kasiimalarinda KCN'nin 0.5 mM'lik disak
konsantrasyonu ile meydana gelen inhibisyonun piruvat uygulamasi ile
geri dondiridlmesi bulgusu, KCN’nin bu dokunun canhhdini degil
kasilabilme mekanizmasini etkiledigini ortaya koymaktadir. llave
deneylerde gene NaHCO; igeren Krebs soliisyonu kullanilarak KCN'nin
yuksek konsantrasyonu (1 mM) ile kasiimalar Gzerinde meydana gelecek
inhibisyonda piruvatin etkisi incelendi. 1 mM KCN uygulandiginda spontan
kasiimalar tam anlamiyla inhibe etti (p<0.05, Sekil 3A). 10 mM piruvat
uygulamast KCN'nin  olusturdugu inhibisyonu ortadan kaldirdi
(p<0.05,Tablo 2). 0.5 mM KCN uygulamasi igin elde edilen bulgulara
benzer sekilde, kontrol kayitlar ile piruvatla geri déndirillen spontan
kasiima kayitlarn arasinda frekans ve amplitiit bakimindan farklilik varken
(Sekil 3 B-C), alan bakimindan incelendiginde istatistiksel olarak anlamii

bir farkliik bulunmamaktadir (Sekil 3 D).

Tablo 2. NaHCO; igceren Krebs soliisyonuna 1 mM KCN ve10 mM piruvat
uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlarin ortalama ve
standart hata degerleri (n=7, *p<0.05).

Kontrol KCN (1 mM) Piruvat (10 mM)
Frekans 9.5+0.7 0+0* 6.8+0.6*
Amplitat 3309+413 0+0* 2846+352*
Alan 15603+288 0+0* 1145174
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Sekil 3. NaH003 iceren krebs solliisyonu kullanilarak gergeklestiriien
‘kayitlarda; A) 1 mM KCN'nin kasilmalara etkisi ile ardindan uygulanan
piruvatin (10 mM) etkilerini gdsteren orijinal trase, yatay eksen zamani,
dikey eksen ise amplitidit gostermektedir (n=7). B) Kontrol, 1 mM KCN ve
Piruvat uygulanmasi esnasinda ortalama frekans degerleri. C) Kontrol, 1
mM KCN ve Piruvat uygulanmasi esnasinda ortalama amplitiit degerleri.
D) Kontrol, 1 mM KCN ve Piruvat uygulanmasi esnasinda kasilma egrisi
altinda kalan ortalama alan degerleri (*p<0.05).
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5.2. HEPES igeren Krebs Soliisyonu Kullanilarak Yapilan Kayitiarda
KCN’nin Kasilmalara inhibitor Etkisi ve Piruvat Uygulamasi

Bu kisim deneylerde Krebs soliisyonunda pH tamponu olarak
HEPES kullanilarak; KCN'nin miyometriyum kontraksiyonu zerine farkli
bir pH tamponunun olasi etkisi incelendi.

0.5 mM KCN uygulamasi HEPES igeren Krebs sollisyonu
kullanilarak  yapilan  kayitlarda da spontan  miyometriyumun
kontraksiyonlarini frekans ve amplitiit yéniinden anlaml élgtide inhibe etti
(p<0.05, Tablo 3). Ancak 0.5 mM KCN uygulamasi NaHCOj'li Krebs
soliusyonu kullanilan deneylerde HEPES igceren Krebs soliisyonu
kullanilanlara gére daha zayif bir inhibisyon meydana getirdi.

Inhibe olan bu kasilmalara 10 mM piruvat uygulamasi, KCN
olusturdugu inhibisyonu ortadan kaldirdi. NaHCO3; kullanilarak
gerceklestirilen kayitlara benzer gekilde kontrol kayitlari ile piruvatla geri
dondiriilen spontan kasilima kayitlart arasinda frekans ve amplitit
ortalama degerleri bakimindan hala farkiilik varken (Sekil 4 B-C), alan
bakimindan incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir farklihk
bulunmamaktadir (Sekil 4 D).

Tablo 3. HEPES iceren Krebs soliisyonuna 0.5 mM KCN ve10 mM piruvat

uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlarin ortalama ve
standart hata degerleri (n=7, *p<0.05).

Kontrol KCN (0.5 mM) Piruvat (10 miM)
Frekans 11.8+0.46 5.7+0.3* 8.2+0.3*
Amplitiit 2320+279 1392+233* 1809+259*
Alan 1324130 398+68* 1250+113
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Sekil 4. HEPES iceren Krebs soliisyonu kullanilarak gerceklestirilen
kayitlarda; A) 0.5 mM KCN’'nin kasiimalara etkisi ile ardindan uygulanan
piruvatin (10 mM) etkilerini gosteren orijinal trase, yatay eksen zamani,
dikey eksen ise amplitidi gostermektedir (n=7). B) Kontrol, 0.5 mM KCN
ve Piruvat uygulanmasi esnasinda ortalama frekans degerleri. C) Kontrol,
0.5 mM KCN ve Piruvat uygulanmasi esnasinda ortalama amplitiit
degerleri. D) Kontrol, 0.5 mM KCN ve Piruvat uygulanmasi esnasinda

kasiima egrisi altinda kalan ortalama alan degerleri (*p<0.05).

24



1 mM KCN uygulamasi HEPES igeren Krebs soliisyonu kullanilarak
yapilan kayitlarda da spontan miyometriyumun kontraksiyonlarini frekans
ve amplitit yéninden anlamli él¢lide inhibe etti (p<0.05, Tablo 4). Ancak 1
mM KCN uygulamasi NaHCOg3'li Krebs sollisyonu kullanilan deneylerde
HEPES iceren Krebs soliisyonu kullanilanlara goére daha zayif bir
inhibisyon meydana getirdi.

inhibe olan bu kasiimalara 10 mM piruvat uygulamasi, KCN' nin
olusturdugu inhibisyonu ortadan kaldirdi. NaHCO3; kullanilarak
gerceklestirilen kayitlara benzer sekilde kontrol kayitlar ile piruvatla geri
déndurtlen spontan kasilma kayitlan arasinda frekans ve amplitit
ortalama degerleri bakimindan hala farkliik varken ($ekil 5 B-C), alan
‘ bakimindan incelendidinde istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik

bulunmamaktadir (Sekil 5 D).

Ta’blo 4. HEPES iceren Krebs solisyonuna 1 mM KCN ve 10 mM piruvat
uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlann ortalama ve
standart hata degerleri (n=7, *p<0.05).

Kontrol KCN (1 mM) Piruvat (10 mM)
Frekans 9,85+0.5 4.5+0.2* 7.1410.4*
Amplitut 28594226 1641+188* 2449+236*
Alan 1691+141 549+91* 1330+139
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Sekil 5. HEPES igeren Krebs solisyonu kullanilarak gergeklestirilen
kayitlarda; A) 1 mM KCN'nin kasiimalara etkisi ile ardindan uygulanan
piruvatin (10 mM) etkilerini gosteren orijinal trase, yatay éksen zamanl,
dikey eksen ise amplitidi gostermektedir (n=7). B) Kontrol, 1 mM KCN ve
Piruvat uygulanmasi esnasinda ortalama frekans degerleri. C) Kontrol, 1
mM KCN ve Piruvat uygulanmasi esnasinda ortalama amplitit degerleri.
D) Kontrol, 1 mM KCN ve Piruvat uygulanmasi esnasinda kasiima egrisi
altinda kalan ortalama alan degerleri (*p<0.05).
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5.3. Miyometriyum Kasilmalani Uzerine KCN'nin inhibitér Etkisinde
Potasyum Kanallarinin Rolii

Spontan kasilmalar gbézlenen miyometriyum kesitlerine KCN
uygulamasi kasiimalari inhibe etmekte; ancak bu inhibisyonun farkli bir
enerji kaynagi olan piruvat -iIe geri déndirilebilmesi bulgusu, KCN'nin
miyometriyum kasilmalarinda inhibitér etkisinde potasyum kanallarinin
aclimasina baglh membran hiperpolarizasyonunun olasi rollinii akla getirdi.
llave deneylerde segici olmayan potasyum kanal blokeri TEA kullanilarak
bu inhibisyonda K* kanallarinin olasi rolii farmakolojik olarak incelendi.
5.3.1. NaHCO; igeren Krebs Soliisyonu Kullanilarak Yapilan Kayitlarda
KCN’nin Kasilmalara inhibitor Etkisinde Potasyum Kanallarinin Rolii

Bu amacla; NaHCO3; igeren krebs soliisyonu kullanilan kayitlarda
KCN 0.5 mM uygulanarak spontan kontraksiyonlar inhibe edildi ve KCN
uygulama periyodu sonunda TEA (1mM) uygulandi. TEA olusan
inhibisyonu geri déndirda  (p<0.05, Tablo 5). Ancak spontan
kontraksiyonlarla kiyaslandiginda, TEA uygulamas! sonrasinda ortalama
frekans, amplitit ve kasilma egrisi altinda kalan alan bakimindan anlamli

diizeyde daha dusi'Jk kasiimalar elde edildi (p<0.05, Sekil 6 B-C-D).

Tablo 5: NaHCO3'li Krebs solisyonuna 0.5 mM KCN ve 1 mM TEA
uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlann ortalama ve
standart hata degerleri (n=7, *p<0.05).

Kontrol KCN (0.5 mM) TEA (1 mM)
Frekans 12.42+0.48 4.85+0.4* 6.1410.2*
Amplitut 25561219 1284+114* 22041237
Alan 1121189 379+£51* 793+115*
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Sekil 6. NaHCO; iceren Krebs soliisyonu kullanilarak gerceklestirilen
kayitiarda; A) 0.5 mM KCN'nin kasilmalara etkisi ile ardindan uygulanan
TEA’un (1 mM) etkilerini gbsteren orijinal trase, yatay eksen zamani, dikey
eksen ise amplitidli gostermektedir (n=7). B) Kontrol, 0.5 mM KCN ve
TEA uygulanmas! esnasinda ortalama frekans degerleri. C) Kontrol, 0.5
mM KCN ve TEA uygulanmas! esnasinda ortalama amplitit degerleri. D)
Kontrol, 0.5 mM KCN ve TEA uygulanmasi esnasinda kasilma egrisi
altinda kalan ortalama alan degerleri (*p<0.05).
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llave olarak 1 mM KCN uygulamasi ile elde edilen inhibisyon ve
buna 1 mM TEA olusturdugu cevap incelendi (Sekil 7). 1 mM TEA,
KCN'nin olusturdudu inhibisyonu anlamh dizeyde geriye déndirmektedir.
Ancak spontan kontraksiyonlarla karsilagtirildiginda frekans, amplitiit ve
alan bakimindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha dusik

kasiimalar elde edilmektedir (p<0.05, Sekil 7 B-C-D, Tablo 6)

Tablo 6. NaHCOj; iceren Krebs soliisyonuna 1 mM KCN ve 1 mM TEA
uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlarin ortalama ve
standart hata degerleri (n=7, *p<0.05).

Kontrol KCN (1 mM) TEA (1mM)
Frekans 10.1440.6 0.4+0.4* 4.85+0.5*
Amplitat 2990+249 78.85+78.85* 2536+272*
Alan 13121138 21.7+21.7* 815+185*
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Sekil 7. NaHCO; igeren Krebs solisyonu kullanilarak gergeklestirilen
kayitlarda; A) 1 mM KCN'nin kasiimalara etkisi ile ardindan uygulanan
TEA'un (1 mM) etkileﬁni gosteren orijinal trase, yatay eksen zamani, dikey
eksen ise amplitidi géstermektedir (n=7). B) Kontrol, 1 mM KCN ve TEA
uygulanmasi esnasinda ortalama frekans degerleri. C) Kontrol, 1 mM KCN
ve TEA uygulanmasi esnasinda ortalama amplitiit degerleri. D) Kontrol, 1
mM KCN ve TEA uygulanmast esnhasinda kasiima egrisi altinda kalan
ortalama alan degerleri (*p<0.05).
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5.3.2. HEPES igeren Krebs Soliisyonu Kullanilarak Yapilan Kayitlarda
KCN’nin Kasilmalara inhibitér Etkisinde Potasyum Kanallarinin Rolii

Daha sonra, bir énceki deneyler HEPES igeren Krebs soliisyonu
kullanarak tekrarlandi. 0.5 mM KCN HEPES igeren Krebs soliisyonu
kullanilarak gergeklestirilen kayitiarda da spontan miyometriyum
kasilmalarini anlaml élglide azaittigi gézlendi. Ancak, HEPES kullanilan
kayit kosullarinda 0.5 mM KCN uygulamasi NaHCOj; iceren Krebs
sollisyonuna goére daha digik oranda inhibisyon meydana getirdi.

1 mM TEA uygulamasu KCN olusturdudu inhibisyonu geri déndurdi
(p<0.05,Tablo 7). Ancak, bu geri déndirme tam bir geri déndirme degildi
¢lnk(; kontrol spontan kasiima kayitlari ile TEA geri déndirdigi
kasilmalar arasinda frekans, amplitit ve alan bakimindan farkhiik

bulunmaktadir (P<0.05, $ekil 8 A-B-C).

Tablo 7. HEPES iceren Krebs solisyonuna 0.5 mM KCN ve 1 mM TEA
uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlarin ortalama ve
standart hata degerleri (n=6, *p<0.05).

Kontrol KCN (0.5 mM) TEA (1 mM)
Frekans  10.18+0.8 5.28+0.7* 7.6+0.3*
Amplitiit 2685+334  841+141* 1533+217*
Alan 16164212 342+77* 974+213*
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Sekil 8. HEPES igceren Krebs soliisyonu kullanilarak gerceklestirilen
kayitlarda KCN ile indiiklenen inhibisyona TEA'un etkileri (n=6); A) Kontrol,
0.5 mM KCN ve TEA uygulanmasi esnasinda ortalama frekans degerleri.
B) Kontrol, 0.5 mM KCN ve TEA uygulanmast esnasinda ortalama amplitiit
degerleri. C) Kontrol, 0.5 mM KCN ve TEA uygulanmasi esnasinda

kasilma egrisi altinda kalan ortalama alan degerleri (*p<0.05).
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Bu uygulamalan takiben 1 mM KCN uygulanarak TEA'nin etkileri
incelendi. 1 mM KCN spontan kasiimalari anlamli diglide baskilamaktadir
(p<0.05,Tablo 8). Ancak 1 mM KCN uygulamasi NaHCOj iceren Krebs
solisyonunda vyaklasik olarak %97 oraninda inhibisyon meydana
getirirken HEPES igeren Krebs solisyonu kullanildiinda bu oran %60’a
dugmektedir. Inhibe olan bu kasiimalara 1 mM TEA uygulamasi olusan
inhibisyonu ortadan kaldirdi (p<0.05). Ancak, kontrol kayitlari ile TEA geri
déndurilen spontan kasiima kayitlari arasinda frekans ve amplitit
bakimindan istatistiksel olarak anlamii bir farklilik bulunmaktadir (Sekil 9

A-B-C).

Tablo 8. HEPES igeren Krebs solisyonuna 1 mM KCN ve 1 mM TEA
uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlarn ortalama ve
standart hata degerleri (n=6, *p<0.05).

Kontrol KCN (1 mM) TEA (1 mM)
Frekans 10.78+0.5 3.2+0.8* 5.1+0.9*
Amplitit 27851272 7.07+1.97* 1325+200*
Alan 22841136 452+130* 1100+£108*
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Sekil 9. HEPES igeren Krebs solisyonu kulianilarak gerceklestirilen
kayitlarda KCN ile indiiklenen inhibisyona TEA'un etkileri; A) Kontrol, 1
mM KCN ve TEA uygulanmasi esnasinda ortalama frekans degerleri
(n=6). B) Kontrol, 1 mM KCN ve TEA uygulanmasi esnasinda ortalama.
amplitiit degerleri. C) Kontrol, 1 mM KCN ve TEA uygulanmast esnasinda

kasilma edrisi altinda kalan ortalama alan degerleri (*p<0.05).
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5.3.3. NaHCO; ve HEPES igeren Krebs Soliisyonu Kullanilarak
Yapilan Kayitlarda KCN’nin Kasiimalara inhibitor Etkisinde ATP-Duyarli
Potasyum Kanallarinin Rolii

Bu uygulamalan takiben NaHCO; ve HEPES igeren krebs
solusyonuna 0.5 mM ve 1 mM KCN uygulanarak, KCN'in olusturdugu
metabolik inhibisyonda ATP-duyarli potasyum kanallarinin rolii incelendi.
Bu amagla ATP-duyarli potasyum kanal blokeri olan glibenklamid
uygulamasi yaplldi. Glibenklamid KCN olusturdugu metabolik inhibisyonu
etkilemedigi tespit edildi (p<0.05, Tablo 9, 10, 11, 12). KCN uygulamasi ile
glibenklamid kayitlar1 arasinda frekans, amplitit ve alan bakimindan

istatistiksel olarak anlambi bir farklilik bulunmaktadir.

Tablo 9. NaHCO3; igeren Krebs solliisyonu kullanilarak yapilan kayitlarda
0.5 mM KCN ve 100 uM glibenklamid uygulamasi ile elde edilen frekans,
amplitiit ve alanlarin ortalama ve standart hata degerleri (n=5, *p<0.05).

‘ Kontrol KCN (0.5 mM) Glibenklamid (100 uM )
Frekans 12.06+0.53 5.05+0.4* 5.22+0.2*

Amplitit 24381242 13156+£121* 1324+237*

Alan 1121489 427+49* 431+51*

Tablo 10. NaHCO; iceren Krebs soliisyonuna 1 mM KCN ve 100 uM
glibenkiamid uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlarin
ortalama ve standart hata degerleri (n=5, *p<0.05).

Kontrol KCN(1mM)  Glibenklamid (100 uM )
Frekans 10.2410.6 0.55+0.4* 0.85+0.5*
Amplitat 29841249 88.85+68.22* 92.3+62*
Alan 13221142 34.7+21.7* 42.4+18.5*
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Tablo 11 HEPES igeren Krebs solisyonuna 0.5 mM KCN ve 100 uM
glibenklamid uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlarin
ortalama ve standart hata degerleri (n=5, *p<0.05).

Kontrol KCN (0.5 mM)  Glibenklamid (100 uM )

Frekans 10.22+0.7 5.28+0.7* 5.3610.9*
Amplitat 27851344 861+121* 899+117*
Alan 17231264 355+76* 374+83*

Tablo 12. HEPES igeren Krebs soliisyonuna 1 mM KCN ve 100 uM
glibenklamid uygulamasi ile elde edilen frekans, amplitit ve alanlarin

ortalama ve standart hata degerleri (n=5, *p<0.05).

Kontrol KCN(1mM)  Glibenklamid (100 uM )
Frekans 10.54+0.5 3.310.7* 3.6£0.7*
Amplitat 2864+287 7.92+1.89* 8.25+2.43*
Alan 2432+143 466+120* 488+108*
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6. TARTISMA VE SONUG

Bu caligmanin bulgulari izole sigan miyometriyumunda oksidatif
fosforilasyonun potasyum siyanirle inhibisyonunun spontan miyometriyal
kontraksiyonlarini doza bagli olarak inhibe ettidini; bu inhibisyonunu
piruvat ve spesifik olmayan potasyum kanal blokeri TEA ile ortadan
kaldinldigini ancak ATP-duyarl potasyum kanal blokeri olan glibenklamid
ile 6nlenemedigini gdstermektedir. llave olarak, pH tamponu olarak
NaHCO; igeren Krebs solisyonunda alinan kasilma kayitlarinda HEPES
kullanilan soltisyonlarda alinanlara gére KCN ile kasilmalarin daha fazla
inhibe oldugu sapténdl. Ancak, KCN ile olusturulan inhibisyonun piruvat ile
ortadan kaldiriimasi yoninden HEPES ve NaHCOs arasinda belirgin bir
fark tespit edilemedi.

Duz kaslar kan damarlan, mide, barsaklar, mesane, hava yollar,
penis ve Kklitoris kavernoz sinuslarinda ve uterus gibi cesitli ici bog
organlarn duvarlarinda bulunmaktadir. Kasildiginda kisalan diz kaslar
duvarini tegkil ettigi organin luminal igerigini ileri dogru iter. Ayrica derideki
killara ve lens ile irise tutunmus diiz kas demetleri de vardir. Bu diz kaslar
kasildiginda ise killar diklegir, gbziin optik k|S|mIar|nda. sekil degisikligi
olusarak 1s1gin retina Uizerine odaklanmasi saglanir. |

Diiz kaslar iskelet ve kalp kaslarinda bulunan ¢izgili bantlan ihtiva
etmezler ve otonom sinir sistemi tarafindan innerve edilirler. Dz kaslarin
kastilabilirligi hormonlar, otokrin ve parakrin ajanlaria diger lokal kimyasal
sinyallerle saglanir. Yik ve boyutta meydana gelen degisikliklere bagls

olarak diiz kas hucreleri tonik veya fazik kasilmalar gosterir. Ozefagus,
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mesane ve uterus gibi bazi diz kaslar daha ¢ok gevsemis halde
bulunurlar ve volim artigsina bagh gerilme ve/veya néronal stimulasyonla
kasilirlar. Sfinkterler ve damar diiz kas hicreleri tonik olarak kasihrlar.
Uyaran ne olursa olsun, diiz kas hiicrelerinde kalsiyum iyonlar (Ca®")
kasiimayi baglatir ve aktin ve miyozin molekulleri arasindaki ¢apraz képri
olusma siklusu kasiimanin giicuniin olugsumunu saglar.

Pek ¢ok diiz kas gibi miyometriyium da hipoksiden hizla etkilenir.
Kan damarlarinin gevsemesi sonucu hipoksik bodlgeye daha fazla kan
perfizyonu saglanmasi veya metabolik stres esnasinda ATP’nin
tiketiminin azalmasi gibi durumlarda hipoksiye bagh diz kas
kontraktilitesinde meydana gelen baskilanma organizmay! koruyucu bir
etki olabilecegi gibi (18) ateroskleroz, vazospazm ve serebral kanama ile
uterus distonisi gibi durumlarda belirgin bir disfonksiyona neden olur.
Dodum eylemi igin uterusun fazik kontraksiyonlarinin yeterli bir stirede ve
gdgte saglanmasi son derece énemlidir. Insan ve bilyiikbas hayvanlarda
dogum eylemi esnasinda aktif doku kasilmasinin uterus kan damarlarina
basing yapmasi sonucu kan akiminin azaldi§i bilinmektedir (22).
Perfiizyonda meydana gelecek azalma aktif olan bu dokuya oksijen ve
glikoz saglanmasini ve ATP sunumunu azaltacaktir.

ATP duyarli potasyum kanallari (K(ATP)) pek ¢ok diiz kas gibi
uterus kasinda da mevcut olup, bu kanallar fizyolojik ATP diizeylerinde
(=10-100 pM) kapalidir ve ATP dizeyinde diisls sonucu aktive olurlar
(38). Hipoksi durumunda ATP dizeyinde meydana gelen dusme, ADP

diizeyinde artma (hticre i¢i pH dustistiniin yaninda), bu kanallarin agiimasi
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sonucu membran hiperpolarizasyonu ve kasilmanin baskilanmasina yol
agabilir (37). Ancak bu c¢alismada siyaniirle indiikklenen spontan
kbntraksiyonlann inhibisyonu K(ATP) kanal blokeri glibenklamid ile
ortadan kaldinlamadi. Her ne kadar glibenklamidin benzer ¢aligmalarda
kullanilan konsantrasyonlari uygulandiysa da; bu durum deneylerde
kullanilan doz igin gegerli olup, daha yilksek konsantrasyonlarda farkli
sonuglar gézlenebilir.

Ayrica hipoksi esnasinda hiicre igerisinde serbest kalsiyum
dizeyinin arttig! bilindiginden bu kalsiyumun, kalsiyum duyarli potasyum
kanallarini aktive ederek membran hiperpolarizasyonu sonucu spontan
kasilmalart inhibe edebilecedi bir bagka olasiliktir (29).

Her kontraksiyon esnasinda uterusta hipoksinin olustugu net bir
sekilde ortaya konmustur (5). Kasilan kas liflerinin miyometriyum igerisinde
yer alan kan damarlarina baski uygulamasi sonucu miyometriyuma kan
ak;ml ve dolayisi ile oksijen sunumu azalmaktadir. Diger diiz kaslarda, her
ne kadar aracilik eden mekanizma net olarak aydinlatilamamigsa da
hipoksinin kasilabilmeyi etkiledigi bilinmektedir (33). Hayvan uteruslarinda
birkag¢ hipoksi (metabolik inhibisyon) ¢aligmasi mevcutsa da (11, 34, 35)
insan uterusunda hipoksi ¢alismasi literatirde bulunmamaktadir. Deney
hayvanlarindan elde edilen veriler, hipoksinin insan uterusunda kasilma
Uzerine belirgin bir inhibitér etkisi olacagini vurgulamaktadir. Bu durumun
onemli bir klinik problem ve fizyolojik micadele alani olan etiyolojisi
bilinmeyen uterus atonisine (disfonksiyonel dogum) énemli katki saglayan

bir faktdr olacag: dugtndlebilir.
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Bundan dolayi, hipoksi ve metabolik inhibisyonun etkileri ile bu
durumun kasilabilme {zerine olumsuz etkilerinden korunma yollarinin
bilinmesi énem arz etmektedir. Yapilan ¢aligmalar, ATP, fosfokreatin ve
inorganik fosfatlarin uterin kasilma {izerine ¢ok az bir katkisnin oldugunu
ortaya koymaktadir (10, 39).

Hipoksinin diger tip diiz kaslarda L tipi kalsiyum kanallarindan
kalsiyum girigini inhibe ettigi bildiriimistir (12).

Hucre i¢i pH degerinde ¢ok kliglk degigsmeler bile, uterus diiz kas
kasilmasini belirgin olarak etkilemektedir. Asidizasyon kasilmalari inhibe
ederken, alkalinizasyon kastimalari artirir. Gene gebeligin son haftalarina
dogru uterusta hafif bir alkalinizasyon meydana geldigi ve bu durumun
uterus kasiimasinda bu dbénemde meydana gelen artigtan sorumlu
olabilecegi dustinilmektedir (28).

Bu sebeple bu tez calismasinda farkli pH tamponlan olarak
NéHCOs ve HEPES kullanilarak metabolik inhibisyonu énlemedeki etkileri
karsilastirmal olarak incelenmistir.

Siyanir uygulamasi fazik miyometriyum kasiimalarinda hemen
baglayan bir inhibisyon meydana getirdi. Tam bir inhibisyon olmamasi ve
dustk amplitit ve frekansta da olsa kasilmalarin meydana gelmesi bu
durumun rigor mortise benzer bir durum olmadigini géstermektedir. Zaten,
onceki caligmalar, miyozin hafif zincir fosforilasyonunun siyaniirden
etkilenmedigini gostermistir (35). Kalsiyumun mitokondrilere geri aliniminin
siyaniirle belirgin olarak sekteye ugratiidigi bilinmektedir (29). Gene

dnceki caligmalara gore, siyaniirle meydana gelen inhibisyonda ATP’nin
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kritik bir seviyenin altina digmesinin esas sebep olma ihtimali dusuktar
(32). Daha ziyade hiicresel uyarilabilmenin ortadan kalkmasinin sorumiu
olabilecedi dusuniimektedir. Uyarilabilme ve kasiima igin membran
depolarizasyonu ve kalsiyum girigsi mutlak gereklidir. Hicreye kalsiyum
girisindeki disis muhtemelen, hipoksiye bagh olarak K* kanallarinin
aciimasi ve daha da dusiik ihtimalle hipoksiye bagh kalsiyum kanallarinin
direk inhibisyonuna baglidir.

Bu ¢alismada K* kanallarini TEA ile bioklanmasi, KCN ile olusan
inhibisyonu geri déndiirdd. Bu bulgu sigan miyometriyumunda KCN ile
indilklenen metabolik inhibisyonda K* kanallarinin  rol aldigini
gostermektedir. Ancak, aktiviteleri sitoplazmik ATP dizeyine bagl olan
(fizyolojik ATP dizeylerinde kapali olup ATP dizeyinde dusiis oldugunda
aktive olan K’ kanal tipi) ATP duyarh K' kanallarinin spesifik biokeri
glibenklamidin KCN ile inhibisyonu geri déndirememesi buigusu, bu
inﬁibisyonda literatlirle uyumlu olarak ATP dizeyinde belirgin dustsin
belirleyici rol oynamadigini desteklemektedir (32). Farkli ve daha etkili bir
pH tamponu olan HEPES ile KCN’nin indikledigi kasiimalarin
inhibisyonunun daha etkin olarak énlenmesi bulgusu; KCN ile metabolik
inhibisyonla hiicre ici pH degerinde belirgin bir inhibisyon gerceklestigini
vurgulamaktadir ki; bu durum siyanOrin hiicre igi pH degerini
dustrdaguni belirten galismalarla uyumludur (34, 39).

Gergeklestigi beklenen bu asidifikasyon tartismasiz bir sekilde fazik
kontraksiyonlari inhibe edecektir. Bu c¢alismada direk kanit elde

edilememekle birlikte bu asidifikasyon miyometriyumda hiicre i¢i kalsiyum
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artiglarim baskiliyarak bu inhibisyonu gergeklestirecektir. Hakkinda delil
elde edilen K' kanallarinin bu inhibisyona katkisi da membran
hiperpolarizasyonu yolu ile kalsiyum giriginin azaltilmasidir. Gene farkl pH
tamponlarinin kismen de olsa bu inhibisyonu 6nleyebiimesi bulgusu bu
hipotezle uyumludur.

Oksidatif metabolizmanin onemli bir ara substrati olan piruvatin,
kalp kasilmasi izerinde pozitif inotropik etki olugturdugu in vivo ve in vitro
kosullarda kalp enerji kaynaklarint artirdigi ve kalpte iskemiye bagh hasara
karg! koruyucu etkiye sahip oldugu bilinmektedir (6, 41). Calismamizda
KCN ile indilklenen metabolik stres sonrasi, piruvatla kasiimalarin yeniden
etkin olarak baslamas! bulgusu bahsedilen bu kalp caligmasinin
bulgulanyla uyumludur. Sican miyometriyumunda hipoksi sonrasi
meydana gelen kontraktil baskilanmaya karsi piruvat kullamm literattirde
yer almadigindan bu bulgu ancak kalp kasi ile karsilagtirilabildi.

| Her ne kadar piruvat uygulamasi ile K™ kanal aktivasyonu arasinda
direkt bir delil elde edilmediyse de, piruvat K* kanal aktivitesinde azaimaya
yol agmig olabilir. Piruvat asidozis durumunun devam etmesini 6nieyerek
K* kanallarinin agiimasini 6nleyebilme olasiligi mevcuttur. llave . olarak
piruvatin mitokondriye girisi 2 H* iyonu ko-transportunu gerektirdiginden
bu hidrojen iyonlannin piruvatin oksidasyonu ile karbondioksit ve su
olusumu esnasinda uzaklagtiriimasi saglanmaktadir. llave olarak piruvat,
ATP’nin termodinamik durumunu gli¢lendirir, sitrik asit siklusunu stimule
eder, mitokondriyal NADH ve oksijen tuketimini artinr (3, 20).

Miyometriyumda glikolitik ATP primer enerji kaynagi olmakla beraber;
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piruvatin vaskiler diiz kaslarda oldugu gibi piruvatin KCN ile indiiklenen
hipokontraktil durumu geri déndiirmesi; asidozisi ©nlemesi, oksidatif
metabolizmayl ve hicresel enerji kaynaklarini aktive etmesi ve K'
kanallarinin aktivasyonunu ©6nlemesi gibi etkilerinin aracilik ettigi
sanilmaktadr.

llave olarak, eksojen verilen piruvatin bir bagka muhtemel faydals
etkisi de miyometriyal sitoplazmada redoks potansiyelinde degisiklige yol
acmasidir. Domuz karotis arterinde disardan verilen 10 mM piruvatin
sitoplazmik laktat/piruvat oraninda olumlu yénde degisiklige sebep oldugu
ve maksimum kasilma cevaplarinda arimaya yol actidi belirlenmistir (3).
Eger bu durum miyometriyumda da gecerli ise, KCN ile indiiklenen
kasiima inihibisyonunun piruvatla geri déndiirilmesinde de rol oynamig
olma olasihgi dustintlebilir.

Sonug olarak siyanirle metabolik inhibisyonun sigan miyometriyal
koﬁtraktilitesini inhibe etmesinde daha 6nce bildirilen Ca** homeostazis
mekanizmalarn ile hiicre ici inorganik fosfat artigi gibi faktdrlerin kombine

etkisinin yaninda K* kanallarinin da kismen rol aldigi dustntlmektedir.
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