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OZET
iZOLE SICAN MiYOMETRiYUMUNDA METABOLIK INHiBiSYONA BAGLI
KONTRAKTIL BASKILANMADA SODYUM-POTASYUM POMPASININ
ROLUNUN INCELENMESI

Bu calismada, izole sican miyometriyumunda metabolik strese bagli gelisen
kontraktil inhibisyonda sodyum-potasyum pompasinin (Na'-K~ ATPaz) olasi roliiniin
arastirilmasi amaglanmistir.

Dekapitasyondan sonra, virjin erigkin Sprague Dawley cinsi disi siganlardan
miyometriyum kesitleri almarak igerisinde 37°C’de (pH 7.4) Krebs soliisyonu bulunan
ve %95 05 - %5 CO; ile siirekli gazlandirilan izole organ banyosunda asildi. Istirahat
gerimine adaptasyonu takiben spontan kontraksiyonlar kayit edildi, ilave protokollerde
oksitosinle kasilmalar tetiklendi. Metabolik inhibisyon organ banyosunda potasyum
siyaniir (KCN 0.1 mM) uygulamasi ile saglandi, Na'-K" ATPaz inhibisyonu kardiyak
glikozit olan digoksin (1 mg/ml, 10 mg/ml, 30 mg/ml, 300 mg/ml) ile saglandi.
Protokollerin izometrik kontraksiyonlarin frekans, gli¢ ve amplitiitlerine olan etkileri 10
dakikalik periyotlar halinde degerlendirildi. Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesinde
ANOVA testi kullanild1.

Digoksinin uygulanan dozlar1 (1 mg/ml, 10 mg/ml, 30 mg/ml, 300 mg/ml)
KCN’nin (0.1 mM) hem spontan hem de oksitosinle indiiklenmis miyometriyal
kontraksiyonlar {izerindeki inhibibitdr etkisini ne amplitiit, ne de frekans verileri
yoniiyle 6nleyemedigi ve ortadan kaldirici anlamli bir etkisinin olmadig: tespit edildi
(n=7 her bir protokol i¢in).

Sican miyometriyumunda, metabolik inhibisyona bagli miyometriyum kasilma
giiclinde meydana gelen zayiflamayi, kardiyak glikozit digoksinin 6nlemedigi, tedavi
edemedigi sonucuna varilmistir. Tez ¢alismasmim bulgulari, bu deneysel modelde Na'-
K" ATPaz kasilmay: sekteye ugratan mekanizmalar arasmda yer almadigi ve/veya

kesinlikle tek sorumlu mekanizma olmadigini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Miyometriyum, Kasilma, Metabolik Stres, Digoksin, Na'-K"
ATPaz, Sican
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SUMMARY
INVESTIGATION OF POSSIBLE ROLE OF SODIUM-POTASSIUM PUMP IN
METOBOLIC INHIBITION-MEDIATED CONTRACTILE FAILURE IN
ISOLATED RAT MYOMETRIUM

The aim of this study was to investigate the possible role of sodium-potassium
pump (Na'-K" ATPase) on metabolic stress-mediated inhibition of contractility of

isolated rat myometrium.

After decapitation, myometrial strips were isolated from non-pregnant adult
Sprague Dawley rats, and suspended in an isolated tissue bath containing Krebs
solution, continuously bubbled with 95% O, and 5% CO,, maintained at 37°C (pH 7.4).
Following equilibration under resting tension, spontaneous contractions were recorded,
and in additional protocols contractions were elicited by oxytocin. Metabolic inhibition
was established by bath application of potassium cyanide (KCN 0.1 mM). The cardiac
glycoside digoxin (1 mg/ml, 10 mg/ml, 30 mg/ml, 300 mg/ml) was applied to tissue
bath for the inhibition of Na'-K" ATPase pump. To evaluate the impacts of study
protocols on the amplitude, frequency and force of contractions, these parameters were
evaluated by 10-minute intervals. ANOVA test was used for statistical analysis of the

data.

The utilized dose of digoxin (1 mg/ml, 10 mg/ml, 30 mg/ml and 300 mg/ml)
failed to prevent or recover the KCN (0.1 mM)-induced inhibition of myometrial
contractility in terms of amplitude and frequency of the both spontaneous and oxytocin-

induced contractions (n=7 for each protocol).

In conclusion it was determined that the cardiac glycoside digoxin is unable to
prevent or restore the attenuation of contractile force due to metabolic inhibition.
Findings of this thesis study indicating that the Na'-K" ATPaz pump is not involved

and/or definitely not the solely responsible mechanism of the contractile failure.

Key words: Myometrium, contraction, metabolic stress, digoxin, Na'-K" ATPase, rat
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3. GIRIS VE AMAC

Izole sigan miyometriyum dokusu, genelde diiz kas ve 6zelde miyometriyum
dokusunun kasilmasinin fizyolojik mekanizmasini ve farmakolojik yOnlerinin

arastirilmasinda 6nemli rol oynamastir.

Diiz kaslar uterus, solunum yollari, kan damarlari, mesane gibi birgok farkli
organlarm duvarlarinda yer almaktadirlar. Ayrica iskelet ve kalp kasindan farkl
ozelliklere sahiptirler. Mikroskobik olarak kalp ve iskelet kasinda mevcut olan ¢izgili
yapida bulunan bantlar diiz kaslarin yapisinda mevcut degildirler. Diiz kaslarin kontrol
mekanizmasi otonom sinir sistemi tarafindan diizenlenmektedir. Diiz kaslarm 6nemli bir
diger ozelligi ise iskelet kaslarindaki gibi tek bir yone dogru degil, degisik ydnlere
dogru kasilabilir olmasidir. Bu sayede miyometriyum dokusunda dogumda yavrunun

disar1 atilmasi sirasinda itici bir gii¢ ortaya ¢ikarmaktadir (1,2).

Metabolik faaliyetlerin devami i¢in atmosferdeki oksijenin hiicrelere ve
dokulara etkin bir sekilde tasinmasi gerekir. Hiicre fonksiyonu i¢in gerekli oksijenin
yetersizligi hipoksi (oksijen azligi) olarak adlandirilmaktadir. Hiicrenin tamamen
oksijensiz durumda kalmasi ise anoksi olarak adlandirilmaktadir. Anoksi hiicre hasari
veya Oliimiiniin en 6nemli nedenlerindendir (3,4). Hipoksinin nedenleri arasinda ise en
onemli olan1 iskemidir (kansizlik; dokulara gelen arteriyel akimm aksamasi sonucu
ortaya ¢ikan dolagim bozuklugu). Beyin, akciger ve goz gibi bazi organlar perfiizyonun
aksamasindan hizla olumsuz etkilenirken, deri ve sindirim kanali dokular1 hipoksiye

kars1 daha direnclidirler.

Metabolizma ydniinden daha ziyade oksidatif olan diiz kaslar hipoksiye
dayanikliliklar1 bakimindan da farkliliklar gosterir. In vitro ¢alisma sonuglari, uterus ve
mesane diiz kaslarinin anoksik ortamlarda kasilma giiglerini hizla kaybettiklerini
gostermistir (2,4). Uterus kan akimi seviyesi (perflizyon) ile uterus kasilabilirligi
arasinda yakin bir iligki vardir (5). Bu durum, dogum esnasinda uterusun siddetli
kasilmalarinin kendi dokusunu besleyen damarlarda meydana getirdigi okliizyon
sonucu, takip eden kasilmalar1 baskilayarak dogum eylemini etkileyebilecegi ve

dolayist ile klinik 6nemi olan bir durumu yansitmaktadir (5).



Uterus dokusuna in vivo olarak gelen kan akiminin azalmasi, dokuda anaerobik
metabolizmanin uyarilmasina, adenozin trifosfat (ATP) gibi bazi metabolitlerde

degismeye ve pH’ nin diismesi gibi metabolik sonuglara yol agmaktadir (6).

Normal dogum siireci baslayan hamilelerde siirecin aniden basarisizliga
ugramasma ve normal dogumdan uzaklasilarak sezaryen gerekliligi klinik 6nemi olan
bir gercektir (7,8). Uterusun kendini besleyen damarlarinda meydana gelen bu
perflizyon baskilanmasi sonucu ortaya ¢ikan uterus atonisi gelistikten sonra, oksitosin,
prostaglandinler (PGs) gibi dogumu uyarici ajanlar uterusda yeterli kasilmayi
olusturamamakta ve sezaryen disinda herhangi bir ¢6ziim yolu bulunmamaktadir. Anne
ve bebek i¢in saglik riski doguran bu durumun mekanizmasinin anlasilmasi amaciyla
uterus dokularinda bu hipoksik sartlar modellenmis ve mekanizmasi agiga ¢ikarilmaya,

onlemeye ve tedavi edilmeye yonelik arastirmalar devam etmektedir (9,10).

Dijitaller uzun yillardan beri kalp yetmezliginde kasilmay1 uyarici ve tamir edici
olarak klinikte kullanilmaktadir. Kardiyak glikozitler Na™-K' pompasini inhibe ederek
hiicrede pompanin kapasitesine bagl olarak kisith bir kalsiyum artig1 saglamakta ve

kasilmalar1 desteklemektedir.

Bu tez c¢aligmasinda, hipoksi sonucunda kasilma giliciinde meydana gelen
baskilanmada Na'-K" pompasimin rol alip almadig1 hakkinda bilgi elde etmek amaciyla,
KCN (0.1 mM) uygulamast ile doku hipoksisi olusturularak Na'-K" pompast inhibitdrii

digoksinin etkileri incelendi.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. KAS FiZYOLOJiSi VE DUZ KAS KAVRAMI
4.1.1. KAS FiZYOLOJiSi

Kasilma sayesinde iskelet sisteminin hareketi, kalpte bulunan kanmn damarlara
pompalanmasi, damarlarm ¢apinin degistirilmesi ve dolayisiyla damar sistemi iginde
kanin akis hizinin ve basincinin ayarlanmasi, sindirim sisteminin i¢inde bulunan ya da
sindirim esnasinda ve sindirimden sonra olusan sindirim artiklarinin uzaklastirilmasi
gibi olaylar meydana gelmektedir. Kas hiicreleri; diiz kas, kalp kas1 ve iskelet kasi
olmak iizere ili¢ temel gruba ayrilir. Hem ¢izgili hem diiz kaslar uyarilabilir doku

niteliginde olup; aksiyon potansiyeli iiretme kapasitesindedir (11,12).

4.2. DUZ KASTA AKSiYON POTANSIYELI

Bir hiicre dinlenim durumunda iken hiicre zarmnin i¢ kismi disa gére daha negatif
bir potansiyele sahiptir. Istirahattaki bir hiicre uyarildig1 zaman dinlenim potansiyelinde
degisim meydana gelerek hiicre zarmnin i¢ kismi disartya gore daha pozitif degerlere
ulagabilir ki bu durum depolarizasyon olarak adlandirilir. Depolarizasyondan sonra
hiicre zarmin dinlenim potansiyeline geri donmesi ise repolarizasyon olarak adlandirilir

(12).

Diiz kasta membran dinlenim potansiyeli -50 / -60 mV kadardir. Visseral diiz
kasta aksiyon potansiyeli cogunlukta iskelet kasina benzer nitelikte olup siiresi 10-50

msn civarindadir (11).



4.3. DUZ KASLAR VE KASILMA GEVSEME MEKANIZMALARI

Diiz kaslarda, c¢izgili kaslar ve kalp kasi gibi aktin ve miyozin flamentleri
diizenli bir sira halinde degildir. Diiz kaslarda filamentler rastgele bir dagilim gosterir
yapida olmasi nedeni ile mikroskop altinda ¢izgili bir yapida goriinmezler. Diiz kaslar
genel olarak; i¢ organlarin diiz kaslar1 (visseral diiz kaslar) ve cok iiniteli diiz kaslar

olarak iki grup altinda siniflandirilir (11).

4.3.1. DUZ KASLARDA KASILMA MEKANIZMASI

Diiz kaslarda aktin ve miyozin filamentleri kasilma mekanizmasinda rol alan
baslica filamentlerdir. Miyozin molekiilii iki hafif zincir (MHZ) ve iki agir zincir
(MAZ) yapisinda olmak iizere alt1 polipeptid zincirden meydana gelmektedir. Agir
zincirler sarmal bir yap1 olusturarak birbirlerinin etrafinda sarili bir durumda
bulunmaktadir. Zincirlerin her bir ucu miyozin basi adi verilen globiiler polipeptid
olusturmaktadir. Bu nedenle miyozin molekiiliiniin bir ucunda yan yana uzanan iki
serbest bas bulunmaktadir (11,13). Sarmalin devam eden kismina kuyruk adi

verilmektedir.

Miyozine ait hafif zincirler kasilma esnasinda basin fonsiyonunu kontrol
etmektedir. Kas kasilmasi esnasinda miyozin baslari ATPaz enzim aktivitesi yapar.
Basin bu o6zelligi sayesinde ATP’nin yapisinda bulunan yiiksek enerjili fosfat
baglarindaki enerji kas kasilmasi sirasinda kullanilabilmektedir. Aktin filamenti
tropomiyozin ve f-aktinden olugmaktadir. Troponin molekiilii ise diiz kaslarin aktin
filamentlerinde yoktur. Bunun yerine ise kalmodulin ad1 verilen diizenleyici bir protein
bulunmaktadir. Kalmodulin kasilmanin baslangicinda dért tane Ca™’yi kendine
baglayarak kasilmada 6nemli rol almaktadir. Kasilma esnasinda inaktif miyozin bas
aktifleserek, aktin filamentine baglanmaktadir. Diiz kaslarda hiicre i¢i serbest Ca™
konsantrasyonu artmasi kasilmayi tesvik eder. Diiz kas hiicresinin sitoplazmasinda Ca"™
iyon konsantrasyonu 10° M’a kadar yiikselirse kasilma baglamaktadir. Ca™ iyonu,
kalmodulinle baglanarak miyozin hafif zincir kinazi (MHZK) aktive etmektedir.
Fosforile olan MHZK aktin filamenti ile etkilesim yaparak kasilmaya yol agar.



Miyometriyuamda K' iyon kanal aktivitesinde de degisiklik s6z konusu olup
uyarilabilmeyle birlikte voltaj bagimli K* kanallarmda artis goriiliir (13). 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 yilizeyinde bulunan kanallardan ge¢en akimlarin membrani depolarize
ettigi bilinmektedir. Pacemarker hiicrelerinin fonksiyonel roliiniin tam olarak
anlasilmasi, uterusun yaninda portal ven ve iiretra gibi diger diiz kas yapilarindaki
uyarilabilirligin de anlasilmasma katkida bulunabilir (11). cAMP sentezini uyaran
adenilat siklaz ile cAMP yikimmdan sorumlu olan fosfodiesterazlar hiicre icerisindeki
SAMP seviyesini kontrol ederek miyometriyal kasilmay: etkilemektedirler. Ornegin
adenilat siklaz, betaagonistler tarafindan aktif duruma getirilirler ve bunun sonucunda

cAMP miktarinda artis meydana gelir ve kontraktilitede azalma goriilmektedir (12).

4.3.2. DUZ KASLARDA GEVSEME MEKANIZMASI

Diiz kaslarda gevsemenin gerceklesebilmesi icin Oncelikle hiicre icerisinde
serbest Ca™” konsantrasyonunun istirahat diizeyine azalmasi gerekmektedir. Hiicre zar1
Ca™ pompasi (Ca™-ATPaz) ile hiicre disma gonderme ve sarkoplazmik retikulum
izerinde bulunan pompa sayesinde hiicre i¢i depolara geri alim yoluyla hiicre ici serbest
Ca'? diizeyi 107 M‘m altina diismesi sonucunda MHZK inaktif duruma gelir. Ayrica
miyozin hafif zincir fosfataz (MHZF) aktivitesinin de artmasi gerekmektedir Bu
durumda MHZ ve MHZF tarafindan defosforilasyonu gerceklesir ve gevseme meydana
gelir (13,14). Diiz kaslarda kasilmay:1 inhibe edici ajanlara Ornek ise nitrik oksit

verilebilir (1,2).

Uterus kasmin yapisi, fizyolojik olarak kasilma ve gevseme mekanizmasi Susan

Wray tarafindan ¢ok sayida derleme ve orijinal makalede ele alinmistir (5,6,10,15).



4.4. UTERUS KAS FiZYOLOJiSi

Uterus yumurta ve spermin dollendikten sonra meydana getirdigi zigotu
icerisine alarak, beslenmesi korunmasi gibi fizyolojik siire¢lerinin tamamlanmasi ve
dogumun gerceklesmesine kadar saklayan ve dogum zamani gelince de yavruyu

doguma sevk eden kontraktil yapida bir kassal organdir.

Sican uterusu pelvis ve abdomen boslugunda bulunur. Onde vesicae urinaria
(mesane), arkada rektum ile komsulugu vardwr. Bagirsaklar tarafindan sarilmustir.
Kranial kisimda ovaryumlar bulunmaktadir. Sigan uterusu ¢ift boynuzlu olup, bu iki
boynuz kaudal tarafta birlesmistir. Sican uterusunun ¢ift boynuzlu goriiniimii Sekil 1°de

gosterilmistir.

Sekil 1. Sigan uterusunun ¢ift boynuzlu gériiniimii (KTU Temel T1p Bilimleri Fizyoloji
Anabilim Dal1 Laboratuvart )

Uterus duvar li¢ katmandan olugsmaktadir: Tunika seroza (perimetriyum), tunika
muskularis (miyometriyum) ve tunika mukoza (endometriyum). Uterusun en i¢ katmani
epitel hiicrelerden olusan endometriyumdur (16). Endometriyum tabakasi
miyometriyumun alt ve i¢ tabakasini olusturmaktadir. Cesitli hormon, sitokin ve
peptidlerce zengin igerik salgilariyla miyometriyum tabakasmin kasilma islevinin

fizyolojik mekanizmalar igerisinde diizenli bir sekilde caligmasindan sorumlu ve



diizenleyicidir (17,18). Miyometriyum uterusun en kalin katmanmidir. Kan ve lenf
damarlarinin bulundugu ortada bir bolge ve dis kisimda da perimetriyumun altinda
uzunlamasina diizenli bir sekilde is boliimii yapan diiz kas demetleri bulunmaktadir
(18). Perimetriyum tabakasi uterusun en disindaki ince bir gevsek bag dokusu olan
kismidir. Uterus mensturasyon dongiisii prodstrus, Ostrus, metdstrus, didstrus
donemlerini kapsamaktadir (13). /n vivo ortamda mensturasyon dongiisii gerceklesirken
miyometriyum ve endometriyum tabakalar1 degisiklik gostermektedirler. Didstrus
evresinde uterusun spontan aktivitesi ¢ok azdir. Ostrojenin en fazla oldugu &strus

evresindeyse kuvvetli bir spontan aktivite gézlenir.

Gebelik silirecinin normal sinwrlar igerisinde devam etmesi fizyolojik
mekanizmalarla ~ diizenlenmektedir. Miyometriyum tabakasmnin  aktivitesi bu
mekanizmalarin en dnemlilerindendir. Miyometriyumun kontraksiyonlart dogum anina
kadar baskilanmakta ve miyometriyum tabakasinin degisiklige ugramasi ile

kontraksiyonlar baglayarak, dogum siirecine girilmis olur ( 8,15,16,19,20).

Kas hiicreleri arasinda iletisimi saglayan ara birimlerin (gap junction) ortaya
cikmasi, oksitosin reseptdrlerinin artmasi, PGs sentezinin hizlanmasi ve steroid
hormonlarin (6zellikle Ostrojen ve progesteron) yapim hizlarinda meydana gelen
degisiklikler uterus kas kontraksiyonunun baslamasinda rol oynayan faktorlerdir. Bu
etkilesmeler sonrasinda hizi diisiik ancak giiclii ve yayilma 06zelligine sahip uterus

kontraksiyonlar1 ortaya ¢ikar (17,21).



4.4.1. MiYOMETRIYUMDA SPONTAN KASILMA SURECI

Hiicre igerisine Ca'” girisi intraseliiler kalsiyum seviyesi miyometriyumun fazik
kasilmalarinin hemen 6ncesinde artmaktadir (19,22,23). In vitro bir ortamda oksitosin,
siklapiazonik asit gibi maddeler kullanilarak spontan kasilma mekanizmalar1
incelenmektedir (5,6,24). Eksternal kalsiyumun varligma spontan aktivitenin bagh
oldugu belirtilmistir. Miyometriyal seritlerin bulundugu ortamda Ca™ varhgi soz
konusu ise spontan aktivitelerin gzlemlendigi ancak ortamda Ca'* yok ise spontan
aktivitelerin durdugu ve kayboldugu goriilmektedir (24).

Spontan kasilmalar sirasinda sarkoplazmik retikulumta (SR) bulunan Ca"

iyonunun herhangi bir roliiniin olmadig1 belirtilmistir (5,24)

4.4.2. MiYOMETRIYAL ELEKTRIKSEL AKTIiVITE VE KASILMALARI

Miyometriyum membran potansiyelinde meydana gelen degisiklikler uterus
aktivitesinin kontroliinde 6nemli role sahiptir. Miyometriyumda bulunan pacemarker
hiicrelerin ritmik spontan depolarizasyonu miyojenik kasilma mekanizmasini teskil
eder. Miyometriyumun yapisinda bulunan pacemarker hiicreleri anatomik olarak
belirgin olmay1ip konumlar1 tam olarak bilinmemektedir.

Gebelikte uterusun pacemarker aktivitesi ve onun tetikledigi elektriksel
aktivitedeki degisiklik meydana gelir (25,26). Fare uterus longitudinal kaslarinda
gebeligin ilk yarisinda membran potansiyelinde yaklasik olarak -57 mV den -48 mV'a
degisen dereceli bir depolarizasyon meydana gelmektedir (12,27). Sirkiiler kas
yapilarinda ise bu degerler doguma kadar kiigiik degisikliklerle devam ederek -45 mV
seviyelerindeki bir degere depolarizasyon gosterirler (11). Insan miyometriyumunda

istirahat membran potansiyeli yaklagik -46 ile -52 mV arasinda degigmektedir (25,28).



4.5. MIYOMETRIYAL KASILMA AKTIiVITESINi ETKILEYEN ENDOKRIN
FAKTORLER

Gebeligin devami ve sonlanmasinda endokrin faktdrler miyometriyal aktivitenin
kontroliinii saglayarak etkili olmaktadirlar (29,30). Oksitosin (OT), 0strojen,
progesteron, kortikotropin salgilatic1 faktorler ve adrenokortikotropik hormon (ACTH)
miyometriyal aktivitenin kontroliinde rol almaktadirlar. Norohipofizden salgilanan bir
hormon olan oksitosin ise dogum aninda uterus kaslarinda kontraksiyon meydana getirir
(31,32).

Oksitosin, PGs salmimini pozitif yonde degistirirken, progestron salinimi ise
negatif yonde etkilemektedir (33).

Miyometriyumda Gstrojen hem kendi reseptorlerini arttirarak hemde oksitosinin
reseptorlerinin sayilarini artirarak etki gosterir. Miyometriyum aktivitesini baskilayarak
gebeligin devamini1 da progestron saglamaktadir. Relaksin de progestron gibi sican

miyometriyumunda yapilan ¢aligmalarda ritmik kasilmalar1 6nledigi bilinmektedir (26).



4.5.1. OKSITOSIN

Ositosin (OT) hipotalamusta supraoptik (SOP) ve paraventrikiiler ¢ekirdeklerden
(PVN) salgilanan ve dokuz amino asitten olugan peptit yapili bir hormondur. Oksitosik
hormonun genel yapis1 Sekil 2°de gdsterilmistir.

Giiniimiize kadar kanda farkli biyolojik 6zelliklere sahip ti¢ farklt OT benzeri
peptit saptanmistir. Bunlar N-asetillenmis OT ve OT metabolitleridir. Ama N-
asetillenmis OT hormon olarak etkin bir form degildir. OT metabolitleri ise ayr1 bir
noropeptit grubu olustururlar ve bunlarin etkileri davranis tizerinedir.

Ratlardaki hipofizde oksitosin (OT) diizeyinin ve Ostriis siklusu boyunca
salmmmin degistigi konusunda bildirimler bulunmaktadir. Diiz kas hiicrelerinde
(6rnegin uterus ve yumurta kanali) oksitosinin kasilmay1 uyardig1 da bilinmekte ve bu
etkisinin ¢iftlesme sonrasi sperm ve yumurtanin uterusa ulasmasini kolaylastirdig:
anlasilmaktadir (31,32). Koyunlarda disaridan OT uygulamasinin PGF2 alfa diizeyini

Ostriis dongiisiiniin son donemlerinde de artirdig1 bilinmektedir (34).

0
Tyr-le-GirAsn-NH - Pro-LurGly-NH
HQN“ | ‘

—5— 0

Sekil 2. Oksitosin a-Hipofamin, Oksitosik hormon (Sigma)
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4.5.2. PROSTAGLANDIN

Prostaglandin (PG) ve tiirevleri 20 karbon atomlu pentagonal halka, iki yan
zincir ve bir karboksil grubu igerirler. Bu pentagonal halka iizerindeki yapisal
degisiklikler sonucunda PG tiirevleri ortaya c¢ikmaktadir. Prostaglandin F2o metil
esterin genel yapist Sekil 3° de gosterilmistir. PG’ler yan zincirinde bir, iki veya li¢ ¢ift
bag icermesine gore 1, 2 ya da 3 serisine dahil olurlar. Temel olarak halka yapisina
bagli olarak da A, B, E ve F olmak {izere dort tipe ayrilirlar. Prostaglandin F2 alfa ve
analoglari, kullanimlarinin pratik olmasi ve diisik maliyeti nedeniyle Ostrus

senkronizasyonlarmda genis 6l¢iide kullanilmaktadir (31,35).

O o Abs

HO

OH OH

Sekil 3. Prostaglandin F2o metil ester (Sigma)
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4.5.3. DIJITALIS GLIKOZITLERI

Dijitoksin, digoksin ve gitoksin, Digitalis L. tiirlerinin tohumlarindan ekstrakte

¢

edilen en 6nemli dijital glikozitlerdir. Aglikonlar bu isimlerin sonuna “-genin” eki
getirilerek isimlendirilirler. Aglikonun kimyasal yapisi Sekil 4’de gdsterilmistir.
Dijitalis glikozitleri metabolize olduklarinda aglikonun 3 numarali konumunda bulunan
seker gruplarin1  kaybederler. Dogal dijitalis glikozitlerinden farmakokinetik
ozelliklerinin gelistirilmesi ve biyoyararlanimin arttirilmasi amaciyla, metil digoksin a-
ve B-asetil digoksin gibi bazi yar1 sentetik tiirevler hazirlanmistir. Kardiyotonik
glikozitler kalpte farkli seviyelerde etkili olurlar. Farmakokinetikleri molekiiliin
polaritesine, 6zellikle aglikon tizerindeki —OH gruplarinin sayisina baghdir (36).

Dijitalis tiirlerinden elde edilen glikozitler, kalp dokusunun kasilma giiciinii
arttirtp, pozitif inotrop etki gostermektedirler. Kalp glikozitleri, kalp debisindeki
azalmayla birlikte goriilen ve ventrikiillerin sistolik fonksiyonunun bozuldugu kronik
kalp yetmezligi tiplerinin tedavisinde kullanilirlar (36). Atriyum fibrilasyonu ve
kombine kalp yetmezligi dijitallerin en etkili oldugu endikasyonlardir. Ayrica koroner
kalp hastaligina bagl diisiik debili yetmezligin baslangicinda, hipertansiyona bagh
olarak gelisen kalp yetmezliginde de kullanilirlar.

Ancak kronik perikardite bagl diisiik debili yetmezlikte, miyokarda yaygin
dejenerasyonla birlikte olan difteri ve kimyasal zehirlere bagl toksik miyokarditlerde,
romatizmal kardit ve diger tiir akut miyokarditlere bagh yetmezliklerde ve kardiyojenik

sokta etkisizdirler (37).

genin=aglikon

Sekil 4. Aglikonnun kimyasal yapis1 (Opie LH)
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4.5.4. MAGNEZYUM

Magnezyum (Mg*") miyometriyal aktiviteyi in vivo ve in vitro olarak inhibe
etmektedir (38). Uterus kasma uyarilar1 ileten sinirlerin bloke ederek sinirden uyarmin
iletilememesi ve ikinci olarak da uterusun yapisinda bulunan diiz kas hiicresine direkt
olarak etkileridir.

Birinci olayda sinir-kas kavsagindaki sinir hiicrelerine kalsiyum girisini
engelleyen artmis Mg”>" seviyesi ve asetilkolinin salmmasini azaltarak etkisini
gerceklestirir. Tkincisi baskilanma siirecinde ise magnezyum iyonu uterus diiz kasimnda
kalsiyumla yariga girmekte ve ATP'nin etkiledigi aktin-miyozin birlikteligini
engellemektedir (14,15). Klinik ¢aligmalarda elde edilen veriler MgSO4’in etkisini
kalsiyum antagonisti olarak yaptigni ortaya ¢ikarmistir. Clinkii MgSOj, alan hastalarda

kalsiyum verildiginde uterus aktivitesi artmaktadir (11).

4.6 HIPOKSI VE HiPOKSI CESITLERI

Hipoksi genel olarak viicut veya viicudun bir bolgesi yeterli miktarlarda
oksijenden yoksun birakilmasi durumunu ifade eder (3,4). Dokularin ve hiicrelerin
fizyolojik fonksiyonlarii yerine getirebilmesi i¢in yeterli miktarlarda kanm dolagimini

saglamak gerekmektedir.

Hipoksi genellikle patolojik bir durum olmasmma ragmen, arteriyal oksijen
konsantrasyonun farkliliklar1 normal fizyolojisinin bir parcasi olabilir. Ornek olarak;
agir fiziksel egzersiz sirasinda olusan oksijen yetersizligi verilebilir. Konuyla baglantili
olmak iizere, uterus kasmin siddetli kasilmalar1 sirasinda da hipoksi olusabilir.
Olusabilecek hipoksi sonrasinda uterus kasindaki kasilmalarin dogum esnasimda zorluk

olusturabilecegi gibi, ayn1 zamanda da yavrunun hayatini tehlikeye atabilir (39,40,41).

Hayatm devami biyolojik enerjinin varligina baglidir. ATP adi1 verilen bu enerji
kaynagmin olusturulabilmesi i¢in oksijene ihtiya¢ vardir (12). Dokularin ve organlarin
fonksiyonlarin1 diizenli bir sekilde yerine getirmesi i¢in yeterli diizeyde oksijenin,
besinin saglanmasi gerekmektedir. Diiz kaslarda, diisiik bir metabolizma hizina sahip

olduklarindan belirli bir periyottaki anoksik duruma kars1 direnglidirler. Fizyolojik ve

13



biyokimyasal 6zellikleri bakimindan birbirlerinden farkliliklar1 6nemli olan diiz kaslar,
hipoksi durumuna dayanikliliklar1 bakimindan da farkliliklar gostermektedirler.

Miyometriyumdaki kontraksiyonlar, uterusun perflizyonuna Onemli derece
bagimlidir (41-43). Hipoksi gibi durumlar sonucunda miyometriyumda kontraksiyonlar
hizla baskilanmakta ve hatta tamamen ortadan yok olmaktadir. Uterus kasi, gebelik
stiresince  kendisini  yapisal olarak  degisikliklere = ugratmasindan  dolay1
miyometriyumdaki fizyolojik ve biyokimyasal olaylara 151k tutulmasi agisindan énemli
bir yapidir (42,44).

Uterus dokusunda kan akiminin azalmasi, ATP gibi enerji kaynaklarinda
degisikliklerin olmasi, reaktif oksijen tiirlerinin artmasi, inorganik fosfatin azalmasi ve
pH’nin diismesi gibi olumsuz yonde gergeklesen metabolik sonuglarin ortaya ¢ikmasina
yol acar. Bunlar da dogrudan veya dolayli olarak miyometriyumun kasilmasini etkiler.
Hipoksi hasari; bir¢cok hiicre tipini, oksidan madde iiretimini ve bu doku ve organlarin
fizyolojilerini ve biyokimyasal yapilarini, iyon kanallarinin durumunu igeren karmagik
bir siiregtir. Miyometriumun fizyolojisinin diizenli olmas1 yalnizca bir tek yola degil,
bir¢ok biyokimyasal ve molekiiler yola, etkileyiciye (6rnegin: K[ATP] kanallar1) ve
oksidanlar ile iliskilidir (45). MitoKATP kanallari, internal mitokondriyal membranda
yerlesiktir ve bircok dokunun mitokondriyal fonksiyonunu diizenler. Dolayisiyla
MitoKATP kanallarinin da bu agsamada rolii 6nemli derecededir.

Giiniimiizde KATP kanallarinm iskemik 6n kosullanmanm koruyucu etkisinin
de 6nemli bir bolimiinii olusturdugu bilinmektedir (27). Sarkolemmal KATP’ye ilave
olarak, mitokondri i¢ membraninda bulunan mito KATP’ nin aktivasyonunun hipoksik
ve iskemik durumlarda farkli mekanizmalar aracilifiyla onemli roller oynadigm

gostermektedir (39,27).
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4.6.1. HIPOKSI CESITLERI
Dolagim sisteminin igerisinde bulunan ve fizyolojik olarak biiyiikk 6neme sahip
olan kanin tasidig1 oksijen miktar1 zamana, ortama ve cevre sartlarina bagli olarak
degisiklik gdsterir (11). Hipoksi, durumu meydana ¢ikma durumuna gore su sekilde alt
gruplarda smiflandirilmaktadir;
1. Hipoksik hipoksi
2. Anemik hipoksi

3. Histotoksik hipoksi

4. Stagnant (durgunluk) hipoksi

4.6.1.1. HIPOKSIK HiPOKSI

Viicuda alinan havadaki oksijen miktarinin azalmasina bagl olarak meydana gelen
hipoksi ¢esididir. Solunum havasinda oksijen yeterli miktarda olmadiginda
akcigerlerden kana iletilen oksijen miktarinin azalmasina bagl olarak meydana gelen
hipoksi c¢esididir. Yiikseklere ¢ikildik¢a artan rakim seviyesi nedeniyle azalan basing
hipoksiye neden oldugundan bu hipoksi tiirline yiikseklik hipoksisi adi1 da
verilebilmektedir. Yiikseklige bagli kalinmaksizin hipoksik hipoksiye neden olan
faktorleri de su sekilde siralayabilmekteyiz;

e Nefes sayisinda azalma (hipoventilasyon),

e Oksijeni diislik ortamda solunum,

e Negatif olan g6giis i¢i basincin pozitif olmasi (Pndmotoraks).
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4.6.1.2. ANEMIK HiPOKSI

Organizmada bulunan toplam eritrosit sayisinin veya kanda bulunan
eritrositlerin i¢indeki hemoglobin miktarinin azalmasi ya da her ikisinin de azalmasi
sonucunda anemik hipoksi ortaya ¢ikabilmektedir.

Canli organizmalarda anemi, ¢esitli nedenlere bagl olarak olusabilmektedir.
Bunlara 6rnek olarak ise kan kaybi, eritrosit hiicrelerinin hemoglobinlerinin oksijen
baglanma oranlarini azaltan herhangi bir faktér, bu sekilde bir hipoksi ortaya

¢ikmasinda rol oynamaktadir (11).

4.6.1.3. HISTOTOKSIK HiPOKSI:

Histotoksik hipoksi, hiicrelerdeki ylikseltgenme ve indirgeneme reaksiyonlarmin
isleyislerinin aksamasi nedeniyle oksijenden faydalanilamamasi sonucunda ortaya ¢ikan
bir hipoksi tiiriidiir. Hiicrelerin oksijen baglayabilmesi yeteneginin ortadan kalkmasina
bagli olarak ortaya ¢ikan hipoksi ¢esididir (11).

Hiicrelerin zararli kimyasal maddeler tarafindan etkilenmesine (histotoksik)
sebep olan biitiin zehirli ve radyoaktif maddeler histotoksik hipoksiyi meydana
getirirler. Alkol, uyusturucu bagimlilig1 veya bu maddelerin benzer etkilerini meydana
getiren ilaglarin uzun siire kullanilmas1 sonucunda veya karbon monoksit, siyaniir ve
bunun gibi zehirli gazlar histotoksik etki meydana getirerek bdyle bir hipoksiye sebep

olurlar.

4.6.1.4. STAGNANT (DURGUNLUK) HiPOKSI

Akcigerler tarafindan yeterli miktarda oksijen temin edilmesine ragmen dolagim
sistemine bagli olarak dokunun yeteri kadar oksijenlenememesi nedeniyle ortaya ¢ikan
hipoksi tipidir. Kan akisinin azalmasi1 sonucu meydana geldiginden durgun hipoksi de
denir. Viicudun periferinde venoz gollenme, kalp yetmezligi, ¢esitli nedenlerle olusan

soklar, gibi sebepler durgun hipoksi i¢in sayilabilecek nedenlerdendir (46).
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4.7. MIYOMETRIYAL AKTIVITENIN iYONIiK TEMELLERI

Spontan pacemarker aktiviteyle ya da hormonal ve néronal uyar1 sayesinde
voltaj kapili Ca™ kanallar1 agilmaktadir. Bundan dolay: uterusun kasilmas: igin gerekli
olan gii¢ iiretiminde voltaj kapili Ca™* kanallar1, 6nemli rol oynamaktadir. Kasilmanin
gergeklesebilmesi onemli derecede hiicre disindaki Ca*™ konsantrasyonuna bagimlidur.
Aksiyon potansiyelindeki ateslemenin ardindan depolarizasyon olusabilmesi i¢in L-tipi
voltaj duyarli Ca™ kanallarmin agilmasi gerekmektedir bu kanallar agilarak

depolarizasyon olusturulur. Miyometriyum kasilmalarin1 Ca™ kanal blokérleri segici
olarak bloklar (47,48).

Ca'? kanal inaktivasyonu gergeklesebilmesi igin hem Ca' konsantrasyonuna
hem de membran potansiyeline ihtiyag duyulur. Gebe uterus; voltaj kapili, Ca™* duyarli
ve ATP'ye duyarli kanallarm da icerisinde bulundugu cesitli K™ kanallarini bulundurur
(49). Gebelik ve gebelik goriilmeyen donemlerde uterusda bu iyon dagilimi ve

konsantrasyonu farkliliklar gostermektedir.

Miyometriyumda meydana gelen kasilmalar bir biitiin olarak ele alindiginda
kasilmanin gevseme periyodunun yiikselmis K" iletkenligi ve K’ kanal aktivitesiyle
baglantili oldugu ortaya konulmustur (50). K' kanallarinin aktivitesi uterus

kasilmalarinin kontrolii i¢in biiyilik bir oneme sahiptir.

4.8. MIYOMETRIYAL KASILMADA iYON KANALLARININ ROLU

Gebelik siireci ve dogum sirasinda uterus da meydana gelen kasilmalarin siirekli
bir sekilde kontrol altinda tutulmasi ve diizenlenmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir.
Membranin yilizeyinde iyon kanal aktivitesi potansiyel degisiklikler olusturdugu

bilinmektedir.
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4.8.1. iYON KANALLARI

Canlilarda iyon kanallar1 iyonofor adi verilen proteinlerin iki ana yap1 smifindan
birisi olarak siniflandirilmaktadir. Yapida bulunan ve fizyolojik siiregte canlida aktif
olan diger bir smif olan iyon tasiyici proteinler ise sodyum-potasyum pompasi, sodyum
-kalsiyum degistiricisi ve sodyum-glikoz iletiminden sorumlu proteinler olarak 6rnek
verilebilir. Iyon kanallar1 genellikle biyofizik ve elektrofizyoloji alanlarinin aktif

caligma alanlariyla ilgili olarak aragtirmalarla yapilar1 aydinlatilmaya calisilmaktadir.

4.8.1.1. KALSIYUM KANALLARI

Kas hiicrelerinde ve miyometriyumda kalsiyuma bagli hiicresel islevlerin
gergeklesebilmesi i¢in sitozolde kalsiyum konsantrasyonunun diisiik tutulabilmesi
olduk¢a dnemlidir. Sarkoplazmik retikulumda ve hiicrenin membraninda bulunan Ca™
ATPaz enzimleri bu islevi yerine getirmektedir (16,51). Miyometriyumun hiicre
membraninda yaygm olan voltaja bagimli kalsiyum kanallar1 (VBKK) yer almaktadir.
Bu kanallar L ve T tipi olmak iizere iki alt gruptan olusmaktadir. Sitozole Ca*™ girisi L-
tipi Ca™ kanallarimin uyarilmas: sonucu gergeklesmektedir. T-tipi Ca™ kanallari da
voltaja duyarli olan kanallardir, ancak daha negatif (-60 mV) potansiyellerde aktif

olmaktadirlar.

Hiicrelerde kalsiyum miktar1 diizenlenmesi hiicredeki kalsiyumun salimmasina
ve plazma membrani boyunca kalsiyumun giris ve ¢ikisiyla olmaktadir. Membranlar
aras1 degisim tasima ve kanallar vasitasiyla olmak iizere iki temel mekanizmayla
gerceklesmektedir. Tasima islevi kalsiyum pompasi, sodyum-kalsiyum degistiricisi,
sodyum potasyum pompast disinda konsantrasyon veya elektrik gradyantine karsi
tasityict iyonlar tarafindan saglanir. Kalsiyum hiicre igerisine hiicre disindan ii¢ tip kanal

aracilig ile girer.
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Bu kanallar;

e Voltaja duyarl kalsiyum kanallar1 (ndron ya da kas hiicreleri gibi
uyarilabilir hiicrelerde)
e Reseptor kontrollii kalsiyum kanallar1 (ndrotransmitterlere yanit
olarak )
e Depo kontrollii kalsiyum kanallar1 (hiicre i¢i kalsiyum depolar1
bosaldig1 zaman aktive olan kanallar)
Membrandan hiicre igerisine kalsiyum girisi membran kismen depolarize oldugu

zaman agilan voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 aracilig1 ile meydana gelmektedir.

4.8.1.2. KALSIYUM BAGIMLI POTASYUM KANALLARI

Kalsiyum bagimli potasyum kanallari, iletkenligi biiylik ve iletkenligi kiiclik
olan potasyum kanallar1 olmak {iizere iki ¢esittir (31,52). Kalsiyumla aktive edilen
potasyum kanallarinin aktivasyonu hiicre i¢i kalsiyum iyon konsantrasyonuyla iliskilidir
(38). K’ kanallarinin ¢ok sayida antagonist ajanlar1 vardir. Bu antagonistlere rnek
olarak apamin ve kobalt gibi inorganik katyonlar 6rnek olarak gosterilebilir. Diiz kasta

olusan hiperpolarizasyon olay1 K™ kanallarinin aktivasyonuyla baglantilidir (53, 54).

Hiicrelerin yapisinda bulunan iyon kanallar1 hiicre zarinda gecitler olusturan,
fonksiyon olarak istirahat membran potansiyeli olusturmak, aksiyon potansiyelini

sekillendirme ve hiicrelerde diger elektriksel sinyalleri iletmek olan yapilardir.
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4.8.1.3. KALSIYUM BAGIMLI KLOR KANALLARI

Kalsiyum bagimli klor (Icica)) kanallar: diiz kaslarda tespit edilmistir. Diiz kas
hiicrelerinde pacemarker aktivitenin diizenlenmesinde ve bunun yaninda spontan
kontraktil aktivitedeki elektiriksel olaylarin belirlenmesinde Icica) kanallarmin 6nemli
rolleri oldugu belirtilmektedir (55). Uterus kasilmalarindaki Icica) kanallarinin rolii cok
az bilgi mevcuttur (56,57). Uterusda meydana gelen kontraksiyonlarda Na" kanallarmin
da katkida bulunduguna dair deliller vardir. Tablo 1°de kobay, rat ve kedi izole
miyometriyum hiicrelerinde hiicre i¢i ve hiicre dist muhtemel iyon konsantrasyonu

verilmistir.

Tablo 1. Kobay, si¢an ve kedi izole miyometriyum hiicrelerinde hiicre i¢i ve hiicre dis1

muhtemel iyon konsantrasyonu (48).

) Hiicre Dis1
Hiicre Dis1 Hiicre I¢i
Hiicre i¢i
Na" 137 mmol/L 40 mmol/L 3.4
Ca” 1.5 mmol/L 0.13 umol/L 10*
K’ 6 mmol/L 169 mmol/L 0.03
Cl- 134 mmol/L 65 mmol/L 2.1
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4.8.1.4. ATP DUYARLI POTASYUM KANALLARI

Adenozin 3'-trifosfat, hiicrenin igerisinde bulunan ve hiicre i¢in birgok Snemli
gorevi olan bir niikleotiddir. En 6nemli islevi hiicrenin kendi icerisinde gerceklesen

biyokimyasal reaksiyonlar i¢in gerekli olan kimyasal enerjiyi saglamaktadir.

Hiicrelerde iyon giris c¢ikisini saglamak {izere gorevli pek c¢ok kanal
bulunmaktadir. ATP bagimli potasyum kanallarinin kesfi hiicrenin icerinde ATP
miktarinda artis oldugu zaman inaktif duruma gectigi ve ATP yikimi sonrasinda ise
ADP’nin artmasma bagl olarak aktiflesmesinden dolayr bu sekilde isimlendirilir.

(45).

Hipoksiye bagli olarak aktiviteleri degisebilen bu kanallarin, hiicrelere yeterli
miktarda oksijen saglanamamasi durumunda aktif duruma gecerek hiicre dig1 potasyum
iyonu miktarmi arttirmaktadir (27). Bu kanallar oksijen yetersizligine bagl olarak
acilabilirken ayni1 zamanda enerji kaynagi olan ATP’nin azalisma bagli olarak
acilmaktadir. Bu kanalin diiz kas hiicrelerinde, sinir hiicrelerinde ve endokrin hiicrelerde
var oldugu bilinmektedir (58). Bu kanallar siilfoniliire igeren bilesik maddeler
tarafindan  durdurulabilirken, K kanal agicilar1 tarafindan ise aktivasyonu

saglanmaktadir (59,60).

ATP duyarli potasyum kanallarmin roliinii incelemek gerekirse, bu kanallarin
acilmasi hiicrede bulunan potasyum iyonu hiicre digarisina ¢ikarak aksiyon potansiyelini
stire bakimindan kisaltmaktadir (59,61). Bu sayede hiicrenin kalsiyum yiikii azalmig bir
konuma gegebilmektedir. Buna bagl olarak ise hiicrelerin oksijenden daha verimli bir
sekilde yararlanmasi1 ve de hiicrenin gereksinim duydugu oksijen miktarinda bir
azaltmaya gidilerek oksijene olan ihtiya¢ azalir ve hiicrenin yasamsal ve fizyolojik

canliliginin saglandig ortaya konulmustur (62).
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4.8.2 SODYUM-POTASYUM POMPASI

Hiicrelerde iyonlar1 tasimak icin enerji gerektiren protein yapida bulunan
"pompa'"lar mevcuttur. Pompalama mekanizmalarindan birisi de sodyum-potasyum
pompasidir. Hiicrelerde sodyum iyonunu hiicre zarindan disariya, potasyumu igeriye
tastyan ATPaz aktivitesine sahip olan plazma zari proteinidir (63). ATP'nin ADP ye

doniiserek ortaya ¢ikan enerji ile gerekli olan tagima iglemi gerceklestirilir.

Hiicre zarinin yapisinda bulunan ve kanal olusturan proteinler, hiicrenin iiretilen
toplam enerjisinin yaklasik olarak tigte birini kullanir. Bu kanal yapisinda bulunan
proteinler aktivitelerini kesmeksizin hiicrenin digma sodyum iyonlarint pompalarken,
hiicrenin igerisine de potasyum iyonlarin1 geriye alirlar. Bu esnada hiicrenin digma 3

adet sodyum gonderilir ve buna karsilik olarak hiicre i¢ine 2 potasyum alinir (50).

Boylelikle bu hiicrenin igerisine ve hiicre disarisina iyon alig-verisi sayesinde
hiicre icerisinde sodyum ve potasyum iyonlarina bagl farkli yogunluklarda iyon

konsantrasyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir.

4.8.3. GAP KAVSAKLARI

Gebeligin son donemlerinde sayilarmda artis oldugu tespit edilen gap kavsaklari
membran proteinlerinden olusmuslardir (64). Aksiyon potansiyelleri uterustaki
pacemarker hiicrelerinin bulundugu bolgeleri tetikleyerek, tim dokunun kasilmasina

aracilik etmektedir.

Miyometriyumdaki hiicreler arasi iletisimin hizli artiginin nedeni tam olarak
ortaya konulmamakla birlikte hidrojenin (H") ve Ca"* nin gap kavsaklarmm iletkenligini

degistirebildikleri diisiiniilmektedir (65).
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4.8.4. POTASYUM SiYANUR (KCN)

Potasyum siyaniir canlilar i¢in son derece toksik etkilere sahip bir maddedir.
Hiicrelerde anaerobik metabolizmanm etkisiyle ATP/ADP oraninda azalmaya sebep
olur ve bdylece Ca'? homeostazisi gibi enerji bagimli siiregleri etkiler. Bu sekilde Ca"
diizenlenmesinin ~ bozulmasi1  ndrotransmitter  salimimindaki  degisiklikler ile
gerceklesmektedir (66). Dokularda siiren enzimatik aktiviteleri KCN degistirerek
oksidatif fosforilasyon mekanizmasini aksatmaktadir. KCN metabolik inhibisyon
sonucu hipoksi olusturarak dokularin oksijenlenmesine engel olur. KCN solunum
zincirinde yer alan sitokrom oksidaz enzimini sitokrom b ve sitokrom c arasinda inhibe
eder. Sitokrom oksidaz oksidatif fosforilasyonun son basamagmi katalize eden bir
enzimdir. Bu enzim ATP {iretimini oksijeni indirgeyerek gerceklestirir (66). KCN’nin
sitokrom oksidaz1 inhibe etmesi ATP diizeyinde azalmaya neden olur (67).

Kalp yetmezliginde hiicre ici kalsiyum diizeyinde artig saglayarak kontraktiliteyi
tyilestirici etki saglayan kalp glikoziti digoksinin metabolik inhibisyon aracili kontraktil
inhibisyon tiizerine etkileri ve izole sican miyometriyumunda metabolik strese bagh
gelisen kontraktil inhibisyonda sodyum-potasyum pompasmim (Na'-K* ATPaz) olas1
roliinlin arastirilmast amaglanmigtir. Caligmanin verileri, hipoksi sonucunda uterus
kasilmasinin baskilandigin1 ortaya koymaktadir. Ancak hipoksi sonucunda kasilma
giiciinde meydana gelen kaybin sebep olacagi uterus atonisinin tedavisinde etkin olup
olmadigin1 arastrmak amaciyla, KCN uygulamas1 ile doku hipoksisi olusturularak

uterus dokusunda in vitro ortamda deneyler gerceklestirildi.
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5.GEREC VE YONTEM

5.1. Materyaller

Mevcut ¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen gebe olmayan Sprague Dawley cinsi sicanlardan izole edilen
uterus kasi kesitlerinde ger¢eklestirildi. Mevcut ¢alismada kullanilan materyaller; Krebs
cozeltisi, izole organ banyo sistemi, oksitosin (Synpitan Fort, her ampul 5 1.U./ml) ve
digoksin (Digoxin-sandoz ampul, 0.5 mg/2 ml).

Digoxin-sandoz ampul {0.5 mg/2 ml 5 ampul ambalaj} icerigi:
1 steril ampul (2 ml)

Aktif madde:

Digoksin 0.50 mg

Yardimc1 maddeler:

Sitrik asid anhidr 2.88 mg

Disodyum hidrojen 7.34 mg

Fosfat anhidrat

Etanol % 94 a/a 126.20 mg

Propilen glikol 829.44 mg

Enjeksiyonluk su
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5.2. izole Organ Banyo Sistemi

Izole organ banyo sistemi, hazirlanan miyometriyum seritlerinin yerlestirildigi
Krebs ¢ozeltisi ile doldurulan hazneler, Krebs ¢ozeltisi bulunan depo, depo ve hazneler
arasinda Krebs c¢ozeltisinin akmasint ve bosaltilmasini saglayan iletim hortumlar ve
izometrik gii¢ cevirgecinden olusmaktadir. Izole organ banyo sisteminde bulunan
hazneler sisteme bagli olan termostatli dolasim pompasindan saglanan 37°C'deki suyla
disaridan 1sitilmaktadir.

Izole organ banyo sisteminde yer alan Krebs ¢ozeltisi %95 O, ve %5 CO, ile
gazlandirildi. Kasilmalarin giicli izometrik giic dontistiiriiciisii (MAY, Commat Ltd.,
Ankara) tarafindan biyoelektriksel potansiyellere doniistiiriilerek  bilgisayara
aktarilmaktadir. Bilgisayar ortaminda doniistiiriicii ara birimler sayesinde elektronik
ortamda veriler kayit edildi ve verilerin analizleri Biopac AcqKnowledge 4.0 yazilimi
sayesinde gerceklestirildi. Deneylerin gergeklestirildigi kayit diizenegi Sekil 5°de

gosterilmistir.

Sekil 5. izole organ banyo sistemi (KTU Temel T1p Bilimleri Fizyoloji Anabilim Dal1

Laboratuvari )
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5.3. Kullanilan Cozeltiler

Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan Krebs c¢ozeltisi taze olarak hazirlandi.

Kullanilan Krebs ¢dzeltisinin icerigi ise asagida belirtilmistir (68);

Krebs ¢ozeltisi, (mM/L):
1. NaCl 120
2. MgSOq4 1.2
3. KCI 5.9
4. CaCl, 2.5
5. Glikoz 11.1
6. NaHCO; 25
7. NaH,POy4 1.01

Krebs ¢ozeltisi hazirlanirken distile, de-iyonize su kullanildi. Hazirlanan Krebs
soliisyonunun pH's1 dlciilerek gerektiginde ortofosforik asit ilave edilerek pH’s1 7.4°e
ayarlandi. Cozelti hazirlanirken kalsiyum kloriir (CaCl,) ve magnezyum siilfat (MgSO,)

ayr1 ayr1 ¢oziilmesi saglandiktan sonra hazirlanan toplam ¢ozeltiye eklendi.

5.4. Kimyasal Ajanlar

Bu tez calismasi kapsaminda Krebs ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan
biitlin kimyasallar analitik saflik diizeyindeydi. KCN (Sigma, Almanya) ve Krebs
cozeltisinde kullanilan NaCl (Sigma, Almanya), MgSO4 (Sigma, Almanya), KCI
(Sigma, Almanya), CaCl, (Sigma, Almanya), glukoz (Sigma, Almanya) NaHCOs,
(Sigma, Almanya) ve NaH,PO,, (Sigma, Almanya) ticari olarak temin edildi.
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5.5. Uterus Seritlerinin Hazirlanmasi

Bu tez calismasinda kullanilan uterus seritlerinin hazirlanabilmesi i¢in Sprague
Dawley cinsi yetiskin 12 haftalik, 200 - 260 gram aras1 daha 6nce hamilelik yasamamig
disi sicanlar kullanildi. Laboratuvarda dekapitasyondan sonra disi sicanlarm karin
bolgeleri hizli bir operasyonla acildi. Barsaklar ve diger karmn i¢i organlar1 ve yag
tabakas1 ekarte edilerek, hayvanin ovaryumlar1 ve uterus govdesi arasinda kalan iki
uterus boynuzu kesildi ve Krebs ¢ozeltisi bulunan petri kutusuna aktarildi. Uterus
boynuz kisimlarmdan yaklasik olarak 1 X 0.2 X 0.2 santimetre boyutlarinda toplamda 4

adet serit hazirland1.

5.6. Deney Prosediirii

Calismada disi sicanlardan izole edilen uterus boynuzlarindan daha onceden
belirtilen Olgiilerde kesitler ¢ikarildi. Her bir sigandan ayni amagli deneyler igin
hazirlanan kesitlerden sadece bir tanesi kullanildi. Sigandan alinan kesitlerin alt ucu
ipek bir iplikle organ banyosunun haznesinin igerisine giren kancaya {ist ucu ise gene
bir ipek iplik sayesinde izometrik gili¢ cevirgecine baglanarak organ banyosunda
vertikal sekilde asir1 gerim uygulamadan asild1.

Deneye baslamadan once izometrik gii¢ cevirgecine iki gramlik bir agirlik
asilarak bilgisayarda kayith yazilimda gozlenen degerler belirlenerek, sistem iki gramlik
gerimi gostermek {izere kalibre edildi. Daha sonrasinda asilan referans olarak kullanilan
2 gramhk agirliklar ¢ikarilarak izometrik gii¢ cevirgeci ile baglantili mikro oynatici
hareket ettirilerek sisteme baglanan miyometriyum kesitine 2 gramlik bir istirahat
gerimi uygulandi. Daha 6nceden hazirlanan miyometriyum kesitlerini sisteme asarak bu
istirahat gerimine adapte olabilmesi icin kesitler sistemde 45 dakikalik bir istirahat
gerimi uygulandi. Bu esnada gerek duyuldugu zamanlarda her bir miyometriyum kesiti
Krebs soliisyonu ile yikandi. Gerime adapte olabilmesi i¢in asilan kesitler 45 dakikalik
denge doneminin sonunda kesitin asili oldugu organ banyosuna bu adaptasyon
islemlerinden sonra yazilim programinda izlenmekte olan kasilmalar kayit edilmeye

baslandi. Takip eden 10 dakikalik kayit donemi kontrol donemi olarak kabul edildi.
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Istirahat gerimine 45 dakikalik bir uyum periyodundan sonra spontan kasilma

gosteren miyometriyum kesitlerinden ilave 10 dakikalik kontrol kayitlar1 alinarak, bu

periyodun sonunda banyo ortamina potasyum siyaniir (KCN, 0.1 mM) uygulanarak

ilave 10 dakika kayit yapildi bu siirenin sonunda ortama 1, 10, 30 ve 300 mg/ml

dozlarinda digoksin eklenerek ilave 10 dakika daha kayit alinarak; organdaki izometrik

kontraksiyonlarin frekansi, amplitiit ve kasilma giicii (egri altinda kalan alan) iizerine

olan etkileri degerlendirildi. Kasilmalarin amplitiit degerleri miligram (mg) cinsiden

hesaplanarak, frekanslar1 ise kasilma say1s1/10 dakika olarak kayit alind1.

Sekil 6’de organ banyosu haznesine yerlestirilmek {izere hazirlanmig uterus

kesitleri Sekil 7’de ise organ banyosunun haznesine yerlestirilmis uterus kesiti

goriilmektedir. Her bir protokol i¢in 7 miyometriyum seriti kullanildi.

Bu ¢alismada uygulanan deney protokolleri asagida yer almaktadir:

I.

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Spontan Kasilmalar (10 dk) + KCN
(0.1 mM, 10 dk) + Digoksin (I mg/ml, 10 dk) + KCI (60 mM, 2 dk)
uygulamasi

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Spontan Kasilmalar (10 dk) + KCN
(0.1 mM, 10 dk) + Digoksin (10 mg/ml, 10 dk) + KCI (60 mM, 2 dk)
uygulamasi

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Spontan Kasilmalar (10 dk) + KCN
(0.1 mM, 10 dk) + Digoksin (30 mg/ml, 10 dk) + KCI (60 mM, 2 dk)
uygulamasi

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Spontan Kasilmalar (10 dk) + KCN
(0.1 mM, 10 dk) + Digoksin (300 mg/ml, 10 dk) + KCI (60 mM, 2 dk)
uygulamasi

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Oksitosinle Indiikleme (10 dk) +
KCN (0.1 mM, 10 dk) + Digoksin (1 mg/ml, 10 dk) + KCI (60 mM) 2
dk) uygulamasi

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Oksitosinle Indiikleme (10 dk) +
KCN (0.1 mM) (10 dk) + Digoksin (10 mg/ml) (10 dk) + KCI (60 mM, 2
dk) uygulamasi

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Oksitosinle Indiikleme (10 dk) +
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10.

KCN (0.1 mM, 10 dk) + Digoksin (30 mg/ml, 10 dk) + KCI (60 mM, 2 dk)
uygulamasi

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Oksitosinle Indiikleme (10 dk) +
KCN (0.1 mM, 10 dk) + Digoksin (300 mg/ml, 10 dk) + KCI (60 mM, 2 dk)
uygulamasi

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Spontan Kasilmalar (10 dk) +
Digoksin (300 mg/ml, 10 dk) + KCN (0.1 mM, 10 dk) + KCI (60 mM, 2 dk)
uygulamasi

Protokol, (n=7): Adaptasyon (45 dk) + Digoksin (300 mg/ml, 10 dk) +
Oksitosinle Indiikleme (10 dk) + KCN (0.1 mM, 10 dk) + KCI (60 mM, 2
dk) uygulamasi
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Sekil 6. Organ banyosuna yerlestirilmek iizere hazirlanmis uterus kesitleri (KTU Temel

Tip Bilimleri Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari )

Sekil 7. Organ banyosunda asilmis uterus preparatt (KTU Temel Tip Bilimleri Fizyoloji
Anabilim Dal1 Laboratuvart )
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5.7. Veri Analizi
Biitiin veriler ortalama =+ standart hata olarak verildi. Istatistiksel degerlendirme
ve grafik c¢izimlerinde Microcal Origin istatistik programi kullanildi. Amplitiit ve

frekans degerlerinin istatistiksel degerlendirmelerinde ANOV A testi kullanild1.
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6. BULGULAR
6.1. izole Sican Miyometriyumda Digoksinin Miyometriyum Kasilmalarina Etkisi
6.1.1. Miyometriyal Spontan Kontraksiyonlara Digoksinin Etkisi

Calismada kullanilan kaslar istirahat gerimi altinda spontan kasilmalar gelistirdi
Sekil 8 de. Gelisen spontan kontraksiyonlar lizerine KCN uygulamasi sonucunda
kasilmalar baskilandi. Ardindan uygulanan digoksin (1, 10, 30 ve 300 mg/ml)
kasilmalarin amplitiit, frekans ve kasilma egrisi altinda kalan alanlarin degerlerinde
istatiksel anlamli bir diizelme (geri doniis) saglayamadi (P>0.05, Sekil 8). Bu
protokoliin sonunda uygulanan KCI (60 mM) ise kasilmalar1 yeniden baslatabildi.

Sekil 9’da spontan kasimalarin amplitiit degerleri (mg cinsinden)
goriilmektedir. Sekil 10°de spontan miyometriyal kontraksiyonlarin kasilma egrisi
altinda kalan alanlarin degerleri ylizde olarak verilmistir. Tablo 2’de spontan

kasilmalarin amplitiitlerine ait ortalama degerler yer almaktadir.

Spontan Periyot

—

KCN (0.1 mM) KCI (60 mM)

3000.00

2000.00

k 1000.00

0.00

O

!
25.00 50.00 75.00 ‘
minutes

Sekil 8. izole sigan miyometriyumunda spontan kontraksiyonlar iizerine KCN nin etkisi

(KTU Temel Tip Bilimleri Fizyoloji Anabilim Dal1 Laboratuvari).
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Sekil 9. KCN ile metabolik inhibisyon gergeklestirilen miyometriyum seritlerine
farkli dozlarda digoksin uygulamasinin spontan kasilmalarin amplitiit degerleri {izerine

etkisi.
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Tablo 2. izole sican miyometriyum seritlerinde spontan kasilmalarin amplitiid degerleri

iizerine KCN’nin etkisi (n=7, p<0.001)

Spontan KCN (0.1 mM) KCI (60 mM)

Amplitiit (mg) 4375+128 116291 36344236

100
X ]
= |
< 997
C -
(_5 4
£ 40
© ]
‘O -
E 4
< 40
@ i
> ]
© 207
£ ]
g ]
v O

Sekil 10. Spontan miyometriyal kontraksiyonlarin kasilma egrisi altinda kalan alan

degerleri lizerine digoksinin etkileri
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6.1.2. izole Sican Miyometriyumda KCN ile Baskilanan Spontan Miyometriyal

Kasilmalara 1 mg/ml Digoksinin Etkisi

KCN ile baskilanan spontan kasilmalar iizerine digoksinin (1 mg/ml) etkisini
gosteren kayit Sekil 11°da yer almaktadir. KCN spontan kontraksiyonlar1 hizla baglayan
bir etkiyle tamamen inhibe etti; digoksinin bu dozu kasilmalardaki bu inhibisyonu geri
dondiiremedi. Gozlenen inhibisyonda canlilik testi i¢in KCI (60 mM) uygulandi; kas
uygulanan bu KCI’ye kasilarak yanit verdi.

Digoksin
(1 mg/ml)
Spontan KCN KCI
(0.1 mM) (60 mM)

4500.00

3000.00

mg

1500.00

kuﬂw-wwwmw@mw t

25.00 50.00 75.00
minutes

Sekil 11. Digoksinin (1 mg/ml) KCN ile inhibe edilmis spontan miyometriyal
kontraksiyonlara etkisini gdsteren kayit (KTU Temel T1p Bilimleri Fizyoloji Anabilim

Dali Laboratuvarr).

35



6.1.3. izole Sican Miyometriyumda KCN ile Baskilanan Spontan Miyometriyal
Kasilmalara 10 mg/ml Digoksinin Etkisi

KCN ile baskilanan spontan kasilmalar {izerine digoksinin (10 mg/ml) etkisini
gosteren kayit Sekil 12°de yer almaktadir. KCN spontan kontraksiyonlar1 hizla baslayan
bir etkiyle tamamen inhibe etti; digoksinin bu dozu kasilmalardaki bu inhibisyonu geri
dondiiremedi. Gozlenen inhibisyonda canlilik testi icin KCI (60 mM) uygulandi; kas
uygulanan bu KCI’ye kasilarak yanit verdi.

Digoksin

(10 mg/ml)
Spontan KCN KCI
(0.1 mM) (60 )

\'/ \ v “4UUU.UY

3000.00

’ 2000.00

vuiil

5.00 50.00 75.00
minutes

Sekil 12. Digoksinin (10 mg/ml) KCN ile inhibe edilmis spontan miyometriyal
kontraksiyonlara etkisini gdsteren kayit (KTU Temel T1p Bilimleri Fizyoloji Anabilim

Dali Laboratuvari).

36



6.1.4. izole Sican Miyometriyumda KCN ile Baskilanan Spontan Miyometriyal
Kasilmalara 30 mg/ml Digoksinin Etkisi

KCN ile baskilanan spontan kasilmalar {izerine digoksinin (30 mg/ml) etkisini
gosteren kayit Sekil 13°de yer almaktadir. KCN spontan kontraksiyonlar1 hizla baglayan
bir etkiyle tamamen inhibe etti; digoksinin bu dozu kasilmalardaki bu inhibisyonu geri
dondiiremedi. Gozlenen inhibisyonda canlilik testi i¢gin KCI (60 mM) uygulandi; kas
uygulanan bu KCI’ye kasilarak yanit verdi.

Digoksin

(30 mg/ml)
KCN KCI
Spontan (0.1 mM) (60 mM,

3000.00

2000.00 al
£

A |

25.00 50.00 75.00
minutes

Sekil 13. Digoksinin (30 mg/ml) KCN ile inhibe edilmis spontan miyometriyal
kontraksiyonlara etkisini gdsteren kayit (KTU Temel T1p Bilimleri Fizyoloji Anabilim

Dali Laboratuvarr).
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6.1.5. izole Sican Miyometriyumda KCN ile Baskilanan Spontan Miyometriyal
Kasilmalara 300 mg/ml Digoksinin Etkisi

KCN ile baskilanan spontan kasilmalar iizerine digoksinin (300 mg/ml) etkisini
gosteren kayit Sekil 14°de yer almaktadir. KCN spontan kontraksiyonlar1 hizla baslayan
bir etkiyle tamamen inhibe etti; digoksinin bu dozu kasilmalardaki bu inhibisyonu geri
dondiiremedi. Gozlenen inhibisyonda canlilik testi i¢gin KCI (60 mM) uygulandi; kas
uygulanan bu KCI’ye kasilarak yanit verdi.

Digoksin

1
KCN (300 mg/ml) KCI

Spontan (0.1 mM) (60 mM)

3000.00

2000.00

Ny ii—nk

25.00 50.00 75.00
minutes

Sekil 14. Digoksinin (300 mg/ml) KCN ile inhibe edilmis spontan miyometriyal
kontraksiyonlara etkisini gdsteren kayit (KTU Temel T1p Bilimleri Fizyoloji Anabilim

Dali Laboratuvari).
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6.2. lzole Sican Miyometriyumda Oksitosin Ile Indiiklenen Miyometriyal
Kontraksiyonlar

Bu protokollerde miyometriyum kesitleriyle adaptasyon siirecinin ardindan
organ banyosuna oksitosin (5 IU/ml) uygulanarak kasilmalar uyarildi; ardindan KCN
uygulanarak kasilmalar baskiland1 ve farkli dozlarda digoksin (1, 10, 30, 300 mg/ml)
uygulayarak bu inhibisyonun geri doniisiip doniismeyecegi test edildi (Sekil 15). Bu
sekilde uygulanan digoksin kasilmalarm amplitiit (Sekil 16, Tablo 3), kasilma egrisi
altinda kalan alan (Sekil 17) degerleri iizerinde anlamli bir diizelme saglayamadi.

Ardindan uygulanan oksitosine kii¢lik ampliitiitlii de olsa kasilma yanit1 elde edildi.

Oksitosin ~ KCN KCI
(51U/ml) (0.1 mM) (60 mM)

Lo

| | | | 4000.00

mow £

0.00 25.00 50.00 75.00
minutes

Sekil 15. izole sigan miyometriyumunda oksitosinle indiiklenen kontraksiyonlar iizerine

KCN’nin etkisi (KTU Temel T1p Bilimleri Fizyoloji Anabilim Dal1 Laboratuvarr).
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Sekil 16. Oksitosinle indiiklenmis kasilmalarin amplitiit degerleri iizerine KCN’nin
inhibitor etkisi ve farkli dozlarda digoksin uygulamasinin etkisi.
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Tablo 3. Izole sican miyometriyumda oksitosinle tetiklenen kasilmalarin amplitiid

degerleri ve KCN’nin etkisi (n=7, p<0.001)

OKSITOSIN KCN (0.1 mM) KCI (60 mM)

Amplitiit (mg) 56574261 1734120 39844236

100

Kasiima Egrisi Altinda kalan Alan (%)

Sekil 17. Oksitosinle indiiklenmis kasilmalarm kasilma egrisi altinda kalan alan
degerleri lizerine KCN’nin inhibitor etkisi ve farkli dozlarda digoksin uygulamasmin
etkisi.
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6.2.1 izo!e Sican Miyometriyumda Oksitosinle Indiiklenmis Kasilmalar Uzerine
KCN ile Inhibisyonu ve 1 mg/ml Digoksinin Etkisi

Oksitosinle indiiklenen kasilmalar KCN uygulanarak baskilandi ve farkli
dozlarda 1 mg/ml digoksin uygulayarak bu inhibisyonun geri doniisiip doniismeyecegi
test edildi (Sekil 18). Bu sekilde uygulanan digoksin kasilmalarin amplitiit ve frekans
degerleri iizerinde anlamli bir diizelme saglayamadi. Ardindan uygulanan oksitosine

kiigtik ampliitiitlii de olsa kasilma yanit1 elde edildi.

Oksitosin Digoksin
(5 TU/ml) (1 mg/ml)
KCN
KCI
(0.1 mM) (60 mM)
3000.00
\ ’ 1 2000.00
v IU' \ \“l it 1000.00
50.00 —
minutes

Sekil 18. Digoksinin (1 mg/ml) oksitosinle indiiklenmis kontraksiyonlara etkisini

gosteren kayit (KTU Temel Tip Bilimleri Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarr).
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6.2.2 izo!e Sican Miyometriyumda Oksitosinle Indiiklenmis Kasilmalar Uzerine
KCN ile Inhibisyonu ve 10 mg/ml Digoksinin Etkisi

Oksitosinle indiiklenen kasilmalar KCN uygulanarak baskilandi ve farkli
dozlarda 10 mg/ml digoksin uygulayarak bu inhibisyonun geri doniisiip doniismeyecegi
test edildi (Sekil 19). Bu sekilde uygulanan digoksin kasilmalarin amplitiit ve frekans
degerleri iizerinde anlamli bir diizelme saglayamadi. Ardindan uygulanan oksitosine

kiigtik ampliitiitlii de olsa kasilma yanit1 elde edildi.

Oksitosin

Digoksin
(5 IU/ml) (10 mg/ml)
KCN KCI
(0.1 mM) (60 mM)

3000.00

2000.00

mg

1000.00

-0.00

50,00 75.00
minutes

Sekil 19. Digoksinin (10 mg/ml) oksitosinle indiiklenmis kontraksiyonlara etkisini

gosteren kayit (KTU Temel Tip Bilimleri Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarr).
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6.2.3 izo!e Sican Miyometriyumda Oksitosinle Indiiklenmis Kasilmalar Uzerine
KCN ile Inhibisyonu ve 30 mg/ml Digoksinin Etkisi

Oksitosinle indiiklenen kasilmalar KCN uygulanarak baskilandi ve farkli dozlarda
30 mg/ml digoksin uygulayarak bu inhibisyonun geri doniisiip doniismeyecegi test
edildi (Sekil 20). Bu sekilde uygulanan digoksin kasimalarin amplitiit ve frekans
degerleri iizerinde anlamli bir diizelme saglayamadi. Ardindan uygulanan oksitosine

kiigtik ampliitiitlii de olsa kasilma yanit1 elde edildi.

Oksitosin Digoksin
(5 IU/ml) (30 mg/ml)
KCN KCI
(0.1 mM) (60 mM)

4000.00

2000.00

———
——

%

T

-

-

-
o=
=]
=)

ma

-2000.00

50.00 75.00
minutes

Sekil 20. Digoksinin (30 mg/ml) oksitosinle indiiklenmis kontraksiyonlara etkisini
gosteren kayit (KTU Temel Tip Bilimleri Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarr).
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6.2.4 izo!e Sican Miyometriyumda Oksitosinle Indiiklenmis Kasilmalar Uzerine
KCN ile Inhibisyonu ve 300 mg/ml Digoksinin EtKkisi

Oksitosinle indiiklenen kasilmalar KCN uygulanarak baskilandi ve farkli dozlarda
300 mg/ml digoksin uygulayarak bu inhibisyonun geri doniisiip doniismeyecegi test
edildi (Sekil 21). Bu sekilde uygulanan digoksin kasimalarin amplitiit ve frekans
degerleri iizerinde anlamli bir diizelme saglayamadi. Ardindan uygulanan oksitosine

kiigtik ampliitiitlii de olsa kasilma yanit1 elde edildi.

Oksitosin Digoksin
(5 TU/ml) (300 mg/ml)
KCN KCI
(0.1 mM) (60 mM)

3000.00

2000.00

ma

1000.00

4000.00

3000.00

\' 2000.00
LL 1000.00
T 0.00 20.00 40.00 60.00

minutes

Sekil 21. Digoksinin (300 mg/ml) oksitosinle indiiklenmis kontraksiyonlara etkisini
gosteren kayit ( KTU Temel Tip Bilimleri Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarr).

45



Ilave olarak, 6n muamale protokoli olarak digoksin (300 mg/ml) uygulamasi
yapildi ve 10 dakika sonunda KCN (0.1 mM) uygulandi. Bu protokolde de KCN
kontraksiyonlar1 anlamli diizeyde baskiladi. Boylece digoksinin KCN ile indiiklenen
hipoksiye bagl kontraktil baskilanmaya kars1 preventif etkinliginin olup olmadig: test
edilmis oldu.
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7. TARTISMA

Bu deneysel ¢aligmanin bulgulari, izole sican miyometriyumunda potasyum
siyaniir ile olusturulan metabolik inhibisyonun, hem spontan hem de oksitosinle
indiiklenen miyometriyum kasilmalarini tamamen inhibe ettigini literatiirle uyumlu
olarak ortaya koymustur (8). Bu modelde etkisi test edilen kalp glikoziti digoksin (1, 10,
30 ve 300 mg/ml derisimlerde), metabolik inhibisyonun spontan ve oksitosin ile
indiiklenen kontraksiyonlar1 baskilamasi iizerine anlamli bir 6nleyici/restore edici etki

gostermedigi tespit edildi.

Bir diiz kas kasilmasinda hiicre i¢i iyonize kalsiyum, kasilma mekanizmasinda
¢ok kritik role sahiptir (69). Bir kasta kasilma i¢in mutlaka [Ca™]; artis olmas1; gevseme
icin ise istirahat seviyelerine diisiis olmasi gerekir (70). Ayrica, hiicresel kontraktil
yapilarm hiicre i¢i [Ca™]; duyarhlik diizeyleri de bir uyartya bagli kasilma cevabmi
degistirebilir; boylece [Ca™]; diizeyinde degisiklik olmaksizin kasilma cevaplarmm
artmas1 ya da zayiflamas1 da miimkiindiir ve bu mekanizmay1 hedef alan yaklasimlar
klinik diizeyde kullanima girmistir (6rn. kalp yetmezligi tedavisinde levosimendan
kullanimt). Bu tez metninin giris kisminda ayrintili olarak ele alindig: gibi, diiz kaslarin
(6zelde miyometriyumun) gevseme mekanizmalar:t arasinda kalsiyum kanallarmin
inhibisyonu, potasyum kanallarinin agilmasi, kas hiicresi membrani hiperpolarizasyonu,
miyozin hafif zincir kinaz/miyozin hafif zincir fosfataz aktivitesinin fosfataz lehine
kaymasi, hiicre i¢i homeostazisin bozulmas1 (pH degisikligi, ATP/ADP oraninin
degismesi, vb) yer almaktadir (71,72).

Diiz kaslar; mide, damarlar, barsaklar, idrar kesesi, hava yollar1 ve uterus gibi
bir¢ok i¢i bos organlarin duvarlarinda yer almaktadirlar (70). Birgok diiz kas gibi
miyometriyum da hipoksiden hizla etkilenir (73, 74).

Uterusun fazik kasilmalarinin yeterli bir zaman ve giigte ger¢eklesmesi dogum
olayinim gerceklesmesi icin son derece dnemlidir. insanlarda dogum olayi sirasinda aktif
doku kontraksiyonlarmin, uterus kan damarlarina basing uygulamasi sonucunda bu
dokuya kan akiminin azaldigi tespit edilmistir (75). Kan akiminda ortaya c¢ikan bu
azalma aktif olan bu dokuya saglanan oksijen, glikoz ve ATP miktarm diisiiriir. Bir¢ok

diiz kas gibi uterus kasmnda da yer alan ATP duyarli potasyum kanallar1 (K'-ATP) hiicre
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ici ATP seviyesi fizyolojik aralikta (10-100 pM) ise kapalidir ve bu araliktaki bulunan
ATP diizeyinin altina diisiis sonucu aktive olmaktadir (76,77). Hipoksi esnasinda ATP
seviyesinde meydana gelen azalma, buna bagh olarak da ADP diizeyinde artma, bu
kanallarin  aktivasyonu sonrasinda zar hiperpolarizasyonu ve kontraktilitenin
baskilanmasina neden olabilir (78,79). Serbest kalsiyum seviyesinin hipoksi durumunda
hiicre igerisinde arttig1 bilindiginden bu kalsiyumun, kalsiyum duyarli potasyum
kanallarinin aktivasyonunu saglayarak membran hiperpolarizasyonu sonucu spontan
kontraksiyonlar1 inhibe edebilecegi bir baska olasilik olarak gdsterilmektedir (80).
Uterustaki her bir kasilma aninda hipoksi meydana geldigi net bir sekilde belirlenmistir
(5,81). Hipoksinin diiz kaslarda, her ne kadar aracilik eden mekanizma net olarak
aydinlatilamamigsa da kontraktiliteyi degistirdigi goriilmiistiir (7). Uterus diiz kas
kasilmast pH degerinde meydana gelen c¢ok kiiciik degismeler kasilmayi
baskilamaktadir. Miyometriyumda metabolik inhibisyona bagli gelisen pH degerindeki
diistisler kontraksiyonlar1 inhibe ederken, artmalar ise kontraksiyonlarin giiclinde
artmaya neden olur (82-84). Diiz kaslarda metabolik stres veya inhibisyonun
kasilabilmeyi olumsuz yonde ve hizli bir zaman skalasinda etkiledigi bilinmektedir.
Metabolik inhibisyon ve hipoksi olaymin kasilabilme iizerine olumsuz etkilerinden
korunma yollarmin bilinmesi 6nem teskil etmektedir. ATP, fosfokreatin ve inorganik
fosfatlarn uterus kontraksiyonlari {izerine ¢ok az katkilarinin oldugu saptanmustir (10,

39,85).

Kardiyak glikozidler hiicre zarindaki sodyum/potasyum pompasini inhibe
ederek, ikincil olarak hiicre i¢i kalsiyumun artmasmna ve bdylece kontraktilitenin
giiclenmesine yol agarlar. Ayni1 zamnda vagal tonusu arttirirlar, diyastol sirasinda
ventrikiiliin daha iyi dolmasina olanak tanirlar. Dijitaller kalp yetmezliginde uzun
yillardan beri kasilmayr uyarict / tamir edici etkilerine baglh olarak klinikte
kullanilmaktadir. Kalp yetmezligindeki bu etkileri, uterus atonisinin tedavisinde ise
yarama olasili§1 hipotez edilebilir. Ancak, mevcut tezin konusu olan bu yaklasim
hipoksik sartlarda denenmemistir. Bu calismada hedef almnan kisim ise klinikte
kullanim1 olan kardiyak glikozit olan digoksinin hipoksiye bagli uterus tembelligi
deneysel modelinde miyometriyum diiz kasinda sekteye ugrayan kasilmalar1 tamir etme

potansiyeli ile denenmeye deger ve ilk defa olmasi nedeniyle 6zgiin yaklagimdir.
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Bu calismada kullanilan kardiyak bir glikozit olan digoksin tip ve veteriner
hekimliginde kalp yetmezliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Kalp glikozidleri hem
insanlarda hem de kedi ve kopekler gibi kiiciik hayvanlarda kalp yetmezliginde en ¢ok
kullanilan ilaglardir (86, 87). Digoksin klinikte pozitif inotropik, supraventrikiiler
aritmilere kars1 antiaritmik ve miyokardiyal etkilerinden dolayr sik olarak
kullanilmaktadir. Kalp yetmezliginde hiicre i¢i kalsiyum diizeyinde artig saglayarak
kontraktiliteyi iyilestirici etki saglayan kalp glikoziti digoksinin metabolik inhibisyon
aracili kontraktil inhibisyon {izerine etkileri bu in vitro ¢aligmanmn temel amacidir.
Ayrica metabolik inhibisyon sonucunda kasilma giiciinde meydana gelen kaybin
mekanizmasinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in Na-K ATPaz bu inhibisyona aracilik edip

etmedigi hakkinda bilgi elde etmek alakal1 bir bagka amagtir.

Konjestif kalp yetmezligini diizeltmeleri kalp glikozitlerinin (digoksin) esas
olarak direkt pozitif inotrop etkilerine dayanir. Bunu ger¢eklestirirken, kalbin oksijen
tilketimini artrmadiklarmdan kalbin yaptigi is / tiiketilen oksijeni artirir. Dijitaller ayni
sonucu in vitro calisan kalpte de verir (86,88). Etkinin hiicresel mekanizmasinda,
glikozidlerin miyokard hiicrelerinde Na "- K "ATPaz inhibe ederek, hiicre ici Na *
seviyesini artirmalari ve buna ikincil olarak hiicre iginde Na'- Ca™ degis tokusunu
stimule ederek hiicre ici serbest Ca™ seviyesini artirmalaridir. Bu olay miyokardin
kasilmalarini giiclendirir. Na "- K "ATPaz nitelik olarak 3 Na * atilmasma karsihik 2
K™'u hiicreye sokar ve hiicreyi hiperpolarize yapar. Dijitaller; purkinje lifi, miyokard ve
diger uyarilabilme yetenegi olan kalp hiicrelerinde kismi depolarizasyon yapar. Sodyum
potasyum pompasi, pek ¢ok hiicrede 6zellikle de sinir ve kas hiicrelerinde lektriksel
potansiyel fark olusturmak i¢in sodyum-potasyum konsantrasyon gradiyenti olusturulan

yerlerde bulunur.

Metabolik inhibisyon olusturmada kullanilan KCN sonrasinda kontraktilitelerde
amplitiit, frekans ve egri altinda kalan alan degerlerini azaltmasi veya inhibe etmesi
daha dnceden yapilan hipoksi c¢aligmalariyla arasinda uyum oldugunu goéstermektedir
(8). KCN ile hipoksi meydana getirilmesi uterusun da dahil oldugu bazi diiz kaslarda
gosterilmistir (40). Hipoksi esnasinda kalsiyumdaki gecici azalma giicteki bir azalmaya
neden olur (62). Diiz kaslarin bazilarinda disa dogru K™ gecisindeki artis ve ice yonelik

Ca"™ akimindaki diisiis, metabolik bir inhibitér olan KCN varliginda ortaya ¢ikarmustir
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(50). KCN (0.1 mM) uygulamasi sonucunda miyometriyumda olusan kasilmalarda
hemen baglayan bir inhibisyon ortaya ¢ikmustir. Yapilmis olan ¢aligmalarla, KCN’den
miyozin hafif zincir fosforilasyonunun etkilenmedigi gdosterilmistir (71). KCN,
kalsiyumun mitokondrilere geri alinnminda aksaklik olusturdugu bilinmektedir (29).
KCN’nin depolarize olmus dokularda giiclin diismesine sebep olmasi, miyoflamentlerin
kalsiyuma duyarliliginda farkliik meydana getirdigini de diisindiirmektedir. KCN
varhiginda artmis K* ¢ikisi uyarilmay: zorlastirarak dokunun hiperpolarizasyonuna
neden olur ve KCN ile ortaya ¢ikan kontraksiyonlarin frekansindaki azalmanin nedeni
olarak aciklanabilir (8). KCN metabolik inhibisyonun sican miyometriyal
kontraktilitesini inhibe etmesinde daha 6nce bildirilen Ca*> homeostazis mekanizmalari
ile hiicre ici inorganik fosfat artis1 gibi faktorlerin kombine etkisinin yaninda K'

kanallarinin da rol aldig1 diisiiniilmektedir.

Bu tez caligmasinin bulgularinda ise, KCN'ye bagli olarak inhibe olan
miyometriyum kontraksiyonlarmin, ortama KCl eklenmesi sonucunda hemen geri
dondiigii tespit edildi. Monir ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir caligmada
miyometriyum dokusunda KCN'nin meydana getirdigi kontraktil baskilanmanin
KCN’nin uzaklastirilmast ile az da olsa geri dondiigii gosterilmistir (50). Mevcut tez
calismasinda KCl ile depolarizasyon sonucunda kasilma cevabi el edilmesi bulgusu
dokunun 6lmedigi, kontraksiyonlarin ise geriye doniisebilir bir sekilde inhibe oldugu

ortaya koymaktadir.

Metabolik inhibisyon (KCN ile) sonucu [ATP]i seviyesinde oksidatif
fosforilasyonda ortaya ¢ikan degismelere bagl olarak diisiis oldugu bildirilmistir (17).
Hipoksi miyometriyumda oksidatif fosforilasyonun inhibisyonunu saglar, hiicre
icerisindeki metabolit diizeyini degistirir (69). Boylelikle anaerobik mekanizmanin
uyarilmas: sonrasinda asitlesme meydana gelir. Bu durumun kontraktil giiciin

azalmasina katkilariin oldugu da bildirilmistir (41).

Hipoksinin K' kanallar1 iizerindeki etkisinin membran potansiyelini
degistirebilecegi bundan dolayr da L-tipi Ca™ kanallarmdan Ca™ gegisinin
baskilanabilecegi bildirilen bir baska mekanizmadir (15). Hipoksinin hem Ca™ akimi

tizerinde direkt etkileri hem de diisiik pH'nin gap kavsaklarinin iletkenligini inhibe
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etmesi durumu Ca*? akimlarinin azalmasina yonelik mekanizmalar olarak agiklanabilir

(89,90).

Kalpte hipoksi aninda hiicre igerisinde serbest Ca™ diizeyinin arttigin1 ve buna
bagh olarak artan Ca™nmn kalsiyum duyarli potasyum kanallarin1 (Kc,) aktive ettigi
ortaya konulmustur (89). Bu veriyi miyometriyum diiz kas hiicreleriyle
kiyasladigimizda artan Kc,'nin membrani hiperpolarize ederek kasilmalari inhibe etmesi
bir baska olasilik olarak diisiiniilebilir (20). Bu mekanizmalara karst digoksinin direk
olarak etki etmesi beklenememektedir ve bu durum elde edilen negatif sonuglar1

aciklayabilir.

Sonug olarak bu ¢aligmada elde edilen bulgular, siyaniirle tetiklenen kontraktil
baskilanmada digoksinin etkili olmadigmi ortaya koymaktadir. Ozetle, digoksin
uygulamasinin KCN ile yapilan metabolik inhibisyona bagli kontraktil baskilanmay1
ortadan kaldwramamis olmasi bulgusu, diiz kaslarin hipoksiye adaptasyonda etkili
mekanizma olarak sodyum-potasyum pompasinin roliiniin olmadigin1 veya aracilik eden

tek mekanizma olmayacagini diisiindiirmektedir.

Metabolik inhibisyon modeli olan bu tez ¢aligmasinda elde edilen bulgularin,
hipoksiye bagli olarak ortaya ¢ikabilecek patolojilerin tedavisinde klinikte
coziimlemeler meydana getirecegi disiiniilmekte ve uterus kasinda metabolik
inhibisyonda sodyum-potasyum pompasinin roliiniin daha iyi anlasilabilmesi i¢in hiicre
ici pH farkliligi, kontraktil elemanlarin kalsiyuma olan duyarlilig1 ve inorganik fosfat
birikmesi gibi metabolik inhibisyona bagli kontraktil baskilanmada rol oynayan diger
faktorlerin de birlikte ele alindig1 ilave caligmalara ihtiyag duyulmaktadir.
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8. SONUCLAR

1. Mevcut bu ¢caligmada izole sigan miyometriyumunda digoksin (1, 10, 30 ve 300

mg/ml)’in denenen dozlarda spontan kontraksiyonlara etkisi olmadig1 bulundu.

2. lizole sican miyometriyumunda hipoksi ile oksidatif fosforilasyonun inhibe

edilerek giiciin azaldig1 literatiir ile uyumlu olarak tespit edildi.

3. lzole sigan miyometriyumda KCN ile saglanan inhibisyonun nonspesifik mebran

depolarizasyonu (ortama 60 mM KClI ilavesi ile) ile geri dondiigii tespit edildi.

4. KCN’nin spontan ve oksitosinle indiiklenmis izole sican miyometriyum
kasilmalar1 iizerindeki inhibitdr etkisi kardiyak glikozit olan digoksinle
diizeltilemedi. Bu durum glikozitlerin etkilerinin kalp dokusuna o6zgii

olabilecegine de yorumlanabilir.

5. Sonug olarak etkin bir tedavisi olmayan “uterus tembelligini” modelleyen bu in
vitro ¢aligmada uygulanan yaklasimdan da klinik denemeye umut vaat edecek
bir bilgi elde edilememis olup; anne ve ¢cocuk sagligini tehdit eden bu durumun

¢cOzlimii i¢in patofizyolojiyi hedef alan ¢aligmalara ihtiya¢ devam etmektedir
9. ONERILER

1. Caligmada uygulanan hipotezin basarisiz olmasma ilave olarak, c¢aligma

protokolleriyle ilgili deneysel siire¢lerde dikkate alinarak yorumlanmalidir.

2. Digoksinin klinik preparat olarak kullanilmig olmasi dikkate alindiinda,
kimyasala uyumsuzluk, ¢ézlinme sorunu veya organ banyosunda pH degisimi
ihtimallerine karsilik digoksinin analitik saflikta formunun temin edilerek
deneylerde kullanilmasi Onerilebilir. Yine de digoksinin klinikte kullanilan
formunu kullanilmigs olmasi ve anlaml bir etki belirlenememesi durumu bu
deneysel caligmanin verilerinin klinige yansimasmin kisith olacagini ortaya

koymaktadir.
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3.

[zole sigan miyometriyumunda KCN ile saglanan hipoksi ¢ok siddetli bir
hipoksi saglamis olabilir. Bu baglamda digoksinin etkisi organ banyosuna
oksijen sunumunu uzun siire keserek gerceklestirilebilecek daha 1limli bir

hipoksi modelinde denenebilir.

Digoksinin etkisi, pH tamponu, fosfokreatin ve kalsiyum duyarliligin1 artiran

ajanlar (levosimendan gibi) ile kombine ederek patofizyolojide ¢oklu faktorler
hedef alinabilir.
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