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OZET

BEYIN ve UREME ORGANLARININ NiTRiK OKSIT AKTiVITESININ
ESTRUS SIiKLUSU iLE iLiSKiSiNIN ARASTIRILMASI

Nitrik oksit (NO) ¢ok yonlii bir biyolojik haberci ve farkli biyolojik etkilere
sahip bir molekiildiir. NO hemen hemen biitiin ovaryum fonksiyonlarinda yer alir;
steroidogenezis, folikiiler gelisim, folikiil yirtilmasi, ovulasyon, korpus luteum
fonksiyonlarinin diizenlenmesi ve korpus luteum gerilemesinde etkilidir. NO uterus
diiz kasinin kasilmasimnda, menstrilasyonun diizenlenmesinde, implantasyonun
kolaylagmasinda ve dismenoreden koruyucu etkisi vardir. Nitrik oksit sentaz (NOS)
ekspresyonu gonadal hormonlar tarafindan diizenlenir. Gonadal hormonlar NOS
ekspresyonu tarafindan modiile edilir. Bu caligmada, sican estrus siklusu evrelerinde
beyin ve iireme organlarinin NO aktivitesi arasindaki iliski arastinlmistir.

32 disi sican vajinal smear takibiyle farkl estrus siklusu evrelerinde (proestrus,
estrus, metestrus ve diestrus) sakrifiye edildi ve plazma, beyin, uterus ve ovaryumlari
alindi. NO konsantrasyonunu 6l¢gmek i¢in onun stabil son {iriinleri olan nitrat ve nitrit
kolorimetrik yontemle oOl¢iildi. Plazma LH, FSH ve estradiol diizeyleri ELISA
yontemi ile olgiildii.

Bu caligmada estrusun farkli evrelerinde NO diizeyi anlamli farkli ¢ikmustr.
Beyin dokusunda NO diizeyi metestrusta anlamli yiisekken, uterus dokusunda
estrusta anlamh yiiksek bulunmustur. Plazma ve ovaryum NO diizeyleri estrus
evrelerinde diger evrelere gore yiiksekti ancak fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir.

Sonug¢ olarak estrus evrelerinde plazma, iireme organlar1 ve NO diizeyi
degismektedir. Bu degisiklik NO’in menstriiel siklusta fizyolojik rollerini ve
kadinlarda daha sik goriilen hastaliklarin fizyopatolojisindeki rollerine isaret

etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Estrus, Nitrik Oksit, Sican, Ureme.



ABSTRACT

RELATION BETWEEN BRAIN and REPRODUCTIVE ORGANS and
ACTIVITY of NITRIC OXIDE DURING ESTRUS CYCLE

Nitric oxide (NO) is a biological messenger and has various biological
actions. NO is involved in all the ovarian functions; steroidogenesis, follicular
development, follicule rupture, ovulation, regulation of corpus luteum functions and
atresia of corpus luteum. NO plays a crucial role as a modulator of uterus smooth
muscle contractility, regulation of menstruation, facilitate implantation and prevent
dismenore. The expression of nitric oxide synthase (NOS) is regulated by gonadal
hormones and gonadal hormones regulated by NOS expression. In this study, we
investigated the relation between reproductive organs and brain and activity of NO
during estrus cycle.

32 female rats were seperated by vaginal smear into four phases of estrus
cycle (proestrus, estrus, metestrus, diestrus) and sacrified. Then, plasma, brain, uterus
and ovaries were taken. For detemining the NO concentration, its stable end product
nitrite and nitrate measured by the colorimetric assay. Plasma estradiol, LH and FSH
levels analyzed by ELISA.

In this study, there is significant difference among the different tissue NO
levels at different phases of estrus cycle. Brain NO level was sigificantly high in
metestrus, when uterus NO level was high in estrus phase. The NO levels of plasma
and ovaries high in estrus, but the difference was not statisticaly significant.

In conclusion, plasma, reproductive organs and brain NO levels are changing
during estrus cycle. This differences indicate that physiological roles of NO on

menstrual cycle and pathophysiology of diseases which is most common in women.

Key Words: Estrus, Nitric Oxide, Rat, Reproduction.
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1. GIRIS

Anorganik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO) kiiciik, kararsiz ve
difiizyonla hiicre zarim gegebilen bir molekiildiir. Son zamanlarda, nitrik oksitin bir
cok fizyolojik sistemde Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Vaskiiler sistemde NO;
vazodilatasyonu baglatir, platelet agregasyonunu inhibe eder, endotel hiicrelerini
notrofil ve platelet baglanmasindan korur, programlanmis hiicre liimiinii (apoptozis)
diizenler, endotel hiicre bariyer fonksiyonunu saglar. NO norotransmitter olarak
noronlarda, mikroplara kars1 antimikrobiyel ajan olarak makrofajlarda tiretilir. Sinir
hiicreleri, kan damarlar1 ve immiin sistem iireme organlarimin bir parcasi oldugu i¢in
NO iireme sistemi biyolojisi ve fizyolojisinde dnemli bir diizenleyicidir.

Nitrik oksit disi tireme sisteminde bir¢ok olusumun parakrin bir aracis1 olarak
rol oynar. Ovaryumda NO, vazodilatasyona neden olur ve kismen folikiiler gelisim
boyunca, preovulatuar donemde ve korpus luteum olusumunda kan akiminin
hizlanmasina sebep olur. NO, uterusun biyolojisi ve patofizyolojisinde rol
oynamaktadir. NO, uterusun en énemli fonksiyonu olan gebeligin basarili bir sekilde
devam etmesinde etkilidir. Gebelikle 1ilgili bu etkisi, uterusun spontan
kontraksiyonunu ve diiz kas hiicrelerinin kasilmasimi diizenlemesiyle ortaya cikar.
Yapilan calismalarda uterus dokusu i¢inde NOS enzimlerinin varhigi ve NO
tiretiminin yapildigi belirlenmistir. NOS enzimleri uterus damar ve sinirlerinde,
glandular epitelde, endometrial stromal hiicrelerde, myometrium hiicrelerinde tespit
edilmistir. Reprodiiktif olaylarda meydana gelen degisiklikler uterus NO seviyesini
etkiler.

Estradiol ovaryumda aromataz enzimi ile androjenlerden sentezlenmektedir.
Bir cok arastirmada NO ile aromataz enzimi iligkisi kanitlanmistir. NO aromataz
etkinligini inhibe etmektedir, dolayisiyla ovulasyon ve estradiol sentezini
diizenlemektedir. NOS inhibitorii L-NNA ile NO’in azaltilmasi, ovaryumdan
Ostrojen  dretimini arttirdii, estrus siklusunu estrus/proestrus’u  uzatarak
sonlandirdigr goriilmiistiir. NOS inhibitorlerinin hem in vivo hem in vitro
calismalarda ovulasyon oranm azalttifi bulunmustur. NO’in 6stradiol iiretimini

direk veya ovaryumdan androstenoid sentezini azaltarak inhibe ettigi bilinmektedir.



NO, merkezi ve periferik sinir sisteminde norotransmiter olarak gorev yapar.
Ancak, konvansiyonel norotransmitterlerden farkli olarak bir amino asit, amin ya da
peptid degildir, sinaptik vezikiillerde depolanmaz ve egzositoz yolu ile salgilanmaz.
NO, gaz yapisinda bir bilesiktir ve iiretilir iiretilmez hiicre membranindan basit
difiizyonla salinarak etkisini gosterir. NO’in sinapsta hem antegrad hem de retrograd
sinyallerle ilskisi vardir. NO etkisini ¢oziilebeilir guanil siklaz ile hiicre i¢i siklik
guanizin monofosfat (¢cGMP) yi arttirarak ¢cGMP bagimh protein fosforlasyon
kaskadin aktive ederek gosterir.

NO noroendokrin aksda ve iiremenin kontroliinde ndorotransmitter ve
biyolojik mediator olarak gorev aldigr kanitlanmistir ancak siklik ratlarda NO
saliniminda noral faktorler arasindaki iliskiye dair ¢ok az bilgi vardir. Kadin cinsiyet
hormonlar ile etkileserek astim, alerji, fibromiyalji, kolit, osteoporozis, Alzheimer,
aterosklerozis gibi hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynar. Ayrica, kadinlarda
migren menstrual dongiiniin menstriiasyon evresinde siddetli oldugu goriilmiistiir.
Yapilan literatiir taramasinda dongiisel olarak tireme organlarinin NO miktar1 ve
santral NO miktar1 arasindaki iligkiyi gosteren calismaya rastlanmamistir. Bu bilgiler
1s181inda sunulan c¢alismada sican Ostrus siklusunun proestrus, estrus, metestrus ve
diestrus evrelerinde beyin ve iireme organlari uterus ve ovaryum nitrik oksit
diizeylerinin arastirilmas1 amaglanmstir.

Calismadan elde edilecek veriler NO’in aracilik ettigi menstriial siklus ile
iliskili hastaliklarin fizyopatolojisine bilgi saglayacaktir. Dolayistyla bu hastaliklarin

tedavisinde yeni tedavi yaklasimlarina temel olusturabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Nitrik Oksit Tarihcesi

1900’11 yillarda memelilerde nitrojen oksitlerin varligi gosterilse de kaynagi
1900’lerin sonunda bulunmustur. Furchgott ve Zavadski 1980 yilinda vaskiiler
ringde asetil kolin basglangich gevsemenin endotel kaynakli gevseme faktorii (EDRF)
araciligi ile oldugu kanitlanmistir. Daha sonra 1985°te Stuehr ve Marletta aktiflesmis
makrofajlarin nitrit/nitrat sentezledigini rapor etmistir. 1987°de Palmer ve arkadaslar
ve Ignarro ve arkadaslan birbirlerinden bagimsiz olarak endotel kaynakli gevsetici
faktoriin (EDRF) NO oldugunu kanmitlamistir. 1988 de Palmer ve arkadaslar ile
Marletta ve arkadaslari NO’in L-argininden sentezlendigini rapor ettiler. Garthwaite
ve arkadaslar1 1988 de NO’in beyinde sentezlendigini bulmustur. 1988 ve 1992
yillar arasinda NO biyolojisi ve fonksiyonlari iizerindeki aragtirmalar hizla artmigtir
ve 1992 yilinda Science dergisi tarafindan “Yilin Molekiilii” ilan edilmistir [1,2].

2.2. Nitrik Oksit Sentezi

Yiiksek miktarda enerji gerektiren bir tepkime olmasi nedeni ile nitrik oksitin
kendini olusturan elementler olan oksijen ve nitrojenden sentezi giictiir. Bu nedenle
atmosferin en bol bulunan iki gaz1 olan O, ve N, birbiri ile tepkimeye girerek NO
olusturamazlar. Normal kosullarda NO gazi bozunarak N, ve O, gazlarin1 da
olusturamaz. NO sentezi i¢in kullanilan 6nciil biyomolekiil arjinin amino asitidir [3].

NO, L-arjinin amino asidinden sitrulin olusumu sirasinda L-arjinin guanido
nitrojeninin nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracilig1 ile oksitlenmesi sonucu sentez
edilir. Sentez icin nikotinamid adenine diniikleotit fosfat (NADPH), kalmodiilin,
oksijen, indirgenmis tiol ve dort kofaktore (hem, flavin (FMN), flavin adenin

diniikleotid (FAD), tetrahidrobiopterin (THB) ihtiya¢ duymaktadir [1-6].



L-arjinin + O, + NADPH

FAD
; FMN
\J THB
tiol

Sitrulin + NO +NADP
Sekil 2.1. NO sentez reaksiyonu [7].

2.3. Nitrik Oksit Sentaz izoformlar:

Memeli sistemlerinde NO ilk defa damar endoteli, beyin ve makrofajlarda
ayirt edilmistir. Bu nedenle bu enzimler siniflandirilirken bulundugu dokuya,
fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerine gore siniflandirilmistir [4,6,8]. Her ne kadar bu
izoformlar hiicre tipi ve farkliliklarina gore siniflandirilmigsa da bir hiicre birden
fazla NOS izoformu sentezleyebilir [8].

Bu giine kadar farkli gen iiriinii ve farkli molekiiler agirligi olan ti¢ NOS
izoformu tanimlanmistir; beyin ve periferik sinir sisteminde nodronal NOS
(nNOS/NOS1), daha c¢ok endotel hiicrelerde olusturulan endotelyal NOS
(eNOS/NOS3) ve bir ¢ok doku ve organda inflamatuar uyart ile makrofaj, hepatosit
ve notrofil tarafindan sentezlenen indiiklenebilir NOS (iNOS/NOS2) [9,10].

nNOS ve eNOS ayrica yapisal (constutitive) NOS (cNOS) olarak da bilinir ve
vaskiiler tonus ve noronal islevler icin bazal seviyede NO salar [1,5]. Her iki
izoformda kofaktor olarak kalsiyum kalmoduline bagimh olup intraseliiler Ca*
diizeyini yiikselten agonistlerle aktive edilir. Kalsiyumun yiikseltilmesi kalmodulinin
NOS’a baglanmasin1 uyarir ve siiratli bir sekilde pikomolar diizeylerde NO
sentezlenir [5].

2.3.1. Noronal nitrik oksit sentaz (NOS1)

Ik olarak serebellar graniil hiicre Kkiiltiiriinde N-metil-D-aspartik asit
(NMDA) reseptoriine etkisi ile glutamattan ayirt edilmistir [11]. Noronal enzimin
aktivitesi kalsiyum kalmodulin bagimhidir [3]. Yapisal olarak zara tutunmasini

saglayan kimyasal grup icermez, sitoplazmik bir enzimdir. 26 ekzondan olusur ve



12.kromozomdan sentezlenir. Bazi noronlarim NMDA veya glutamat ile
uyarilmasiyla enzim aktivitesi ii¢ katina ¢ikar ve ayn1 zamanda cGMP seviyesi artar.
Bu hiicrelerdeki NO ve cGMP sentezi N-metilL-arjinin (L-NMA) ve N-nitro-L-
arjinin (L-NNA) tarafindan inhibe edilir [3]. Merkezi sinir sisteminde koku sistemi,
serebral korteks, diensefelon, beyin sapi, serebellum ve omurilikte yer aldig
bulunmustur (Tablo2.1). Bu molekiil uzun sureli potensiasyon, néroproteksiyon,
noronal dejenerasyon, peptiderjik sekresyonun diizenlenmesi gibi bir cok fizyolojik
etkisi vardir. Ayrica organizmanin {iremesinin her asamasinda Onemli rol
oynamaktadir [11].

Sinir sistemine ek olarak nNOS iskelet kasinda, pankreasin beta hiicrelerinde,
erkek cinsiyet organinda, hipofiz bezinde, adrenal medullada ve bobrekte makula
densa ve distal tiibiilde tespit edilmistir [8].

2.3.2.Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS2)

Yapisal enzimlerin aksine, fagositik 16kositler ve diger hiicre tiirlerinde
bulunan indiiklenebilir nitrik oksit sentaz aktivitesi fizyolojik durumlarda
Olclilemeyecek kadar az ya da hi¢c yoktur. Sitoplazmik bir proteindir ve 17.
kromozomdan 26 ekzon olarak sentezlenir. Bu enzimin aktiflesmesi i¢cin mesajci
molekiillerle protein sentezinin indiiklenmesi gerekir. iNOS un indiiksiyonu ¢esitli
bakteriyel iiriinlere lipopolisakkarit (LPS) ve proinflamatuar sitokinlere bagimlidir
[3]. Kalsiyum bagimsiz olmasi ile yapisal NOS’lardan ayrilir [8]. cNOS’un aksine
iNOS enziminin her bir alt birimine siki tutunmus kalmodulin icerir. Bundan dolay1
iNOS aktivasyonu i¢in hiicre i¢i kalsiyumun artmasina gerek yoktur [1]. Uyaridan
sonra iNOS enziminin sentezi birka¢ saat alir. Sitokinlerle indiiksiyondan 24 saat
sonra NO sentezi en yiiksek seviyeye cikar ve sonra hizla diiser. Yapisal izoformlari
aksine iNOS c¢ok cesitli hiicre tiirlerinde yaygin olarak bulunur. Makrofajlar, mast
hiicreleri, lokositler, T-lenfositler, kondrositler, hepatositler, Kupffer hiicreleri,
bobrek, retina ve barsak epitelyum hiicreleri, mezengial hiicreler, beyin endotel
hiicreleri, mikroglia hiicreleri, astrositler, pankreasin Langerhans adaciklari,
noroblastoma hiicrelerinde bulunur. NO hem nétrofil adezyonu hem de lenfosit
etkinligini azaltarak immiinregiilator rolii vardir (Tablo 2.1). Makrofajlarda biiyiik

miktarda iNOS fdretilir ve antimikrobiyel fonksiyonu vardir [11,12]. Normal



fizyolojik kosullarda NO konsantrasyonu pikomolar diizeyde iken iNOS’un
aktiflesmesi ile NO konsantrasyonu yiizlerce kat artar [4].

iNOS enziminin indiiksiyonu deksametazon, hidrokortizon ve kortizol gibi
glukokortikoidler tarafindan inhibe edilir. Bu steroidlerin enzim aktivitesine protein
diizeyinde etkileri yoktur. Enzimin iiriinii olan NO, kendi enziminin indiiksiyonunu
da etkiler. NO’i ortamdan hizla uzaklastiran hemoglobin, iNOS aktivitesinde artisa
neden olurken: ortama NO salinimi yapan S-nitrozoasetilpenisilamin (SNAP) gibi
NO vericileri enzimin aktivitesini azaltir. Bu bulgular, iNOS tarafindan iiretilen
NO’in, iNOS indiiksiyonunu feed-back bir mekanizma ile baskilandigini
gostermektedir [3].

2.3.3. Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)

Endotel hiicreleri uyarildiklar1 zaman aninda NO iiretmeye baslar. Uyariya
ani cevap olugmasi NO sentezini katalizleyen enzimin yapisal bir enzim oldugunu
ve uyarlya yanit i¢in yeni bir protein sentezini gerektirmedigini gosterir. eNOS
kofaktor olarak NADPH ve kalsiyum kalmodiiline ihtiya¢ duyar ve L-NMA ve L-
NNA gibi arjinin analoglar tarafindan kompetitif olarak inhibe edilir. Uyarilarla
hiicrede gecici olarak yiikseltilen sitoplazmik kalsiyum, kalsiyum-kalmodiilin
kompleksi seklinde eNOS’u aktive eder. NO, difiizyonla diiz kas hiicrelerine gecerek
guanilat siklaz1 aktive edip cGMP seviyesini arttirir ve diiz kaslarda gevsemeye
neden olur. Kalsiyum pompalarinin sitoplazmik kalsiyum derigimini diisiirmesi ile
eNOS aktivasyonu sona ereceginden; eNOS ile kisa siireli ve diisiikk derisimde NO
sentezi saglanir [3]. Kalmodulin bagimliligi ile fonksiyon olarak nNOS’a benzer [8]
eNOS zarsal/zarla etkilesimde bulunan bir enzimdir. 7.kromozomdan sentezlenir ve
26 ekzondan olusur. eNOS esas olarak vaskiiler epitel hiicrelerinde bulunur [Tablo
2.1]. Cesitli dokularda gosterilmisse de, bu aktivitenin kaynagi dokulardaki vaskiiler
endotel hiicreleri oldugu kabul edilmektedir. Bobrek tiibiilleri epitelyum hiicrelerinde
ve CAIl noronlarinda da eNOS varligi gosterilmistir. CAl néronlarinda eNOS’un

hafiza islevlerinde rol aldig1 kabul edilmektedir [3].



Tablo 2.1. NOS izoformlarmin 6zellikleri [13].

iNOS eNOS nNOS
e Tip IINOS e Tip III NOS e TipINOS
e Indiiklenebilir ¢ Yapisal formdadir e Yapisal formdadir
formdadir
e Aktivitesi Ca**/CaM e Aktivitesi * Aktivitesi
bagimsizdir Ca**/CaM Ca®*/CaM
bagimlidir bagimlidir

Uzun sireli NO
sentezini katalizler

Kisa sureli NO
sentezini katalizler

e Kisa sureli NO
sentezini katalizler

e Aktiviteleri e Aktiviteleri e Aktiviteleri
glukokortikoidler glukokortikoidler glukokortikoidler
tarafindan tarafindan tarafindan
engellenebilir engellenmez engellenmez

e Genellikle e Hiicre zarinda e Genellikle
sitoplazmada bulunur sitoplazmada
bulunur bulunur

e Makrofajlar, e Endotel e Merkezi ve periferik
notrofiller, solunum hiicrelerinde, mast sinir sisteminde,
yolu epitelyum hiicrelerinde, adrenal bezde,
hiicreleri, trombositlerde, nonadrenerjik-
fibroblastlar ve mast pankreas nonkolinerjik
hiicrelerinde bulunur hiicrelerinde, noronlarda ve

vaskiiler diiz kas astrositlerde
hiicrelerinde ve bulunur
notrofillerde

bulunur

¢ Lipopolisakkarid, e Asetil kolin,
interferon-gama, e Serotonin ve bradikinin, Ca**
tumor nekrozis trombin tarafindan iyonoforlari,
faktor-a&b, aktive edilebilir histamin,
interlokin-1&2, 16kotrienler ve
lipeteikoik asit ve trombosit  aktive
pikolinik asit edici
tarafindan aktive faktortarafindan
edilebilir aktive edilebilir




2.3.4. Mitokondri nitrik oksit sentazi (mtNOS)

Mitokondri de nitrik oksit sentazin oldugu bir organeldir. Bu organeldeki
nitrik oksiti sentezleyen enzim mitokondri nitrik oksit sentaz (mtNOS) dir. Bu
nedenle mitokondrideki NO’in etkileri mtNOS tarafindan kontrol edilir.
Mitokondrideki NO aktivitesi esas olarak mitokondri i¢ zan iizerindedir ve NOS
inhibitorlerine duyarlidir. Mitokondri basta siiperoksit olmak iizere en fazla oksijen
radikallerinin iiretildigi organeldir. NO ve siiperoksit arasindaki tepkime ile olusan
peroksinitrit, siiperoksit dismutaz enzimini inaktive edebilir ve mitokondriden
kalsiyum salinimina neden olabilir. Her ne kadar ayr bir izoform olarak tanimlanmis
degilse de mtNOS dérdiincii bir izoform olarak goriinmektedir [3,14].

2.4. Nitrik Oksit Etki Mekanizmasi

NO bir ¢ok biyolojik etkisini ¢odziinebilir guanilat siklaz ve cGMP’yi aktive
ederek gosterir [1, 9]. Hiicrelerde cGMP sentezini katalizleyen farkli iki guanilat
siklaz enzimi vardir; sitoplazmik (c¢oziinebilir) guanilat siklaz enzimi ve zarsal
guanilat siklaz enzimidir [3]. Zarsal guanilat siklaz enzimleri birer transmembran
proteinidirler. Enzimin hiicre disina bakan bolgesi reseptor gorevi goriir ve guanilat
siklazi aktive eden peptid ligandlar1 baglar. Reseptoriin sitoplazmik bolgesi guanilat
siklaz aktivitesine sahiptir. Sitoplazmik guanilat siklaz enzimini aktive eden faktorler
kalsiyum araciligi ile dolayl yoldan etkilerini gosterirler. nNOS’un kalsiyum bagimli
aktivasyonu ile sentezlenen NO, sitoplazmik guanilat siklazin hem grubuna
baglanarak aktivasyonu saglar [3]. c¢cGMP farkli kinazlart uyarir, potasyum
kanallarimi aktive eder ve sitozolik kalsiyumu diisiiriir [9]. Bu enzimin en 6nemli
ozelligi NO gibi yaygin bir sinyal molekiiliiniin hedef proteini olmasidir [3].

Sinyal iletimi i¢in NO hem hiicre i¢ci hem de hiicreler aras1 bir mesajci
molekiil olarak fonksiyon goriir. iNOS sitokinler, interferonlar, TNF ve LPS ile
uyarilmas1 ya da yapisal NOS’larin asetilkolin, bradikinin, trombin, kalsiyum,
eksitatuar amino asitler ve lokotrienler ile aktivasyonu NO sentezi ve seviyesini
arttinir. NO’in ¢ok sayidaki hedeflerinin icerisinde en onemlisi sitoplazmik guanilat
siklazdir.

NO etkilerini sadece guanilat siklaz ile gostermez [3]. NO guanilat siklazi
aktiflestirmesinin yam sira; iyon kanallari, ¢6ziinebilir ADP-ribozilasyon enzimleri

ve direk gen transkripsiyonu ya da mRNA translasyonunu aktive veya deaktive



ederek de etkisini gosterebilir [9]. Ornegin makrofaj bagimli sitotoksik etki, glutamat
norotoksitesi cGMP bagimlhi degildir. Oysa NO’in diiz kaslardaki ve platelet
agregasyonundaki etkileri dogrudan cGMP bagimlidir [3].

Fizyolojik derisimlerde sentezlenen NO’in etkisinde cGMP vazgecilmez ara
haberci bir molekiildiir [3]. Normal hiicresel kosullarda eNOS ve nNOS pikomolar,
nanomolar derisimlerde nitrik oksit sentezi saglarlar. Bu iki izoformun devaml
aktivasyonu ya da iNOS enziminin indiiksiyonu, sentezin gerceklestigi hiicrelerde ve
komsu hiicrelerde nitrik oksitin mikromolar derisimlere ¢ikmasina neden olur. Boyle
durumlarda hem NO’in hem de cGMP’nin 6zgiil olayan etkileri goriilmeye baslar.
NO’in derisiminin artmas1 ile oksijenle tepkimeleri hizlanir ve reaktif tiirleri olusur.
bu reaktif tiirler 6zellikle tiyollerin ve hemoproteinlerin modifikasyonuna neden olur;
NO’n sitotoksik etkileri goriilmeye baglar [3].

NO-cGMP sinyal iletim yolagi, cok sayidaki biyolojik mesaj molekiillerine
yine ¢ok sayida farkli hiicresel cevaplarin bir tek sinyal iletim yolu kullanilarak nasil
temin edildigine giizel bir 6rnektir. Bu sinyal iletim yolundaki diizensizligin patolojik
durumlarda énemli rol oynadig1 gosterilmistir. Ornegin; hipertansiyon, koroner arter
hastaligi, septik sok, impotans [3].

2.5. Nitrik Oksitin Difiizyonu ve Ortamdan Uzaklastirilmasi

Viicutta iiretilen nitrik oksiti ortamdan uzaklagtirmak i¢in herhangi bir 6zel
enzimatik koruma mekanizmasi yoktur. Bu durum NO’in kalici ya da uzun omiirlii
bir bilesik oldugu anlamina gelmez. Tam aksine NO reaktif ©6zelligi nedeniyle
protein yapidaki ya da diger cok cesitli bilesiklerle tepkimeye girdiginden,
saniyelerle ifade edilebilecek bir omre sahiptir [3]. NO’in yarilanma 6mrii bulundugu
dokuya gore degismekle birlikte 30 saniyeden daha azdir [4]. NO’in in vivo’da
oksijeninkine benzer tasiyic1 bir molekiilii de yoktur. NO’in hidrofobik ortamdaki
¢Oziiniirliigi sudakinin 70 kati olmasi nedeniyle biyolojik zarlar1 ge¢mek igin
herhangi bir engelle karsilasmaz. NO’ in difiizyonunu kisitlayan tek faktor kendi
reaktivitesidir [3].

Reaktif 6zelligi nedeniyle, iiretildigi andan itibaren NO’in tepkimeleri ve
difiizyonu es zamanh olarak gerceklesir. Uretilen NO hedef molekiillere baglanabilir
veya oksijen ve siiperoksit ile tepkimeye girerek reaktif nitrojen tiirevlerini (NOXx)

olusturabilir. Difiizyonla etkisini gosterebilecegi komsu hiicrelere veya dolagima



gecebilir. Alyuvarlara ulasan NO, oksihemoglobin ile tepkimeye girerek nitrata
oksitlenir. Bu son tepkimenin hizi difiizyon limitine yakin olup, NO’i ortamdan
uzaklastiran en etkili mekanizmadir. Nitrik oksit aerobik ortamda oksitlenerek kendi
derisimini azaltir. Olusan yeni nitrojen oksit tiirlerinin biyomolekiillerle tepkimesi
cok hizlidir ve bu tiirler sonunda nitrit ve nitrat gibi daha stabil tiirler olustururlar [3].

NO’in iiretildigi kaynak ve derisimi ile difiizyonu ya da yar1 6mrii arasinda
ters iliski vardir. NO derisimi arttik¢a oksidasyon tepkimeleri de hizlandigindan yar
omril ve difiizyonu da azalir. Ancak oksidasyon tepkimeleri ile olusan reaktif tiirleri
biyomolekiillerle tepkimeye girdiginden, NO iiretimindeki artis NO’in sitotoksik
etkilerini de arttirir [3].

2.6. Nitrik Oksit Donor ve Inhibitorleri

NOS’un katalizledigi reaksiyonlarda L-arjinin tek fizyolojik nitrojen
donoriidiir, bu yiizden NO olusum oranini1 L-arjinin belirler [1].

L-arjininden NO olusumu, N-monometil-L-arjinin (L-NMMA), N-nitro-L-
arjinin metil ester (L-NAME), N-nitro-L-arjinin (L-NA), N-amino-L-arjinin (L-
NAA) ve N-iminoetil-L-ornitin (L-NIO) gibi ajanlar tarafindan kompetitif olarak
inhibe edilebilir [S]. Bu analoglar genellikle her ii¢c izoformu da inibe ederler. N-
iminoetil-L-lizin (L-NIL) iNOS enzimini segici olarak inhibe eder [3].

NOS inhibitorleri arasindan etkileri en ¢ok calisanm1 N-metilarjinin (L-NMA)
dir. Bu bilesik aktive olmus makrofajlarin arjinin bagiml sitotoksik etkilerini 6nler.
Yiiksek sicaklikta (100°C), asidik ve bazik pH’larda dayanikhidir; sudaki
coziiniirliigii yiiksek, toksisitesi azdir. In vivo kosullarda 5 dakikadan sonra NOS’ 1
tersinmez olarak inhibe etmeye baslar [3].

Nitroarjinin (L-NNA) ile nitroarjinin metil ester (L-NAME) de L-NMA gibi
arjininle yarisa girerek enzimi inhibe ederler. L-NAME, L-NNA’ dan daha biiyiik bir

afinite ile enzime baglanir [3].
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Sekil 2.2. (1-3) Nitrik oksit sentezi, (4-7) nitrik oksit sentez inhibitorleri [15].

Sitriilin analoglar1 da NOS enzimlerini kompetitif olarak inhibe ederler. Bu
analoglardan L-Tiyositrulin (L-TC), S-metil-L-tiyositrulin (L-SMTC)’in enzime
afiniteleri arjininden de fazla olabilir [3].

2.7. Nitrik Oksit inhibitorlerinin Onemi

Farkli NOS izoenzimleri normal kosullarda ve hastaliklarda, farkli dokularda
birbirinden fakli amaglarla NO sentezlerler. Bu nedenle izoenzimlere ozgiil
inhibitorlerin kullanimi, hastalifin tedavisi sirasinda komplikasyonlara neden
olmamasi i¢in 6nemlidir [3].

NOS inhibitorleri in vivo NO sentezini kontrol etmek amaci ile normal ve
patolojik durumlarda da kullanilmistir. Normal kosullarda inhibitorlerin kullanilmast,
NO-bagimhi olaylarin inhibisyonuna neden olacagindan; NO’in fizyolojik
fonksiyonlarinin ~ tanimlanmasma  yardimci  olur.  Patolojik  durumlarda
kullanilmasinin amaci ise, artan NO sentezinin toksik etkilerine karsi doku ve
hiicreleri korumaktir. Fizyolojik derisimin iizerinde NO sentezi her ii¢ NOS
izoformunda da goriiliir. Serebral iskemide kontrolsiiz artan kalsiyum, nNOS’u
aktive ederek beyinde toksik etkilere neden olabilir. Cesitli anaflaktik reaksiyonlarda
aktive olan eNOS vazoaktif NO sentezini arttirabilir. Cok daha yaygin olan artan NO
sentezinin nedeni iNOS izoformudur. iNOS enzimi sentezlendikten sonra aktivitesi
kontrol edilemez ve lokal olarak NO derisimini ¢ok arttirabilir (10-100 mikromol’a

kadar). iNOS’dan kaynaklanan NO, damar gecirgenligini arttirir ve septik sokta
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oldugu gibi hipotansiyona neden olur. Diyabet, romatoid artrit, inflamatuar ve
otoimmiin hastaliklarda doku yikimina yol acar [3].

2.8. Nitrik Oksitin Fizyolojik ve Patolojik Etkileri

NO cok yonlii bir biyolojik haberci molekiil olup, farkli biyolojik etkilere
sahip olabilen bir kimyasal tiirdir. NO baglangicta cesitli biyolojik islevlerin
diizenlenmesinde gorev alan, hiicre ici ve hiicreler arasi bir haberci molekiil olarak
tanimlanmistir. Bu gorevlere tipik ornek olarak sinir sistemindeki ndrotransmiter
fonksiyonu ve damar diiz kaslarinin gevsemesine olan etkileri sayilabilir. Daha
sonraki caligsmalarda, lokositlerin endotel hiicrelerine yapigmalari ve inflamasyon
olan dokulara go¢ etmesinde, platelet agregasyonunun inhibisyonunda, damar
gecirgenliginin kontroliinde, penil ereksiyonda, immiin sistem islevlerinde, barsaklar
ve bobreklerde tuz ve su emiliminde de NO’in diizenleyici fonksiyonlara sahip
oldugu gosterilmistir. Bu giin bilindigi kadar ile, viicudun hemen her hiicresinde NO
ile kontrol edilen ¢ok sayida tepkime ve fonksiyon vardir. Bu nedenle viicudun her
hiicresinin NO’in hedefi oldugu soylenebilir [3].

NO’in sentezlendigi yer ve ortamdaki derisimi, kendisinin hangi tiir
tepkimelere girecegini ve ne gibi biyolojik etkilere sahip olacagim belirleyen ana
faktordiir. Viicut i¢in yararh ya da zararh etkilerinden hangilerinin gozlenecegi, bu
molekiiliin nerede ve ne kadar iiretildigine baglidir [3].

NO’in disiik derisimlerinde (1 mikromol’un altinda) gozlenen etkileri
“dogrudan etkileri” olarak adlandinlir. Sekil 2-2. de 6zetlenen koruyucu ve
diizenleyici etkileri NO’in dogrudan etkileri grubuna girer. Diisiik derisimdeki NO
daha uzun Omiirlidiir ve oksijen ile tepkimeleri daha yavastir. NO’in bu kimyasal
0zelligi dogrudan etkilerinin gerceklesmesini saglar [3].

NO’in fizyolojik fonksiyonlar icin gerekli olan derisiminin istiindeki yiiksek
derisimde (1 mikromol’un {istiinde) goriilen etkileri ise “dolayli etkileri” diye
adlandirilir. NO’in derigiminin artmasi ile oksijenle tepkimeleri hizlanir. Ancak
NO’in oksijenli ortamda oksidasyonu ile reaktif tiirler olusur. Bu reaktif tiirler
biyolojik molekiillerle tepkimeye girerek dolayli etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olur. NO’in kendisinin biyomolekiillerle tepkimeleri dogrudan etkilerini
olustururken; NO’ten kaynaklanan reaktif tiirlerin tepkimeleri dolayli etkilerini

olusturur [3].
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¢ Renal ve intestinal gorevleri

®
%

Diiz kaslarin gevsemesi

®
%

Hiicre adhezyonunun kontrolii

DS

» Damar gegirgenligine etkileri

®
%

Immiin sistemdeki fonksiyonlar

Koruyucu etkileri
¢ Antioksidan fonksiyonu
NO —» Anti inflamatuar etkileri
«» TNF toksisitesine kars1 etkileri
Zararh etkileri
++» Antioksidanlar tiiketmesi

R/
0’0

Enzim inhibisyonlar1

DNA hasarlar

®
%

®
%

Lipid peroksidasyonu

®
%

Diger toksik etkenlere duyarlilig1 arttirmasi
Sekil 2.3. NO’in cok yonlii etkileri [3].

2.8.1.Nitrik oksitin damar sistemi iizerine etkileri

2.8.1.1.Nitrik oksitin damarlar iizerine etkileri

Nitrik oksit, kalp damar sistemi homeostazisinin diizenlenmesinde etkili en
onemli araci molekiillerden biri olarak bilinmektedir [16]. Damar endotel hiicreleri
bazal seviyede NO iiretmekte ve bdylece damar gegirgenliginin belli bir diizeyde
tutulmasin1 saglamaktadir. Kiiciik capli arter ve arteriyoller biiyiik caplilara gore
daha fazla miktarda NO iiretmektedirler. Venlerde bazal NO {iretimi arterlere oranla
cok daha azdir. Bu bulgular NO’in damar diiz kas hiicrelerinin gerginligini ve
periferal direnci diizenledigi, boylece kan basincinin kontroliine énemli bir katkida
bulundugunu gostermektedir [16].

Hipertansiyon ¢esitlerinin ¢cogunda, artmis olan kan basinciyla birlikte endotel
bagimli gevsemede azalma meydana gelmektedir. Nitrik oksit sentezinin nitrik oksit
inhibitorleriyle engellenmesi belirgin bir sekilde damar daralmasma ve kan
basincinin artmasina neden olmaktadir [16,17].

NO sadece sistemik dolasimin regiilasyonunu saglamakla kalmaz ayrica kalp,

karaciger, beyin gibi organlarda lokal dolagimi da saglar. Nonkolinerjik ve
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nonadrenerjik terminallerden salinan NO, vazodilatator etkiyle kan basinci ve akisini
diizenlemektedir [17].

2.8.1.2. Nitrik oksitin platelet agregasyonu iizerine etkisi

Endotelyal hiicrelerin baslica fonksiyonu damar koruyucu ve pihtilagmay1
engelleyici molekiillerin iiretimidir. Bazi molekiiller, yapisal olarak siirekli
salinirken, bazilar1 ise bir uyarana cevap olarak diiretilir. NO, endotel hiicre
yiizeyinden salinan ve platelet agregasyonunu baskilayan onemli bir molekiildiir.
NO, trombin olusumunun kontrolii ve kan akigkanliginin saglanmasinda oldukca
onemli bir rol oynar. In vitro uygulanan NO, plateletlerden zengin plazmada ve tam
kanda c¢esitli pithtilasma faktorlerinin uyardigi agregasyonu engellemistir. NO,
kiimelesmis plateletlerin dagilmalarina neden olur, plateletlerin, nétrofillerin ve
monositlerin adhezyonlarini inhibe eder ve kemotaksislerini diizenler. Kan akiminin
saglanmasi ve trombozdan kaginilmasi igin plateletlerin kiimelesme ve homeostatik
tikac olusturma ozellikleri ¢ok iyi dengelenmelidir. Damar liimenine dogru salinan
NO difiizyonla plateletlere girerek guanil siklazi aktive eder ve damar diiz kas
hiicrelerindekine benzer bicimde platelet i¢i Ca** yogunlugunu azaltarak plateletlerin
yapigmasi, kiimelesmesi ve etkinligini engeller [16].

2.8.1.3. Nitrik oksitin damar diiz kas1 hiicrelerinin ¢cogalmasina etkisi

Damar bosluguna, damar diiz kas1 hiicrelerinin ¢ogalmalarim1 engelleyici ve
uyarici aract maddeler salinmaktadir. Fizyolojik kosullarda, cogalmay1 engelleyici
maddeler sayesinde damar diiz kasi katmam kalinhiginin sabit kalmasi
saglanmaktadir. Heparan siilfat ve nitrik oksit damar diiz kas hiicrelerinin gog¢iinii ve
cogalmasimi engelleyen giiclii inhibitorlerdir [16,18]. Damar liimeninde, ayni
zamanda, endotel hiicrelerinin ¢ogalmalarimi uyaran epidermal biiyiime faktori,
platelet kokenli biiyiime faktorii ve anjiyotensin II gibi cesitli biiyiime faktorleri de
bulunmaktadir. NO gibi hiicre cogalmasini engelleyici maddelerin eksikliginde
cogalmay1 baskilayici etki ortadan kalkmakta ve damar diiz kasi hiicreleri miktarinda
aris meydana gelmektedir. Bu durum, damar boslugunun daralmasiyla birlikte
sekillenen kalp-damar hastaliklarinin temelini olusturmaktadir [16].

Endotel hiicreleri siirekli olarak yaralanmalarla karsi karsiyadir. Ozellikle
yaglar, immun bilesikler, mikrorganizmalar, toksinler, kan damarlar1 biitiinligiiniin

ve kan bilesimi homeostazisinin bozulmasinda etkili baslica nedenlerdir. Endotel
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yaralanmalar1 sonucunda; NO gibi koruyucu molekiillerin saliniminin azalmasiyla
yarali damar bolgesindeki intima katinda plateletlerde, monositler, notrofiller,
kolesterol gibi adheziv molekiiller birikmeye baglar [16,18]. NO yoklugunda diiz kas
hiicre aktivasyonu artar ve sonug olarak hiicre proliferasyonu aterosklerozise kadar
ilerler. Endotel islevsizligi ile birlikte NO miktarinda meydana gelen azalma
arterlerde, ozellikle de koroner arterlerde damar gerginliginde artis ve vazospazm
olusumuna neden olur. Kalp kasin1 besleyen damarlarda aterosklerotik degisiklikler
trombozun da yardimiyla damar liimeninde daralmaya ve siklikla miyokard
infarktiisii ve kalp krizine neden olmaktadir [16].

Yaslanma, bilinen kalp-damar hastaliklar risk faktorlerinin yoklugunda bile
meydana gelen bir siirectir. Bu siire¢, artan oksidatif strese karst1 meydana gelen
hiicresel cevaplarla veya damar {lizerine etkili araci maddelerin salinimlarinin
bozulmasi1 gibi diger faktorlerle iligkili olarak meydana gelebilmektedir. Yapilan
bircok c¢alismada, endotel bagimli gevsemenin yaslanmayla birlikte azaldigi
bildirilmektedir. Endotel bagimli gevsemede meydana gelen bozulma NO’in bazal ve
uyarimla olusan saliniminin azalmasi ile meydana gelmektedir [16].

2.8.2. Travma ve enfeksiyonda nitrik oksit

NO akut inflamatuar olaylarda hem koruyucu hem de hasarlayici bir molekiil
olarak etki gosterebilir. NO vazodilatasyonu arttirir, 6dem olusturur ve hassas sinir
uclarim etkiler. Tiim bu etkiler inflamatuvar yanitin énemli gostergelerindendir.
Glikokortikoid ve NOS inhibitorleri ile yapilan tedaviler inflamasyonun siddetinin
azaltilmasinda etkili olmaktadir [4].

Travma durumunda ise ekstrahepatik arjinaz I ekspresyonu ve aktivasyonu
artarken NO sentezi azalir. Endotelden salinan NOS ile sentezlenen NO, damarlarin
gevsemesi, platelet agregasyonu ve nétrofil inflitrasyonunu engelleyerek, travma
sonrasinda organlarda kan akiminin siirdiiriilmesini saglar [4].

Bakterilerin salgiladiklar endotoksinlerin etkisi sonucu dolasgimin zayiflamasi
ve kan basincinin diismesi sonucu olusan durum septik sok olarak tanimlanmaktadir.
Sepsisli hastalarda, damar gerginliginde bir azalma ile birlikte, idrarda nitrik oksitin
parcalanma iiriinleri olan nitrit ve nitrat miktarindaki artig, septik sokta kalp-damar
sisteminde meydana gelen degisimlerin nitrik oksit kaynakli oldugunu

disiindiirmiistiir.  Yapilan caligmalar sonucunda, endotoksinlerin baslangicta
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endoteliyal NOS kaynakli NO ve ardindan da fazla miktarda iNOS kaynaklit NO
salinimina neden olarak hipotansiyon meydana getirdigi belirlenmistir [16].

2.8.3. Nitrik oksitin sinir sistemine etkileri

NO’in nérotransmiter islevine iliskin en belirgin kanitlar periferik sinir
sistemi iizerinde yapilan c¢alismalardan elde edilmistir. nNOS secici olarak
miyenterik pleksusa lokalize olmustur. Miyenterik noronlarin depolarizasyonu,
peristaltizm ile iligkili diiz kaslarin gevsemesine neden olur. nNOS’1n secici olarak
NOS inhibitérlerince bloke edildigi calismalarda; NO’in gastrointestinal traktusta
nonadrenerjik-nonkolinerjik (NANC) bir norotransmiter oldugu gosterilmistir [2].
NO, serebral kan damarlarinda yine bir NANC norotransmiter gibi islev goriir.
Serebral kan damarlarinin adventisyasinin en dis kisminda NOS igeren otonomik
sinir hiicreleri vardir. Serebral kan akiminin kontrolii hem damar endotelinden hem
de otonomik sinirlerden salgilanan NO ile saglanir [2].

NO, merkezi sinir sisteminde (MSS) ilk olarak 1988 yilinda Gartweith ve
arkadaslan tarafindan serebellar graniiler hiicrelerinde, bu hiicrelerin glutamat
agonistlerince uyarildiklarinda, NO salgilandiginin gézlenmesi sonucu bulunmustur
[2].

NO ve sinyal iletim yolagi beyinde apoptozis, diferansiasyon, sinaptik
plastisite, norosekresyon ve beyin gelisimi gibi hiicresel fonksiyonlarda 6nemli bir
molekiildiir. NOS aktivitesinin diizenlenmesi normal beyin fonksiyonlarinin yerine
getirilmesi, noronal dejenerasyon ve noron oliimil i¢in kritiktir [19].

NO serebellumda en yiiksek, medullada ise en diisilk yoginlukta
bulunmaktadir [2,20]. Hipotalamus, orta beyin, striatum, hipokampiis ve kortekste de
aktivite gosteren NO; MSS’de srebral damar endotel hiicreleri, immiinolojik olarak
uyarilabilen mikroglia ve astrositler, NANC sinirler ve glutaminerjik néronlar olmak
tizere baglica dort kaynaktan salinir [20].

Normalde inaktif olan NOS presinaptik ve postsinaptik reseptorlerin
uyarilmasi ile aktive olur. Postsinaptik reseptorlerin serotonin, bradikinin, endotelin,
asetilkolin ve noradrenalin gibi nérotransmiter ve néromodiilatorlelerle uyarilmasi
kalsiyumun hiicre i¢ine akimina neden olur. Artan hiicre i¢i kalsiyum nNOS’u aktive

eder. Sereballar graniil hiicreleri, NO i¢in ana kaynagi olustururlar. Olusan NO , NO
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sentez aktivitesi olmayan serebellar astrositlere de difiize olarak guanilat siklazi
aktive eder [20].

Hipokampiiste NO, cGMP iizerinden NMDA reseptor aktivasyonu ile olusan
LTP’den sorumludur [2,20]. Glutamat, NMDA reseptorlerini aktive ederek 6grenme
ve bellegin temeli olan LTP’yi NO ireterek olusturur. Ancak glutamat
reseptorlerinin  asir1  uyartlimi  sonucunda fazla miktarda olusturulan NO’in
norodejeneratif hasarlanmalara neden oldugu ileri siiriilmektedir. Eksitator amino
asitlerin beyin gelisimi, 6grenme ve hafiza iizerine olan etkilerine NO’in aracilik
ettigi gosterilmistir [20].

NO’in hipotalamo-hipofizeal aksta rol oynadigi bildirilmistir. Beyine enjekte

edilen NO donorleri CRH salimimim arttirdigl gézlenmistir [21].
NO, MSS’de serebrovaskiiler sistemin diizenlenmesi, serebral iskemi, felg, 6§renme,
hafiza, istah, koku alma, susama, agr1 duyumsamasi, alkoliin neden oldugu beyin
hasari, Alzheimer ve Huntington hastalarindaki norotoksisite gibi bir ¢ok fizyolojik
ve patolojik olaylarda rol almaktadir [20].

2.8.4. Nitrik oksitin immiin sistem iizerine etkileri

NO immiin cevabda yeralan en 6nemli molekiillerden biridir [6]. NO NK
(naturel killer) hiicreleri, mast hiicreleri, fagositik hiicreler (monositler, makrofaj
hiicreleri, mikroglia hiicreleri), Kupffer hiicreleri, ezonofiller ve notrofiller gibi
bircok immiin sistem hiicreleri tarafindan iiretilmesinin yam sira; endotel hiicreleri,
epitel hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler, kondrositler,
hepatositler, mezengial hiicreler ve Schwann hiicreleri gibi immiin reaksiyonlarda rol
alan bir¢ok hiicrede de sentezlenmektedir [21].

Immiin sistemde NO, anti-mikrobiyel aktivite, anti-timor aktivite, anti-
inflamatuar aktivite, immiin baskilayici aktivite, sitokin, kemokin ve biiyiime faktorii
iretimi ve modiilasyonu, T-helper hiicrelerinin indiiksiyonuve diferansiasyonu gibi
foksiyonu vardir. Ayrica sadece iINOS degil nNOS ve eNOS’ta apopitozis, hiicre
adezyonu, otoimmiinite, anti-mikrobiyel savunma gibi immiinolojik olusumlarda yer

aldig1 bilinmektedir [21].
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2.8.5. Nitrik oksitin apoptotik etkileri

Hiicre tipine bagli olarak NO proapoptik ya da antiapoptik ekilere sahiptir.
Endotel hiicrelerde, hepatositlerde ve noronlarda antiapoptotik etkili olan NO; diiz
kas hiicrelerinde ve tiimor hiicrelerinde proapoptotik etkilere sahiptir [3].

NO’in apoptotik etkileri genel olarak cGMP/protein kinaz G sisteminden
bagimsizdir. Diiz kas hiicrelerinde iNOS indiiksiyonu ile sentezlenen NO p53 tiimor
baskilayici proteinin sentezini arttirarak apoptosise neden olur.

NO transkripsiyon sirasinda ve transkripsiyon sonrasindaki bazi etkenleri ile
apoptosisi baskilayabilir. Ornegin NO karacigerde antiapoptotik bazi proteinlerin
sentezini indiikler [3].

Apoptotik sinyal iletiminin anahtar proteini kaspaz enzimleridir. TNF-a ile
uyari, Fas-reseptor aktivasyonu, biiylime faktorlerinin yoklugu durumlarinda kaspaz
enzimleri aktive olurlar. NO kaspaz enzimlerinin yukaridaki sinyal iletim yollar ile
aktivasyonunu inhibe eder [2]. NO mitokondrileri de stabilize ederek apoptosisi
baskailar [3].

NO’in proapoptik ya da antiapoptik etkilerinden hangisini gosterecegi
ortamdaki NO derisimine baglidir. eNOS tarafindan sentezlenen NO antiapoptotik
etkilere sahiptir. Yiiksek derisimde NO sentezi iNOS enzimi tarafindan ve asir1 uyari
durumlarinda nNOS enzimi tarafindan saglanir. Bu nedenle iNOS ve nNOS enzimi

tarfindan sentezlenen NO proapoptotik etkilere sahiptir [3].
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3. DiSi UREME SiSTEMI ve NITRiK OKSITiN DiSi UREME
SiSTEMIi UZERINE ETKIiLERi

3.1. Disi Ureme Sistemi

Disi tireme sistemi iki ovaryum (yumurtalik) ve kadin tireme kanalindan (iki
adet fallop tiipii, uterus, serviks ve vajina) meydana gelir [22].

Disi gametin (yumurtanin) gelismesi ve ovaryumdan salgilanmasi
(ovulasyon, yumurtlama) periyodiktir. Kadin iireme sisteminin yapis1 ve
fonksiyonlar1 bu ovaryum dongiileri ile birlikte senkronize edilir. Bu periyodik
degisiklikler menstriiel dongii olarak adlandirilir. Menstriiel dongiiniin siiresi bir
kadindan digerine onemli farklilik gosterir, fakat genellikle 28 giin olarak kabul
edilir. Menstriiasyonun ilk giinii, birinci giin olarak belirlenir [22].

Menstriiel dongii sirasinda goriilen en énemli olay, menstriiel sekresyonlarin
kaynagi olan uterusta meydana gelen degisiklikler sonucu goriilen menstriiasyondur.
Bununla beraber, uterusta gorillen bu menstriiel degisiklikler ovaryumlardan
salgilanan hormonlardaki periyodik dalgalanmalar nedeniyle olur. Ovaryumlar aynm
zamanda gametlerin olgunlastig1 yerdir [22]. Sonug olarak iki énemli olay goriiliir;
ilk olarak, normalde, her ay overlerden tek bir olgun yumurta sentezlenir. ikinci
olarak, uterus endometriyumunu, ayimn belirli giinlerinde, dollenmis yumurtanin

yerlesmesi i¢in hazirlar [23].
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FIGURE 17-12
Female reproductive system. (a) Section through a female pelvis. (b) Diagram cut away on the right to show the continuity between
the organs of the reproductive duct system—fallopian tubes, uterus, and vagina.

Sekil 3.1. Disi iireme sistemi (a): pelvisi enine Kesiti, (b) iireme organlar: (fallop tiipleri, uterus

ve vajina) arasindaki anatomik ilski [22].

3.2. Over Dongiisii

Ovaryumlarin bir ¢ok fonksiyonlar vardir:

Oogenez: fetal donemde gametlerin iiretimi

Oosit olugsmasi

Olgun oositin digar1 atilmasi (ovulasyon)

Kadin cinsiyet hormonlarinin (dstrojen ve progesteron) ve ayrica hormon

inhibinin sakgilanmasi [22].

Dogumda ovaryumlar yaklasik olarak iki ile doért milyon yumurta icerirler, ve

dogumdan sonra artik yenilenmez. Bu nedenle belirgin sekilde erkektekinden farkli

olarak, yenidogan disi tiim yasami boyunca sahip olacagi germ hiicrelerine sahiptir.

Sadece bir kismi, 400 kadari, bir kadinin yasami boyunca ovulasyonla atilir.

Digerlerinin tamami gelismeleri sirasinda dejenere olur, bir kadin 50 yasina

geldiginde ovaryumlarinda sadece birka¢ tane yumurta kalmistir veya hi¢ yoktur

[22].
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Ovaryumlardaki tiim yasamlart boyunca yumurtalar, folikiil ad1 verilen yapilar
icinde bulunurlar [22]. Dogumdan itibaren over kapsiilii altinda her biri
olgunlagsmamis bir oosit iceren pek ¢ok primordiyal folikiil vardir [7]. Primordiyal
folikiil asamasindan sonraki gelisme, oositin biiyiimesi, granuloza hiicrelerinin
bircok tabaka olusturmasi ve oositin kalin bir zarla (zona pellusida) granuloza
hiicrelerinin i¢ yiizeyinden ayrilmasi ile karakterizedir. Granuloza hiicreleri 6strojen,

ovulasyondan 6nce az miktarda progesteron ve inhibin salgilarlar [22].
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Sekil 3.2. insan oosit ve ovaryum folikiiliiniin biiyiimesi [22].

Granuloza hiicrelerinin mitoz bolinmesi ile folikiil biiylirken, graniiloza
hiicrelerini cevreleyen bag dokusu hiicreleri farklilasarak teka olarak bilinen
tabakalar1 olustururlar. Bu tabaka granuloza hiicrelerinin androstenoidlerin
salgilamasinda 6nemli rol oynar. Bu asamadan kisa bir siire sonra primer oosit tam
biiyiikliigiine ulasir ve sivi sekresyonunun sonucu olarak granuloza hiicrelerinin
ortasinda i¢i s1vi ile dolu bir bosluk (antrum) olusur [22].

Antrum biiyiimesinin sonucu olarak baskin folikiil genisledik¢ce, yumurtayi
cevreleyen granuloza hiicreleri antrum igerisine dogru bir uzanti olusturur ki buna

kiimiiliis ooforus adi verilir (Sekil 3.2). Ovulasyon zamam yaklastik¢a, yumurta
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(primer oosit) ilk mayoz boliinmesini tamamlayarak sekonder oosit olur. Kiimiiliis
folikiil duvarindan ayrilir ve oosit antrum sivisi igerisinde serbestge yiizmeye baglar.
Graf folikiilii olarak da adlandirilan olgun folikiil o kadar biiyiir ki (yaklasik 1.5 cm
capinda) sonunda ovaryum yiizeyinden balon gibi patlayarak disar ¢ikar [22].

Ovulasyon aninda catlayan folikiil hemen kanla dolar ve korpus hemorajikum
ad1 verilen yapiya doniisiir. Folikiilii ¢evreleyen granuloza ve teka hiicrelei hemen
cogalmaya baglar ve pithtilasmis kanin yerini hizla sarims1 ve lipitten zengin luteal
hiicreler alarak korpus luteum meydana gelir. Menstriiel dongiiniin, luteal hiicrelerin
Ostrojen ve progesteron salgiladigi luteal faz1 baglar [7].
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Sekil 3.3. Ovaryumda folikiiliin gelisme evreleri, korpus luteum olusumu ve folikiil atrezisi [22].

3.3. Ovaryum islevlerinin Kontrolii

Ovaryum fonksiyonlarim kontrol eden en énemli faktorler GnRH, 6n hipofiz
gonadotropinleri (LH ve FSH) ve gonadal cinsiyet hormonlarinin (Ostrojen ve
progesteron) olusturdugu hormonal sistemdir. Hormonal control zinciri
hipotalamustaki noroendokrin hiicrelerin dalgali (pulsatil) GnRH sekresyonuna
baghdir. Bununla birlikte, kadinda bu dalgalarin 24 saatlik salinim siklik ve
yiiksekligi menstriilel dongii boyunca degisir. Hipofiz bezinin GnRH’ya ve
ovaryumlarin FSH ve LH’a duyarliliklar1 da benzer sekilde degisiklik gosterir [22].

FSH ve LH overlerdeki hedef hiicrelerini, hiicre zarlarinda bulunan son
derece 0zgiil reseptorlere baglanarak uyarirlar. Aktive olan reseptorler, bu hiicrelerde

hem salgi, hem de biiylime hizin1 arttirirlar. Bu uyarici etkilerin hemen hepsi hiicre
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sitoplazmasindaki ikinci haberci cAMP sisteminin aktivasyonu sonucu protein kinaz
olusumuna ve gonadal hormonlarin sentezini uyarmasina baghdir [23].

FSH folikiiler evrenin ilk boliimiinde yiikselir ve sonra dongiiniin geri kalan
siirecinde sabit bir oranda azalma gosterir (dongii ortasinda kiiciik bir artis harig).
Folikiiler evrenin biiyiikk kisminda LH sabit oranda salgilanir, fakat daha sonra,
ovulasyondan yaklagsik 18 saat once “LH patlamasi” adi1 verilen ve dongii ortasina
rastlayan biiyiik bir artis gosterir. Bu en yiiksek (pik) salgilanmadan sonra LH diizeyi
hizla diiser ve daha sonra azalma siireci luteal evre boyunca devam eder [22].

Birinci hafta boyunca oldukga diisiik ve sabit miktarda salgilanan Ostrojen,
ikinci hafta dominant ovaryum folikiiliiniin biiylimesi ve daha fazla salgi yapmasi
sonucu ¢ok hizli bir artig gosterir. Korpus luteum salgis1 nedeniyle Ostrojen luteal
evrede ikinci bir artig gosterir ve dongiiniin sonuna dogru hizla azalir. Folikiiler
evrede, ovulasyona kadar, ovaryumlar ¢cok az miktarda progesteron salgilarlar.
Ovulasyondan sonra ise olusan korpus luteum bol miktarda progesteron salgilamaya

baglar [22].
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Sekil 3.4. Menstriiel dongii boyunca hormonal degisimler [24].

3.4. Uterus Dongiisii
Menstriiel dongiiniin evreleri, uterusta meydana gelen degisikliklere gore de

tanimlanabilir (sekil 3.5). Menstriiel kanamanin goriildiigii giin birinci giin olarak
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kabul edilir. Menstriiasyon goriillen zaman dilimine menstriiel faz (tipik 28 giinliik bir
dongiide 3-5 giindiir). Bu siire zarfinda uterus epitel yiizeyi (endometriyum) dejenere
olur ve menstriiel akint1 haline gelir. Bu evrenin sonunda menstriiel akinti tamamen
durur ve uterus endometriyumu 6strojenin etkisi altinda yeniden kalinlasmaya baslar.
Bu biiyiime donemi (proliferatif evre), menstriiasyonun sonu ile ovulasyon
arasindaki boliimde yaklasik 10 giin siirer. Uterus endometriyumu ovulasyondan
hemen sonra progesteronun ve Ostrojenin etkisi altinda salgi (sekresyon) aktivitesini
arttirir. Bu nedenle, menstriiel dongiiniin ovulasyon ile menstriiasyon baslangici

arasindaki kisma sekretuar (salgilama) evresi denir [22].
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Sekil 3.5. Menstriiel dongii boyunca ovaryum ve uterus degisiklikleri arasindaki iliski [22].

Uterustaki bu degisiklikler, plazma Ostrojen ve progesteron diizeylerindeki
dalgalanmalar nedeniyle meydana gelir. Proliferatif donemde, plazma Ostrojen
degerlerinin yiikselmesi hem endometriyumun hem de alttaki diiz kas tabakasinin
(myometriyumun) biiyiimesini uyarir. Ostrojen ayrica, endometriyum hiicrelerinde
progesteron reseptorlerinin sentezinin artmasini da saglar. Daha sonra ovulasyonu ve
korpus luteum olusumunu (sekresyon fazi sirasinda) takiben, Ostrojen tarafindan

hazirlanmis endometriyum iizerine etki ederek aktif bir sekresyon dokusuna
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dontistiiriir: endometriyal bezlerin kivrimlart artar ve glikojenle dolar, kan damari

sayisi artar, enzimler bez ve bag dokusunda birikir [22].
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Sekil 3.6. Menstriiel dongii siirecinde uterus degisiklikleri ve hormonal degisiklikler arasindaki

iliski [25].

Korpus luteumun yikilmast sonucu plazma progesteron ve Ostrojen
seviyelerinin azalmasi, oldukca kalinlasmis olan endometriyumu hormonal destekten
yoksun birakir ve menstriiasyona neden olur. Ilk olarak uterus kan damarlari giiclii
bir sekilde vazokonstriksiyon yapar, ve bdylece endometriyal hiicrelere oksijen ve
besin tasinmasi azalir. En altta bulunan ve endometriyumu bir sonraki dongiide
yenileyecek olan ince bir tabaka hari¢, uterus yiizeyinin tamaminda ayrigma baglar.
Ayn1 zamanda, uterus diiz kaslarida ritmik kasilmaya baslar. Vazokonstrriksiyondan

sonra endometriyal arteriyoller genisler ve zayiflamis damar duvarlarindan
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hemorajiye neden olur. Menstriiel akint1 bu kan ve endometriyal hiicre atiklarindan
olusur. Bir menstriiel dongii sirasinda meydana gelen kan kaybi ortalama 50 ile 150
ml kadardir [22].

3.5. Estrus Dongiisii

Primatlar disindaki memelilerde menstriiasyon goriilmez ve bunlardaki cinsel
dongiiye estrus dongiisii ad1 verilir. Bu adlandirma, normalde disinin cinsel ilgisinin
uyandirilabildigi tek zaman olan ovulasyon amindaki belirgin “kizisma” (estrus)
donemine baglidir. Sican gibi, estrus dongiisii olan, ovulasyonun kendiliginden
gelistigi tiirlerde, diizenli vajinal kanama gerceklesmez, fakat altta yatan endokrin
olaylar aslinda menstriiel dongiidekilerle aynidir [7].

Rat estrus siklusu ortlama 4-5 giin stirmektedir. Estrus siklusu laboratuar
kolonilerinde mevsimden bagimsiz olarak yil boyu siirmektedir. Siklus 4 donemi
kapsar [26].

Proestrus: Folikiiler gelisme donemidir. 12 saat siirer ve maksimum Ostrojen
seviyesine ulasilir. Bu evrenin sonunda disi erkegi kabul etmeye baslar [26,27].

Estrus: Spontan estrus baslangicindan 8-11 saat sonra GnRH, LH, HCG ile
ovulasyon baslar. Ovulasyon sirasinda yaklagik 10 oosit atilir. Ortalama 12 saat siirer
(9-15). Disiler erkegi kabul etmeye devam eder [26,27].

Metestrus: Korpus luteum formasyonunun gerceklestigi donemdir. 21 saat
siirer ve artik disi erkegi kabul etmez [26,27].

Diestrus: Korpus luteumun aktif oldugu donemdir. 57 saat siirer ve
progesteronun en yiiksek, Ostrojenin en diisiik oldugu donemdir [26].

Korpus luteum en yiiksek biiyiikliigiine erken diestrus doneminde ulasir ve en
yiikksek progesteron degerlerine de estrus siklusunun 2. giiniinde ulasilir. Hormonal
salinimlar 6n hipofizden salinan ve vaginal sitolojik degisimler seklinde saptanabilen
ovaryum ve follikiiler degisimlere neden olan gonadotropinler tarafindan diizenlenir.
LH atimh (pulsatile) olarak salinir ve en yiiksek frekansa proestrusta en diisiige de
estrusta ulagir. LH atimi (pulse) GnRH salimmminin yiiksekligine baghdir. Proestrus
esnasinda salinan LH dalgalar1 preovulatuvar follikiillerde (preovulator follikiil 0,9-
1,0 mm c¢apinda) ovulasyonun meydana gelmesine ve Kkorpus luteumun
sekillenmesine neden olur. iki adet preovulatuvar FSH dalgas: kiiciik follikiillerin

gelisimini stimule eder. ilk dalga LH dalgasi ile alakali ve ikinci dalga ovulasyon
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sonrasi inhibindeki azalma ile iliskilidir. Metestrus boyunca, korpus luteumdan
progesteron salinir. Progesteron seviyesi diestrusta azalir ve artan estradiol-17p’ya
bagh olarak follikiiler gelisim tekrar baslar. Siklus proestrusta meydana gelen
ostrojen piklerinin ovulasyona neden olan gonadotropin salinimini indiiklemesi ile
tamamlanir. Prolaktinde luteotropik mekanizmaya katilmaktadir, ancak progesteron
salinimini dogrudan desteklememektedir. Ratlarda 5 giin devam eden estrus siklusu,
4 giinliik siklusa benzer fakat LH ve Ostrojen sekresyonu, luteoliz ve uterus

degisiklikleri 24 saat gecikmeli olarak meydana gelir [26].
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Sekil 3.7. (A) menstriiel dongii, (B) sican estrus dongiisii [28].

3.6. Nitrik Oksitin Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

3.6.1. Nitrik oksitin ovaryum iizerine etkileri

Ovaryum, iireme dongiisiinde yapisal ve fonksiyonel degisiklige ugrayan
kompleks endokrin bir organdir. Nitrik oksit iireme sistemi fizyolojisi, biyolojisi ve
patofizyolojisinde yer alan hiicre ici ve hiicreler aras1 bir mesajc1 molekiildiir [29].
NO hemen hemen biitiin ovaryum fonksiyonlarinda yer alir ve iireme sistemi

tizerinde Onemli rolii vardir [30]. Ovaryumda sentezlenen NO steroidogenesis,
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folikiiler gelisim, ovulasyon, luteal olusum ve apoptotik hiicre oliimiinde etkilidir
[31-34].

Ovaryumda fizyolojik rol oynayan iki énemli NOS izoformu sentezlenir.
Olgun, dongiisel ovaryumda eNOS ve iNOS sentezlenir fakat nNOS sentezi yoktur
[31,33]. eNOS ovaryumun granuloza hiicreleri, teka hiicre tabakasi, ovayum antral
folikiillerinin stromasi, korpus luteumun parenkimal ve nonparenkimal hiicrelerinde
bulunur. Luteinlesmis ovaryumda endotelyal ve steroidojenik hiicrelerin eNOS
sentezledigi goriilmiistiir. Ayrica eNOS, ovaryum damarlarinin endotelinde,
preovulatuar folikiillerin teka internasinda ve granuloza-luteal hiicrelerde de bulunur
[31]. iNOS primer, sekonder ve kiiciik antral folikiillerin granuloza hiicrelerinde,
stroma, teka ve luteal hiicrelerde sentezlenir [30]. iNOS olgunlagsmamis granuloza
hiicrelerinde sentezlenir ve olgunlagsmis ya da atrezik folikiillerde yoktur. NO’in bu
hiicrelerde sitostatik etkili oldugunu diisiindiirmektedir [35]. Her iki izoformun
derisimi gonadotropin uyarimina gore degisiklik gosterir [31,32,33].

NO folikiiler gelisimi ve apoptozu kontrol eder. Bu etkisini gonadotropinlerle
kan-folikiil bariyeri iizerinde farkli molekiillerin gegirgenligini degistirerek gosterir.
NO diisik konsantrasyonlarda apoptozdan korur, yiiksek konsantrasyonlarda
peroksinitrit olusumu ile hiicre 6liimiinii tetikler [30,36].

NO ovulasyon ve folikiil yirtilmasinda da fonksiyonu vardir [31]. Ovulasyon
gonadotropinler, steroid hormonlar ve sitokinler, prostaglandinler, lokotrienler,
plazminojen aktivatorler ve histamin gibi inflamatuar reaksiyonlarda yer alan aracilar
iceren kompleks bir olusumdur [32]. NOS/NO ovulasyon mekanizmasina etkisini
damarlar ve prostaglandinlere etkisi ile gosterir. Ovulasyon boyunca teka ve stroma
hiicrelerinde yiiksek miktarda eNOS vardir [30]. In vitro ve in vivo da NOS
inhibitorlerinin ovulasyon hizimi azalttigi goriilmiistiir [31,32]. NO’in ovaryumda
folikiiler apoptozu azalttig1 gosterilmistir, bu da ovulasyon oraninin azalma sebebini
gostermektedir [29]. NO’in ovaryum folikiillerinin kontraktil elemanlarim stimiile
ederek, folikiiler antruma siv1 sizdirarak, vaskiiler akisi arttirarak folikiil icerisindeki
basinci arttirir ve boylece folikiil yirtilmasinda etkili olur [30].

Ayrica NO ile folikiil sivisi, oosit kalitesi ve oosit gelisimi arasinda iliski

kurulmustur [30].
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NO korpus luteumun fonksiyolarin diizenlenmesinde de etkili bir intraovarian
aracidir. NO luteal vaskiilarizasyon kontrolimde yer alir. Luteal hiicrelerin
endotelinden iiretilen NO arteriyel diiz kasim gevseterek kan akimini arttirir ve
kapiller perisitlerde vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinii (VEGF) arttirarak
anjiyogenesise yardim eder [30].

Korpus Iuteumun gerilemesinde oksitosin PGF,, iiretimini arttirir ve bu etki
ovaryum NOS aktivitesini arttirir. Luteoliz boyunca endojen NO iiretimi PGF,,
tiretimini arttirir [29,31]. Bu durumda luteal gerilemede PGF,, ve NO arasinda
pozitif feed back mekanizmas1 oldugu sdylenebilir [8].

Korpus luteumunun son evresinde yiiksek miktarda iNOS {iretimi proapoptik
etki gosterir. NO estradiol iiretimini diisiirerek apoptozu arttirir ve luteal gerilemede
yer alir [30].

3.6.2. Nitrik oksitin uterus iizerine etkileri

NO uterus fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde de O©Onemli gorevler
tistlenmistir. Molekiil, uterusun biyolojisi ve patofizyolojisinde rol oynamaktadir
[1,37,38]. NO’in uterus diiz kasi kasilmasinda, menstriiasyonun diizenlenmesinde,
implantasyon kolaylastirilmasinda ve dismenoreden koruyucu etkisi vardir [38-40].
NO ayrica asir1 menstriiel kanamanin patolojisinde de yer almaktadir [38]. Bunlarin
yani1 sira NO gebeligin basarili bir sekilde gerceklesmesi ve siirdiiriilmesinde, uterus-
plasenta-fetal dolasimi saglanmasinda ve dogumdan sonra uterusun tekrar eski haline
gelmesinde etkilidir [37,41,42].

NO uterusun biitiin hiicrelerinde bulunmakla birlikte, menstriiel siklus
boyunca en yogun olarak endometriyel glandular epitelde ve myometriyel kan
damarlarinda goriilmiistiir [38]. NO uterus iizerine etkisini guanilat siklazi aktive
ederek ¢cGMP yolagini kullanarak ve siklooksijenaz aktivasyonu ile prostanoid
salinim ile gosterir. Uterusta hem yapisal hem de indiiklenebilir NOS bulunmustur
[39].

NO endometriyum reseptor aktivitesi, implantasyon ve menstriilasyon gibi
endometriyel fonksiyonlarda 6nemli rol oynar [1,42,43]. eNOS glandular epitelde ve
ozellikle luteal fazda endometriyum mikrovaskiiler epitelde bulunur. iNOS
menstrilasyon siirecinde endometriyel epitelde, immiin cevap veren endometriyum

hiicrelerinde ve desidual stroma hiicrelerinde bulunur ve herhangi bir uyar1 olmadan

29



iNOS’un sentezlendigi nadir dokulardandir [1,43]. NO doku parcalanmasi, platelet
agregasyonunun engellenmesi, damarlarin gevsemesini saglayarak menstriiel
kanamanin baslamasi ve devam etmesini saglar [38,43]. Endometriyum kaynakli NO
menstrilasyon siirecinde myometriyumun gevsemesine de neden olur [43].

NO myometriyum kasilmasinda gevsetici faktordiir [1,9,44]. L-arjinin-NOS-
NO yolagi cGMP bagmli ve cGMP bagimsiz mekanizmalarla myometriyum
kasilmalarini inhibe eder [45]. NO substrat ve donorleri ile gebelikte uterusun ani
kasilmalarini inhibe eder [41,44].

3.6.3. Nitrik oksitin hipotalamus-hipofiz-gonadal akstaki rolii

Hipotalamus- hipofiz-gonadal (HPG) aksin kontrolii hipotalamus, hipofiz ve
bircok c¢evresel sinyalleri iceren karmagik bir ag tarafindan diizenlenir. NO, HPG
aksinda etkin bir norotransmitter ve aracidir [8].

Hipotalamus GnRH ile LH ve FSH gibi gonadotropinlerin salinimi ve gamet
olusumu gibi gonadal fonksiyonlarin gelisimini diizenleyerek iiremenin
norohormonal kontroliinde 6nemli rol oynar [46,47]. On hipofiz fonksiyonlarini
diizenleyen gonadotrop hiicrelerde ve folikulo-satelat hiicrelerde nNOS varlig
gosterilmistir [8,46,48].

Gonadal hormonlarla NO iliskisi ¢ift yonlidiir. nNOS ekspresyonu gonadal
hormonlar tarafindan diizenlenir. Gonadal hormonlar nNOS ekspresyonu tarafindan
modiile edilirler [49]. Ostrojen NO iizerinde hem akut (non-genomik) etki ile hem de
uzun siireli genomik etki ile mRNA ve NOS proteinlerini sentezleyerek bircok
dokuda NOS etkinligini arttirdigt bulunmustur [50]. eNOS ve iNOS u kodlayan
genler 5’ ucunun promotor bolgelerinde Ostrojen yanit elementleri (estrogen
response elements-EREs) icerir ve estradiol tarafindan diizenlenir [51,52].

Hipotalamusta NO noronlari1 ve GnRH noronlar1 arasinda yakin iliski
goriilmiigtiir. Bir ¢ok hipotalamik g¢ekirdekte NO néronlar1 vardir. NO dondrleri
GnRH m uyardigi LH salinimim inhibe eder. Tam tersi olarak NOS inhibisyonu
LHRH uyarimi ile LH salintmimi hizlandirir [8]. NO LH salinimini sonlandiran bir
sinyaldir ve LH salinimimin karakteristik bir 6zelligi olan pulsatil salinimda etkili rol
oynar [48].

NO hipofizde GHRH indiiklenmesini inhibe eder ama bazal GH

sekresyonunu inhibe etmez. NO 6n hipofiz hormonlarinin kontroliinde ikili etki
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gosterir; otokrin etkisi ile LH sekresyonunda ve parakrin etkisi ile GH sekresyonunda
etkilidir [48].

3.7. Menstriiel siklusla iliskili hastalhiklar

Menstriiel siklus ile bir ¢ok hastalik arasinda iliski kurulmustur. Bir ¢ok
calismada kadin cinsiyet hormonlariin astim ve alerjide rol oynadig1 gosterilmistir
[53]. Ayrica cinsiyet hormonlar1 fibromyalji, kolit, osteoporozis, Alzheimer,
aterosklerozis gibi hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynar [54]. Menstriiel siklus ve
immune diren¢ arasinda iligki bulunmustur [55]. Kadin hastalarda irritable bowel
sendromunda menstrual siklusa bagli semptomlar goriilmiistiir [56]. Kadinlarda
migren erkeklere gore iic kat daha fazladir ve genellikle menstriiel dongiiniin
menstrilasyon evresinde atak goriilmiistiir [57]. Ayrica sicanlarda agrili uyarana
cevabin estrus siklusundan etkilendigi gosterilmistir [S8]. NO’in dogrudan ya da
dolayh etkileri ile bu hastaliklarin patofizyolojisinde etkili oldugu gosterilmistir [21,
59, 60]. Nitrik oksit ile menstrual siklus iliskisini arastirmak bu hastaliklarin

patofizyolojisine ve dolayisiyla tedavisine onemli katki saglayacaktir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Hayvan Deneyi Uygulamasi

Hayvan deneyi uygulamalari i¢in Abant izzet Baysal Universitesi Hayvan
Arastirmalart Yerel Etik Kurulundan etik onay alind1 (11.04.2012 tarihli 2012/16
no’lu karar). Calismada AIBU Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezinden saglanan 2-3 aylik Wistar cinsi 200-300 gr agirhigindaki 32 adet disi
sican kullanildi. Biitiin sicanlardan sabah 09:00 -11:00 saatlerinde arasinda vajinal
yayma Ornekleri alindi. Plastik pastdr pipetine 0,2 ml serum fizyolojik cekildi,
vajinadan 2-5 mm girilerek serum fizyolojik igeri verildi. Pipet ile birka¢ kez serum
fizyolojik ¢ekilip tekrar verildi ve sivi bulaniklastiginda 2 damla lama konulup iizeri
lamelle kapatildi. Daha sonra mikroskopla incelenerek sicanlarin hangi evrede
oldugu tespit edildi. Siganlarda iki siklus takip edildi.

Her grupta 8 sican olacak sekilde 4 grup olusturuldu; 1-Proestrus evresi, 2-
Estrus evresi, 3- Metestrus evresi ve 4- Diestrus evresi. Sicanlara yiiksek dozda
intraperitonel iiretan verilerek sakrifiye edildi ve intrakardiyak kanlar1 alindi. Daha
sonra her iki ovaryum (sekil 4.1), uterus (sekil 4.1) ve beyin (sekil 4.2) dokular

alinarak hassas terazide tartildi. Ornekler 6l¢iim zamanina kadar -80° C de bekletildi.

Sekil 4.1. Sican ovaryumu ve uterusun ¢ikarilmasi.
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Sekil 4.2. Sican beyninin ¢ikarilmasi.

4.2. Papa Nicolou (PAP) Boyama

Estrus siklusunun evrelerini belirlemek tizere PAP boyamasi yapildi.

Estrus siklusunun farkli donemlerindeki sicanlardan alian vajinal yayma

ornekleri kurutuldu. Daha sonra PAP boyama prosediirii uygulandi:

1- Ornekler kuruduktan sonra bekletilmeden %96’lik etil alkolde 15 dakika
bekletildi.

2- Cesme suyunda 2 dakika yikandi.

3- Hemotoksilende 2 dakika bekletildi.

4- Daha sonra ¢esme suyunda 2 dakika bekletildi.

5- Etil alkolde 2 dakika bekletildi.

6- Papanicolou Stain OG 6 (= % 70 denaturated ethanol, < % 1 Phosohotungstic
asit 2 dakika bekletildi.

7- Yikamadan etil alkolde 4 dakika bekletildi.

8- Dah sonra Papanicolou Stain EA 50’de ( > % 95 denaturated ethanol, < % 1
Phosphotungstic acid < % 1 Lithium carbonate) 2 dakika bekletildi.

9- Yikamadan etil alkolde 4 dakika bekletildi.

10- Etiivde kurutuldu.

11-Ksilende 13 dakika bekletildi.

12-Entellan ile kapatildi.

Daha sonra Olympos mikroskopla incelenerek fotograflari alindi.
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4.3. Plazma Hrmonlarmmn Ol¢iimii

Sicanlardan alinan kan 6rnekleri 5000 rpm de 10 dakika santrifuj edildi ve

plazmalart alindi. Plazmadaki hormon diizeyleri enzim-bagimli immunosorbent test

(ELISA) yontemi ile ol¢iildii.

4.3.1. Estradiol olciimii
Estradiol ol¢iimii ELISA KIT (katalog no: CK- E30608, Eastbiopharm Co, LTD)

ile yapildi.

1-

960 ng/L orjinal standarttan standart diliisyon ile sirayla 480 ng/L, 240 ng/l,
120 ng/l, 60 ng/l ve 30 ng/l olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda standart
hazirlandi.

Standartlardan 50 pl kuyucuklara konuldu ve {iizerine Streptavidin —HRP
eklendi.

Test kuyucuklarina 40 pl 6rnek, 10ul E2 antikoru, ve 50 pl Streptavidin-HRP
konuldu.

Membranla iizeri kapatilarak hafifce sallandi ve 60 dakika 37° C de etiivde
bekletildi.

Otomatik yikama makinesinde 0.35 ml yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.
Daha sonra 50 pl kromojen soliisyonu A ve 50 pl kromojen soliisyonu B
eklendi ve iizeri membranla kapatildi.

37° C de 10 dakika etiivde bekletildi.

50 pl stop soliisyonu eklendi ve renk degisimi gozlendi (sekil 4.3).

5 dakika igerisinde 450 nm dalgaboyunda ELISA okuyucuda optik dansitesi
(OD) okundu.
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Sekil 4.3. Plazma hormon ol¢iimiinde stop soliisyonu eklendiginde goriilen renk degisimi.

4.3.2. LH 6lciimii

LH ol¢timii ELISA KIT (katalog no: CK-E30623, Eastbiopharm Co, LTD) ile

yapildi.

1-

64 mIU/ml orjinal standarttan standart diluent ile sirasiyla 32 mIU/ml , 16
mlU/ml, 8 mlU/ml, 4 mIU/ml, 2 mlU/ml olmak iizere 5 farkli
konsantrasyonda standart hazirlandi.

Standartlardan 50 pl kuyucuklara konuldu ve {iizerine Streptavidin —HRP
eklendi.

Test kuyucuklaria 40 pl 6rnek, 10 ul LH antikoru, ve 50pul Streptavidin-HRP
konuldu.

Membranla iizeri kapatilarak hafifce sallandi ve 60 dakika 37° C de etiivde
bekletildi.

Otomatik yitkama makinesinde 0.35 ml yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.
Daha sonra 50 pl kromojen soliisyonu A ve 50 pl kromojen soliisyonu B
eklendi ve iizeri membranla kapatildi.

37°C de 10 dakika etiivde bekletildi.

50ul stop soliisyonu eklendi ve renk degisimi gozlendi.

5 dakika icerisinde 450 nm dalgaboyunda ELISA okuyucuda optik dansitesi
(OD) okundu.
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4.3.3. FSH ol¢iimii

FSH ol¢iimiit ELISA KIT (katalog no: CK-E30597, Eastbiopharm Co, LTD) ile

yapildi.

1-

64 mIU/ml orjinal standarttan standart diluent ile sirasiyla 32 mIU/ml, 16
mlIU/ml, mIU/ml, 4 mIU/ml, 2 mIU/ml olmak {izere 5 farkli konsantrasyonda
standart hazirlandi.

Standartlardan 50 pl kuyucuklara konuldu ve {iizerine Streptavidin —HRP
eklendi.

Test kuyucuklarma 40 pl 6rnek, 10 pl FSH antikoru, ve 50 pl Streptavidin-
HRP konuldu.

Membranla iizeri kapatilarak hafifce sallandi ve 60 dakika 37° C de etiivde
bekletildi.

Otomatik yikama makinesinde 0.35 ml yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.
Daha sonra 50 pl kromojen soliisyonu A ve 50 pl kromojen soliisyonu B
eklendi ve iizeri membranla kapatildi.

37°C de 10 dakika etiivde bekletildi.

50 pl stop soliisyonu eklendi ve renk degisimi gozlendi.

5 dakika igerisinde 450 nm dalgaboyunda ELISA okuyucuda optik dansitesi
(OD) okundu.

4.4. Nitrik Oksit Olc¢iimii

Nitrik oksit, atmosferik basing altinda ve oda sicakliginda gaz halinde bir

serbest radikal oldugundan NO konsantrasyonu tayini icin NO’in stabil son tiriinii

olan nitrit ve nitrat 6l¢iimleri kullanilmaktadir.

nitrat

Nitrit + nitrat konsantrasyonunun belirlenmesinde; oncelikle ortamdaki nitrat,

rediiktaz enzimi ile nitrite rediikklenmekte ve toplam nitrit Ol¢limii

yapilmaktadir. Nitrit 6l¢ciimii Griess reaksiyonuna dayanan spektrofotometrik bir

Olctimdiir [61]. Griess reaktifinde bulunan fosforik asit (H3PO,) ile nitrit reaksiyona

girer ve nitroz asit meydana gelir. Nitr6z asit sulfonamide ile reaksiyona girerek

diaozobenzosulfonik asiti olusturur. Bu bilesik ortamda bulunan naphtyletilendiamin

dehidroklorid ile koyu pembe renkli bir bilesik (azo) bilesigi verir. Bu bilesigin renk

siddeti spektrofotometrede Ol¢iilmektedir [62].

36



Olciimler nitrat/nitrit kolorimetrik test kiti ile yapild1 (katalog no: 780001,

Cayman Chemical Company).

4.4.1. Doku homejanatlarimin ve plazma 6rneklerinin hazirlanmasi

Dokularin iizerine 1 ml 7,4 ph PBS eklendi ve 10,000 rpm de 20 dakika

santrifiij edildi. Supernatanlar1 alindi ve 15,000 rpm de 30 dakika ultrasantrifiij
edildi. 30kDA filtrat ile filtre edildi.

Plazmalar 15,000 rpm del5 dakika santrifiij edildi. Supernatanlar dl¢iimler

icin kullanildi.

4.4.2. Nitrat+nitrit dlciimii

Test tiiptine 0,9 ml assay buffer, 0,1 ml nitrat standard eklendi ve vortekslendi.

Hazirlanan 200 pM olan bu sulandirilmis standart ile nitrat konsantrasyonu 0 pM, 5

uM, 10 uM, 15 pm, 20 pM, 25 uM, 30 uM, 35 uM olacak sekilde 16 kuyucuk

hazirlandi.

1- 80 pl 6rnek kuyucuklara konuldu.

2-

Standart kuyucuklara ve 6rnek kuyucuklarina 10 pl enzim kofaktor karigimi
eklendi.

Standart kuyucuklar ve 6rnek kuyucuklarma 10 pl nitrat rediiktaz karisimi
eklendi.

Plate membranla kapatildi ve oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra standart ve rnek kuyucuklarina 50 pl Griees Regaent
Rleklendi ve hemen arkasindan 50 pl Griess Reagent R2 eklendi.

10 dakika renk olusumu icin beklendi ve 550 nm dalga boyunda ELISA

okuyucusunda okundu.
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Sekil 4.4. Griess Reagent 2 eklendiginde olusan renk degisimi.

4.5. Istatistiksel Analiz

Yapilan calisma sonrasi elde edilen veriler Graphpad prism 5.0 istatistik
program ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilimi Curve Expert 1.4 programinda
hesaplandi. Plazma hormon diizeyleri ve doku NO diizeylerinin istatistiksel
degerlendirilmesinde One Way Anova Testi ve grup i¢i karsilastirmada Tukey testi
kullanildi. Nonparametrik verilerin analizinde Kruskal-Wallis testi kullanildi, grup
ici karsilastirmalar Dunn’s testi ile yapildi. Veriler ortalama (mean) + standart hata

degerleri kullanildi. P < 0,05 anlamli deger olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Estrus evleri

Tiim gruplarda PAP boyama ile genel morfolojik degerlendirme yapildi.
Kornifiye (keratinize) hiicreler, epitel hiicreler ve 16kositlerin oranlarina bakilarak
estrus evresi tayin edildi Proestrusta kiimelenmeye baslayan ¢ok sayida yuvarlak,
niikleuslu epitel hiicresi goriildii (Sekil5.1.A). Az sayida l6kosit hiicresi vardi.
Estrusta biiyiik ve niikleusu olmayan kornifiye hiicreler kiimelenmis sekilde goriildii.
Lokosit hiicresi goriilmedi. Metestrusta Cok sayida Iokosit, az sayida biiyiik

nongraniiler niikleussuz epitel hiicreler goriildii. Lokositler birbirine temas halinde

goriildii. Diestrusta ¢ok sayida I6kosit 1-2 tane epitel hiicresi goriildii.

Sekil 5.1. Estrus siklusu evrelerinde vajinal sitolojik goriiniim (20X), (A) proestrus evresi (B)

estrus evresi , (C) metestrus evresi , (D) diestrus evresi .
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5.2. Plazma Hormon Diizeyleri

Farkli estrus evrelerindeki 32 sicanin, her grup icin n=8 olacak sekilde
plazma hormon diizeyleri ELISA testi ile olgiildii. Standartlar ile olgiilen optik
dansitelerin standart egrisi ¢ikarilarak Orneklerden elde edilen optik dansiteler

Estradiol pg/ml, FSH ve LH mIU/ml olarak hesaplandi (Tablo 5.1).

5.2.1. Estrus siklusu evrelerinde plazma estradiol diizeyleri

S =0.11282508
r = 0.99534393
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Sekil 5.2. Plazma estradiol standart egrisi.
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Sekil 5.3. Estrus evrelerinde plazma estradiol diizeyi. * diger gruplandan anlamm diizeyde yiiksek
(p<0,0001).
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Estrus siklusu evrelerinde plazma estradiol diizeyleri; proestrusta 156,8 +
5,109 pg/ml, estrusta 122,3 + 1,476 pg/ml, metesrusta 121,5 = 3,170, diestrusta
115,2 + 4,045 pg/ml olarak olgiildii. Plazma estradiol diizeyi proestrusta; estrus,

metesrus ve diestrus evrelerinden anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,0001).

5.2.2. Estrus siklusu evrelerinde plazma LH diizeyleri

S =0.02270072
r = 0.99986415
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Sekil 5.4. Plazma LH standart egrisi.
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Sekil 5.5. Estrus siklusu evrelerinde plazma LH diizeyi.

Estrus siklusu evrelerinde plazma LLH diizeyi; proestrusta 9,586 + 0,5995
mlIU/ml, estrusta 9,007 + 0,5419 mIU/ml, metestrusta 8,657 + 0,4093 mIU/ml ve
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diestrusta 8,260 + 0,3082 mIU/ml olarak tespit edildi. Proestrusda diger gurplara
gore yiikseklik var ancak ancak istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p <

0,3507).

5.2.3. Estrus siklusu evrelerinde plazma FSH diizeyleri

S =0.06072733
r =0.99877766
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Sekil 5.6. Plazma FSH standart egrisi.
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Sekil 5.7. Estrus siklusu evrelerinde plazma FSH diizeyi. * disterustan analmh farkh (p < 0,009).

Estrus siklusu evrelerinde plazma FSH seviyeleri; proestrusta 9,569 + 0,4544

mlIU/ml, estrusta 8,715 + 0,2158 mIU/ml, metestrusta 8,891 + 0.3336 mlIIU/ml ve
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diestrusta 7,627 + 00,2935 mlU/ml tespit edildi. Plazma FSH diizeyi proestrusta

diestrus evresinden anlamli diizeyde yiikdek bulunmustur (p < 0,009).

Tablo 5.1. Estrus siklusu evrelerinde plazma hormon diizeyleri (ortalamma + standart hata).

Proestrus Estrus Metestrus Diestrus

Estradiol (pg/ml) 156,8 5,109 122,3 +£1.476 121,5 £ 3,170 115,2 + 4,045
FSH (mIU/ml) 9,569 +0,4544  8,715+0,2158 8,891 +£0,3336 7,627 +0,2935
LH (mIU/ml) 9,872 £0,5667 8,559 £0,6222 8,657 +0,4093 8,128 £ 00,3412

5.3. Doku Agirhiklan

Tablo 5.2. Estrus siklusu evrelerinde doku agirhiklari (g) (ortalama + standart hata)

Proestrus Estrus Metestrus Diestrus

Beyin 1,287 +0,02815 1,260 +0,03002 1,309 +0,01062 1,279 +0,03328
Uterus  0,7504 +£0,07888  0,7574 +£0,1242  0,4971 £0,03652  0,4820 + 0,04321
Ovaryum 0,2555 +0,02089  0,2286 +£0,02644 0,2363 £0,01137 0,3071 +£0,011325

5.4. Doku Nitrat+Nitrit Diizeyleri

Estrus siklusu evrelerinde doku nitirat + nitrit 6l¢iimleri n=6 olacak sekilde
24 sicanda kolorimetrik test ile calisildi. . Standartlar ile Slgiilen optik dansitelerin
standart egrisi cikarilarak Orneklerden elde edilen optik dansiteler doku

agirlikliklarina boliindii ve sonuglar pM/mg olarak hesaplandi.
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S = 0.06673002
r =0.98577528
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Sekil 5.8. Doku nitrat+nitrit standart egrisi.

5.4.1. Beyin nitrat+nitrit diizeyi
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Sekil 5.9. Estrus siklusu evrelerinde beyin nitrat+nitrit diizeyi. * estrustan anlamh farkh (p<
0,0212).

Estrus siklusu evrelerinde beyin nitrat + nitrit diizeyi; proestrusta 17,10 +
2,711 pM, estrusta 11,56 £ 0,8933 puM, metestrusta 32,39 + 9,635 uM ve diestrusta
22,14 + 5,982 uM olarak 6l¢iildii. Beyin nitrat + nitrit diizeyi metestrusta estrus gore

anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p< 0,0212).
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5.4.2. Uterus nitrat + nitrit diizeyi
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Sekil 5.10. Estrus siklusu evrelerinde uterus nitrat+nitrit diizeyi. * diger gruplarandan anlamh
farkh (p<0,006).

Estrus siklusu evrelerinde uterus nitrat + nitrit diizeyi; proestrusta 45,85 +
9,287 uM, estrusta 52 + 8,061uM, metestrusta 24,37 + 2,376 pM ve diestrusta 19,49
+ 4,153 uM olarak tespit edildi. Uterus nitrat + nitrit diizeyi estrusta; metestrus ve

diestrus evrelerine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,006).
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5.4.3. Ovaryum nitrat + nitrit diizeyi
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Sekil 5.11. Estrus siklusu evrelerinde ovaryum nitrat+nitrit diizeyi.

Estrus siklusu evrelerinde ovaryum nitrat + nitrit diizeyi; proestrusta 35,32 +
5,948 uM, estrusta 48,42 + 16,42 pM, metestrusta 32,17 + 9,509 uM ve diestrusta
22,63 £ 3,915 olarak olgiildii. Estrus evresinde diger gruplara gore yiiksek olmasina

karsin ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p<0,3155).

Tablo 5.3. Estrus siklusu evrelerinde beyin, uterus ve ovaryumda nitrat+nitrit diizeyleri

(ortalama * standart hata).

Proestrus Estrus Metestrus Diestrus
Beyin 17,10 £ 2,711 11,56 £ 00,8933 32,39 + 9,635 22,14 £5,982
Uterus 45,85 £ 9,287 52,50 + 8,061 24,37 £2,376 19,49 + 4,153
Ovaryum 35,32 £+ 5,948 48,42 £16,42 32,17+ 9,509 22,63 +3,915
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5.5. Plazma Nitrat + Nitrit Diizeyi
Estrus siklusu evrelerinde plazma nitrat + nitrit diizeyi 32 si¢can ile n=8 olacak

kolorimetrik testle 6lciildii ve degerler uM olarak hesaplandi (Tablo 5.3).
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Sekil 5.12. Plazma nitrat+nitrit standart egrisi.
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Sekil 5.13. Estrus siklusu evrelerinde plazma nitrat+nitrit diizeyi.

Estrus siklusu evrelerinde plazma nitrat + nitrit diizeyi; proestrusta 16,707 +
2,517 pM, estrusta 21,56 + 4,426 pM, metestrusta 19,77 + 6,077 pM ve diestrusta
14,94 + 3,186 uM olarak tespit edildi. Estrus evresinde diger gruplara gore yiiksek

olmasina karsin ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p<0,6353).
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Tablo 5.4. Estrus siklusu evrelerinde plazma nitrat + nitrit diizeyi (ortalama + standart hata)

Proestrus Estrus Metestrus Diestrus

Plazma 16,707 £ 2,517 21,56 + 4,426 19,77 £ 6,077 14,94 + 3,186
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6. TARTISMA

Bu caligmada estrus siklusu evrelerinde NO diizeylerinin dokulara gore
farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu durum NO’in fizyopatolojisine aracilik ettigi
hastaliklarin,  6zellikle kadinlarda stk olmasimin  nedeni  olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Sadeghipour ve ark. [63], siganlarin anksiyete diizeyleri ve serum NO
diizeylerini arastirdigr calismalarinda plazma NO diizeylerinin estrus siklusu
evrelerinde anlamh farklilik gostermedigi ancak ovariektomize sicanlarin metestrusa
gore daha yiiksek NO diizeyine sahip oldugu bulmustur. Ayrica anksiyete diizeyleri
ile NO diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon bulmustur. Bizim calismamizda
estrus siklusunun farkli evrelerinde plazma nitrat+nitrit diizeylerinde istatistiksel
anlaml fark bulunmamistir. Bu sonug literatiir ile uyumludur.

NO ovaryum iglevlerinin hemen hemen her asamasinda yer alir. NO’in luteal
hiicrelerde estradiol sentezini negatif etkiledigi gozlemlenmistir [31]. NO ovaryum
kan-folikiil bariyerinin gonadotropin diizenlenmesinde de rol alir. Ayrica gii¢clii ve
hizli sinyal iletimi ile belirli kan igeriklerinin folikiiler siviya gecisini bloke ederek
bariyer gorevi yapar. NO ovulasyon, folikiil yirtilmasi, vaskiiler dilatasyon ve
ovulatuar 16kosit dagilimda da etkilidir.

Jablonka-Sharrif ve ark., [31], rat ovaryumunda folikiiler gelisim ve luteal
gelisimde eNOS ve iNOS’un gonadotropinler tarafindan diizenlendigini bulmustur.
Jablonka-Sharrif ve ark., bir diger ¢alismalarinda [64], eNOS ve iNOS knockout
farelerle normal farelerin estrus siklusu siiresini arastirmis ve iNOS knockout
farelerin estrus siklusu normal farelerden farkli bulunmamis (4,8 £ 0,2 giin) ancak
eNOS knockout farelerin estrus siklusu daha uzun bulunmustur (6,6 + 0,6 giin).
eNOS knockout farelerde estrus siklusunda ovulasyon orani, ovaryum morfolojisi
steroidogenezisde bozukluk goriilmiistiir.

Rosselli ve ark., [65], ilk defa dolasimda NO’in stabil son iiriinleri olan
nitrat+nitrit olusumunun folikiil gelisimi sirasinda arttigini ve ovulasyonda azaldigini
rapor etmistir. Zackrisson ve ark., [66], ovaryumda erken luteal fazda (proestrusta)

NOS protein konsantrasyonunu yiiksek bulmustur.
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Ovaryumda bulunan folikiiller, gelismelerinin her doneminde NO sentezleme
yetenegine sahiptir [67]. Estrus siklusu boyunca ovaryumda eNOS ve iNOS
aktivitesi ve {iretimi degismektedir [8]. NO’in iiretilmesini saglayan NOS
izoformlariin folikiil hiicrelerdeki yerlesimi folikiiler gelisimle birlikte degisiklik
gosterir. Folikiiler gelisimle birlikte preovulatuar donemde iNOS seviysinde azalma,
eNOS seviyesinde ise artma goriilmetedir [64,68]. Bizim ¢alismamizda ovaryum NO
diizeyleri ozellikle estrus evresinde diger evrelere gore yiiksek bulundu. Ancak bu
yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. NO diizeyi nitrat+nitrit diizeyi
bakilarak tayin edildiginden bu NO’in kaynag hakkinda bilgi vermese de
preovulatuar donemde iNOS aktivitesinin azalip, eNOS aktivitesinin artmasi son
iriin nirat+nitrit diizeylerini etkilemis olabilir.

NO uterus fizyolojisinde de onemli rol oynamaktadir. NO endometriyum
reseptor aktivitesi, implantasyon ve menstriiasyon gibi endometriyel fonksiyonlarda
yer alir [1,42,43]. NO doku pargalanmasi, platelet agregasyonunun engellenmesi,
damarlarin gevsemesini saglayarak menstrilasyonun baslamasi ve devam etmesini
saglar [38,43].

Uterus damalarinin reaktivitesi estrus siklusu boyunca meydana gelen
hormonal degisimlere duyarlidir [69]. Taguchi ve ark. [70], insan uterus
damarlarinda eNOS aktivitesini arastirmis ve folikiiler fazda luteal fazdan anlamli
derecede yiiksek bulmustur. Buhiminschi ve ark. [9], estrus siklusunun diestrus,
proestrus evrelerinde NO aktivitesini arastirmis ve proestrusta diestrus ve estrus
evrelerine gore yiiksek bulmustur. Suburo ve ark. [39], sican estrus siklusunda NO
aktivitesini proestrusta daha yiiksek bulmustur. Bu calismada yukaridaki bulgulan
destekleyecek sekilde; NO diizeyi estrus ve proestrus evrelerinde metestrus ve
diestrusa gore yiiksek bulundu. Bu yiikseklik estrus evresinde daha belirgindi.

Uremenin kontrolii santral diizeyde dier norotransmitter sistemlerle
etkilesim i¢inde NO’in araciligi ile olur [49]. nNOS estrus siklusu boyunca limbic-
hipotalamik sistemde anlaml degisiklikler gostermektedir. Kemirgenlerde, nNOS-
immiinoreaktif noron aglar1 bir cok hipotalamik ve limbik cekirdeklerde
bulunmustur. Bu cekirdeklerin ¢ogu iireme kontroliine dahildir; medial preoptik
nikkleus (MPOM), paraventrikiiler niikleus (PVN), supraoptik niikleus, arkuat

niikleus (ARC), ventromedial niikleus (WMH), stria terminalisin bed niikleusu
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(BST), aksesor olfaktor bolgenin bed niikleusu (BAOT) ve amigdala [11]. Panzica ve
ark. [11] ve Sica ve ark. [49], fare ve sicanlarin estrus siklusu evresinde NO
aktivitesini arastirmis ve medial preoptik alanda (MPA) estrus evresinde proestrus
ve diestrus evrelerine gore anlaml diizeyde yiiksek, ayn1 sekilde BAOT da estrusta
diestrusa gore yiiksek bulmustur. Ayrica ARC niiklesusta proesrus evresinde
metestrus ve diestrusa gore anlaml derecede yiiksek bulmustur. Sica ve ark. [49],
hipotalamik nNOS aktivitesine disi siganlarda estrusun farkli evrelerinde ve erkek
sicanlarda degerlendirmis WMN, ARC niikleusta degerlendirmis BOAT ve medial
amigdalada nNOS aktivitesini estrus evresinde diestrusa gore anlamli derecede
yiiksek bulmustur.

Lozach ve ark. [46], hipofizde nNOS aktivitesini estrus siklusunun proestrus
evresinin farkli saatlerinde arastirmis ve nNOS proestusun aksam saatlerinde sabah
saatlerine gore 3 kat daha fazla, proestrusun aksam saatlerinde GnRH antagonisti
verilen grupta 3 kattan daha fazla oldugunu rapor etmiistir. Knauf ve ark. [71],
median eminens eNOS aktivitesini estrus siklusunun estrus evresinin sabah
saatlerinde, proestrus evresinin sabah, 0glen ve aksam saatlerinde ve diestrus II
evresinde degerlendirmis, proestrusun sabah ve Oglen saatlerinde diestrusa gore
anlaml1 derecede yiiksek bulmustur.

Gotti ve ark. [52] hipokampiisiin farkli farkli noéronlarindaki NO aktivitesini
estrus siklusu evrelerine gore arastirmistir. Ozellikle CA2 ve CA3 néronlarinda
nNOS aktivitesini metestrus evresinde diestrus evresine gore anlamli diizeyde
yiikksek bumugstur. Bizim ¢alismamizda beyin NO diizeyi metestrus evresinde estrus
evresine gore anlanli derecede yiiksek bulunmustur. Bolgelere ayirmadan toplam
beyin nitrat+nitrit 6lciimii yapilmustir. Onceki ¢alismalarda bildirildigi gibi
niikleuslarda 6zel artislar bulunmustur. Bizim caligmamizdaki total beyin NO artisi
da muhtemelen bu niikleuslardaki artigtan dolay1 olmustur.

Migren kadinlarda erkeklere gore daha sik goriilmekte ve bilyiik
cogunlugunda premenstrual donemde atak goriillmektedir. Bu tipte olanlar
premenstrual migren olarak adlandiriimaktadir.

NO’in migren patofizyolojisinde etkili oldugu bir c¢ok arastirmada
gosterilmistir [60,72]. NO dura materin trigeminal afferentlerinin uyarilmasinda

dogrudan etkilidir [60]. Hayvan modellerinde estrus siklusu evrelerinde trigeminal
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hassasiyet farklilik gosterir. Martin ve ark. [73], proestrusun sonlar1 ve estrus evresi
serum estradiol ve progesteron seviyesinin diigiisii trigeminal sitemin duyarliligim
artirdigint  bulmustur. Capsaisin uuygulanmis siganlarda, proestrus ve estrus
evrelerinde trigeminal hassasiyetin metestrus ve diestrus evrelerine gore hizlandigini
gostermistir.

Calismamizda luteal fazda beyin NO diizeyini artmis bulmamiz premenstriiel

migrenin etiyopatolojisine isaret ediyor olabilir.
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SONUC ve ONERILER

NO menstrual siklus fizyolojisi ve pek cok hastaligin fizyopatolojisinde
anahtar rol oynamaktadir. Bu calismada uterus ve ovaryum dokularinda NO
diizeyinin estrus evresinde yiiksek bulunmasi NO’in ovulasyon siireglerine aracilik
ettigini gostermektedir. Bu durum anovulatuar siklus ile seyreden hastaliklarla
ozellikle infertilite fizyopatolojisinde etkili olabilir. Beyin dokusunda metestrus
evresinde yiikselen NO kadinlarda premenstrual donemdeki artmis irritabilite ve
azalmis konsantrasyon ile seyreden premenstrual sendrom ve 6zellikle premenstrual
ataklarla seyreden migren ile ilskili olabilir.

Calismamiz bu hastaliklar1 etiyopatolojisine ve yeni tedavi seceneklerinin
gelistirilmesine imkan saglayabilir. Bu hastaliklarin deneysel hayvan modelleri ve

hasta gruplarinda NO ile iliskilendirilmis ileri ¢aligmalara ihtiyac vardir.
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