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OZET

Bu c¢alismada ovaryumlar1 ¢ikarilmig siganlarda 17 Ostradioliin ince bagirsak
kasilimlar1 tizerine etkisi ile bu etkinin ortaya c¢ikmasinda nitrik oksitin rolii
incelenmistir. Bu amagla ¢alismada 3-6 aylik ve ortalama 270 + 20 gr agirliginda, 24
Sprague Dawley disi sican kullanilmistir. Hayvanlar her grupta 6 sigan bulunacak
sekilde, kontrol (Ov) ve 3 deneme gurubuna (Gstrojen) ayrilmistir. Calismada kontrol
grubuna giinliik olarak kas i¢i susam yag1 enjeksiyonlar1 yapilmis (0,2 ml), birinci
deneme grubundaki sicanlara giinliik 25 ug 17 6stradiol, ikinci deneme gurubundaki
siganlara giinliik 50 pg 17f ostradiol ve lciincii deneme gurubundaki sicanlara
giinlik 100 pg 17B 0Ostradiol kas i¢i uygulanmusti. Ug¢ uygulamadan sonra
hayvanlara genel anestezi altinda 6tenazi yapilmistir.

Otenaziyi takiben ¢ikarilan ince bagirsak, duodenum, jejenum ve ileum
olarak ayrilmis ve izometrik diiz kas hareketleri “force transducer” ve ‘“acquisition
system” yardimu ile bilgisayarda goriintiilenerek kaydedilmistir. Endojen nitrik oksit
etkinliginin belirlenmesi amaciyla L-Arginin, eksojen nitrik oksit yolunun
degerlendirilmesi amaciyla SNP ve cGMP’ nin etkinligini belirlenmesi amaciyla
8-Br-cGMP uygulamas1 yapilmistir.

Ostrojenin duodenum ve ileumda spontan kasilimlarin siddetini azaltirken
jejenumda etkili olmadigi; L-Arginin, SNP ve 8-Br-cGMP uygulamalarinin ise ince
bagirsakta spontan kasilimlarin siddetini azalttigi belirlenmistir. Ayni1 zamanda
ostrojenin doza bagimli olarak L-Arginin ve 8-Br-cGMP' nin bu gevsetici etkisini
azalttigi, SNP' nin gevsetici etkisini ise artirdi@1 goriilmiistiir. Sonug¢ olarak
17B ostradioliin duodenum ve ileumda spontan kasilimlarin siddetini doza bagh
olarak azaltirken ince bagirsak motilitesi iizerine olan bu etkisinde nitrik oksitin ve

ikincil habercilerden cGMP' nin aracilik etmedigi belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: 17p-6strodiol, ince bagirsak, cGMP, nitrik oksit, sigan.
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SUMMARY

In this study, it was investigated the effects of different doses of 17B-estradiol on
small intestinal contractility in 3-6 months old, 24 Sprague Dawley ovariectomized
rats, weighting 270+£20 gr. Animals were apportioned into one control (Ov) and three
experimental groups (estrogen) (n=6 each). The control group received 0,2 sesame
oil once daily for three days, whereas rats in the first, second and third experimental
groups were treated with intra muscular 25, 50 and 100 pg 17B-estradiol,
respectively.

The rats were killed under general anesthesia, 18 hours after the termination of
last treatment. Then, small intestinum of the animals were cut into duodenum,
jejenum and ileum. Organ bath was used to evaluate isometric smooth muscle
contractility. In order to determine endogenous and exogenous nitric oxide activity
and to evaluate the efficiency of cyclic guanosine monophosphate (cGMP),
L-Arginine, sodium nitro prusside (SNP) and 8-Br-cGMP were used, respectively.

It was determined that estrogen decreased the tension of spontaneous
contractility of duodenum and ileum but not in jejenum. However, L-arginine, SNP
and 8-Br-cGMP were decreased the tension of spontaneous contractility of small
intestinum. On the other hand, it was observed that estrogen decreased the relaxing
activity of L-Arginine and 8-Br-cGMP, dose dependently but increased the activity of
SNP.

In conclusion, it was determined that 17(-estradiol decreased the tension of
spontaneous contractility in duodenum and ileum, dose dependently and nitric oxide

and cGMP did not mediate this activity.

Key Words: 17p-estrodiol, small intestine, cGMP, Nitric oxide, Rat.



1. GIRIS

1.1. Mide Bagirsak Sistemi
Mide bagirsak sistemi viicuda siirekli olarak su, elektrolit ve besin saglamakla
gorevlidir. Bu islevin devami icin besinlerin mide bagirsak sistemi icerisinde
hareketinin saglanmasi, sindirim enzimlerinin salinmasi1 ve besinlerin sindirilmesi,
sindirilen besinlerin, suyun ve elektrolitlerin emilmesi, emilen besinlerin kan yoluyla
viicuda dagitilmasi1 gerekmektedir ( 1,2,3,4).

Mide bagirsak sisteminde dort ana olay gozlemlenir;
1) Sindirim; biiyiik organik molekiillerin kiiclik molekiillere doniistiiriilmesi,
2) Salgilama; ekzokrin bezlerden salgilanan sivilarin belli noktalarda sisteme
girmesi,
3) Emilim; sindirilmis besinler ve maddelerin ince bagirsak duvarmi gecip kana
karigsmasi,
4) Motilite ve eliminasyon; besinlerin yapisina ve miktarma baglh olarak sistem
icerisinde hareketi ve sindirilemeyen atiklarin sistemin sonuna dogru iletilmesidir
(3,5-7).

Organizmaya gerekli olmayan yada zararli maddelerin alinmamasi, eger
almmigsa disar1 atilmalar1 da sindirim sisteminin gorevidir. Bu agidan i¢ ortamin
degismez tutulmasinda organizmay1 koruyucu bir etkinlie sahiptir. Bu yoniiyle i¢ ve

dis ortam arasinda giivenilir bir sinir olusturur (3,8).

1.2. ince Bagirsak Motilitesi

Sindirim sistemi olduk¢a kasli bir yapiya sahiptir. Bagirsaklardaki sindirim
olaylarinin fiziksel etmenlerini olusturan bagirsak hareketleri bagirsak yapisinda
bulunan longitudinal (uzunlamasina) ve sirkiiler (dairesel) diiz kaslar ile
olusturulmaktadir (1,9). Bu hareketler ile kimus bagirsak liimenindeki salgilarla iyice
karistirilarak maksimal enzimsel etkinlik saglanmis olur. Sindirilmis iiriinlerin
emilim i¢in bagirsak mukozasiyla 6zellikle de epitel hiicrelerin firga kenarlar: ile
temast gerceklestirilir. Atik ve sindirilemeyen maddeler aniis yoluyla disar1 atilir. Bu
hareketler ayn1 zamanda bagirsak ¢eperinde bulunan kan ve lenf akimina da yardimci

olmaktadir (3,5,6,8).



Ince bagirsakta baslica; pendiiler, segmenter, villus, peristaltik ve
antiperistaltik hareketler goriilmekle beraber bunlarin islevsel yonden en onemlileri

pendiiler, segmenter ve peristaltik hareketlerdir (1,3,9).

1.2.1. Sarkac¢ Hareketleri (Pendiiler Hareketler)

Sarkag hareketleri, bagirsak halkalarinin sallanmasi, uzayip kisalmasi bi¢ciminde olup
temelde karistiric1 hareketlere benzemektedir. bagirsak duvarindaki sirkiiler kaslarin
kasilim1 swrasinda longitudinal kaslarda kisalabilmektedir. Bu kisalma bagirsak
duvarinin her yaninda aym giigte olusmamakta ve boylece bagirsakta sallanmalar
gozlenmektedir (1,3). Dakikada 10 ile 12 arasinda olusan sarkac¢ hareketleri ¢ok

kuvvetli olustuklarinda ilerletici hareketlerin kaynagi olabilmektedirler (3).

1.2.2. Kanstirict Hareketler (Segmenter Kasilmalar)

Karistirict hareketler tamamen intrinsik sinirlerle baslatilan ikinci bir reflekstir. Bu
hareketler, segment iizerinde farkli bolgelerde ve aralikli olarak olusan sirkiiler kas
kasilimlar1 tarafindan meydana getirilir. Bu kasilmalar, icerigin tek bir yOne
itilmesinden ziyade, ileri geri karistirma islemlerini yaparlar (8).

Ince barsagmn bir boliimii, kimusun etkisiyle genisledigi zaman bagirsak
ceperinin gerilmesi yerel ve yogun bogumlanma hareketleri olusturur. Her
kasilmanin boyu 1 santimetre kadardir. BOylece her kasilim seti ince bagirsakta
bogumlanmaya neden olur. Ince barsagin bdyle bogumlara ayrilmasi ince barsaga bir
sosis zinciri goriinlimii vermektedir (5) (Sekil 1.1).

Bu hareketlerin giic ve dakika sayis1 besin alma durumuna ve ince barsagin
bolimiine gore degisir (3) ve bagwrsak c¢eperindeki yavas dalgalarin sikligi ile
belirlenir (5,8). Bu dalgalarin sikligi duodenumda dakikada 12 oldugundan
bogumlanma hareketlerinin maksimum sikligida dakikada 12 kadardir. Halbuki
ileumda maksimum kasilim siklig1 dakikada 8 veya 9 kadardir (5). Besin alimindan
sonra gii¢lii olan bogumlanma hareketlerinin dakikadaki sayisi, ince barsagin sonuna
gidildikg¢e azalir. Motorik etkinlik giiciiniin ince bagirsak boyunca azalmasi, bagirsak
hareketlerinin emilim ve igerigi ileriye gonderme sorumlulugunun ince barsagin

baslangicinda en fazla olmasina baglanabilir (3).



Sekil 1.1. Ince Bagirsakta Gériilen §é;gfﬁéﬁfé‘syon Hareketleri (3)

Bu hareketlerin baslica amaci, besin maddelerini yogurmak, sindirim
salgilariyla karistrmak ve sindirilebilenlerin emilimi i¢in bagirsak mukozasi ile
temas ettirebilmektir (1,3,6,9). Karistirict hareketler ancak birka¢ saniye siirmekle
birlikte, anal yone dogru yol aldiklar1 i¢in besinlerin ince bagirsakta asagiya dogru
itilmesine yardime1 olurlar (5).

Nervus vagusun uyarilmasi bu hareketleri artirmakta (parasempatik uyarim),
nervus splanchnicus' un uyarilmasi ise azaltabilmektedir (sempatik uyarim). Bu

hareketler ile bagirsak duvarinda kan ve lenf akiminin arttig1 da gézlenmektedir (3).

1.2.3. ilerletici Hareketler (Peristaltik hareketler)

Bu hareketler bagirsak boyunca goriilen, anal yonde ilerleyen ve hem longitudinal
hem de sirkiiler kaslarin beraber ve ritmik olarak kasilmasiyla olusan solcanvari
hareketlerdir. Sindirilmek {izere mide bagirsak sistemine alinan besinler bu sistem
boyunca iletilmek zorundadir ve ilerletici hareketler bagirsak iceriginin anal yone
dogru iletilmesi i¢in dnemlidir. (3,8,9).

Icerigin sindirim kanalinda ilerlemesi temel fiziksel yasalarla ayarlanur.
Liimen icerisinde olusturulan basing farklar1 sayesinde maddeler oral taraftan anal
yone dogru ilerlemektedir. Halka seklinde bir kas kasilmasi kimusun oral tarafinda
olusur ve aniise dogru ilerler (Sekil 1.2). Bu hareket sirasinda kimus ileri dogru itilir.
Halka ilerledikce ©On tarafta bulunan kas tabakasi gevser ve kimusun kolayca
ilerlemesine yardim eder. Boylece baslayan bir kasilma dalgasinin besini, basing
farkin1 degerlendirerek kaudaldeki gevsemis alana itmesi saglanrr ki bu olay

“bagirsak yasas1” olarak adlandirilir. Bu bdlgesel olaya miyenterik refleks de denir

(3.,8).



Ilerletici hareket temel olarak mukozal reseptorleri, diiz kaslar1 ve intrinsik
sinir aglarmni kapsayan yerel bir reflekstir. Ilerletici hareket barsagin herhangi bir
bolgesinde bagirsak duvarinin gerilmesiyle baslayabilir. bagirsak duvari normalde
miyenterik agdan alman siirekli uyarilarla tam olmayan bir tetanik kasilma
halindedir. Bu sayede bagirsak, limen icerisinde bir basing artisi olmadan
genisleyebilmekte ve besin kitlesinin ne Oniinde ne de arkasinda pasif bosluk
olusmasma izin vermemektedir. Bagirsak duvarindaki bu gerilim bagirsak
hareketlerinin baslatilmasi i¢cin etkili uyarimlar olusmasmi saglar ve maddelerin

rastgele bagirsak icerisinde birikmesini engeller (3).

t OPIAT NORONLAR

Sirkuiar kas Sirkuiar kas
Kontraksiyonu gevsemsi

Sekil 1.2. Ince Bagirsakta Besinin Oral Taraftan Kaudale ilerletilmesi (5)

Ilerletici dalganin bir yerden gegisinden sonra barsagmn bu boliimii 10 ile 25
saniye araliginda kasili kalabilir. Bu siire icerisinde besin kitlesi siirekli yol alr.
Kopeklerde 15 santimetre uzunlugundaki bir ince bagirsak boliimiinde 6 ile 12 dalga
olusabilmekte, dalga hiz1 dakikada 1,5 santimetre kadar olmakta ve besin ¢ok yavas
ilerlemektedir (3).

Peristaltik dalgalarin fonksiyonu sadece kimusun ileosekal kapakciga dogru
itilmesi degil, ayn1 zamanda kimusun bagirsak mukozasinda yayilmasini saglamaktir.
Kimus mideden ince barsaga gittikce, barsagm proksimal bolimii gerilerek
peristaltik dalgalar1 derhal baslatir. Bu dalgalarda kimusun bagirsak mukozasinda
yayllmasmi saglayarak, daha fazla kimusun bagirsak liimenine ge¢cmesini
kolaylastirir. Ileosekal kapakgiga geldikten sonra kimusun gegisi bazen burada
saatlerce engellenir. Ancak canli yeni bir gida aldig1 zaman yeni gastroileal refleksle

ileum peristaltizminin siddetlenmesi sonucunda kimus ileosekal kapakg¢iktan sekuma

gecer (5,9).



1.3. ince Bagirsak Diiz Kaslarimin Elektrofizyolojisi

Barsagin motor fonksiyonlar1 g¢esitli diiz kas lifleriyle yiiriitiilir. Mide bagirsak
sistemi diiz kas lifleri, her biri 200 ile 500 mikron boyunda ve 2 ile 10 mikron
capinda olan yiizlerce paralel lifin olusturdugu demetlerden ibarettir. Longitudinal
kas tabakasimda bu demetler, bagirsak kanali boyunca asagi dogru longitudinal olarak
uzanirlar. Kas lifi demetleri arasinda bulunan c¢ok sayida siki baglantilar, iyonlarin
hiicreden hiicreye geg¢isinde diisiik direng bdlgelerini olusturan elektriksel baglanti
yerleridir. Bu nedenle elektriksel sinyaller bir liften 6tekine kolayca iletilir. Mide
bagirsak sistemi aksiyon potansiyelinin tek tek lifler degil, kas lifi demetleri arasinda
iletisi yeterli elektriksel akimi saglayarak bir aksiyon potansiyeli dogurabilir. Bu
potansiyelin dogmasi i¢in en az 200 ile 300 kas lifinin paralel olarak c¢aligmasi
gerekir ( 5,10).

Diiz kas lifi demetleri gevsek bag dokusu ile birbirinden ayrilmaktadir. Fakat
demetler bircok noktada birbiriyle kaynastigi i¢in, her kas tabakasi diiz kas
liflerinden bir ag yapar. Boylece her kas tabakasi bir sinsisyum gibi ¢alisir. Yani kas
kitlesinin herhangi bir yerinde, bir elektriksel uyar1 dogdugu zaman, genel olarak kas
icinde her yonde yayilmaktadir. Bununla beraber, elektriksel uyarilarin varabildigi
uzaklik kasm uyarilabilirligine baghdir. Bazen bu mesafe ancak birka¢ milimetre
oldugu halde, bazen wuyarilar santimetrelerce, hatta bagirsak kanalmin tiim
uzunlugunca yayilir. Ayni zamanda, longitudinal kaslar ile sirkiiler kaslar arasinda da
bazi baglantilar bulunmaktadir. Bu sayede bir tabakada meydana gelen bir uyar1 6teki
tabakada da uyar1 olusturabilmektedir (5).

Mide bagirsak sistemi diiz kaslarinda siirekli bir elektriksel etkinlik vardir.
Diiz kas hiicrelerinin membranlarinda yavas dalga depolarizasyonlar1 (temel
elektriksel ritim) ve dikensi potansiyeller olmak {izere iki temel elektriksel etkinlik

olusur (5,6).

1.3.1. Yavas Dalgalar - Temel Elektriksel Ritim

Sindirim sistemindeki kasilmalarm ¢ogu ritmik olarak ortaya ¢ikar. Bu olay diiz kas
membran potansiyelinde gelisen yavas dalgalarin siklig1 ile belirlenir ve diizenli
olarak ortaya cikar. Yavas dalgalar, membran dinlenme potansiyellerinin dalga

akimlaridir. Bu hiicreler elektriksel olarak baglandiklarindan bu dalgalanan



elektriksel potansiyeller bitisik kas boliimlerine yayilir ve yavas dalgalar1 olusturur.
Bu tam olmayan diiz kaslarin depolarizasyonlar1 sindirim sistemi boyunca uzun
mesafelere yayilirlar. Bu kismi depolarizasyon 5 ile 15 mV’luk membran

potansiyeline esittir (2,10) (Sekil 1.3).

Zaman

Sekil 1.3. Sindirim Sisteminde Goriilen Yavas Dalgalar (2)

Yavas dalgalarin siklig1 sindirim sisteminde bulundugu bolgeye gore farklilik
gosterir. Bu siklik ince bagirsakta dakikada 10 ile 20, kalin bagirsak ve midede ise 3
ile 8 arasindadir. Yavas dalga olusumu diiz kaslarin intrinsik mekanizmasi ile
meydana gelir ve sinir uyarimma bagh degildir (5,6). Yavas dalgalar aksiyon
potansiyeli olmayip, kendi baslarmna kasilma olusturmazlar. Bunun yerine dikensi
potansiyelllerin olusumunu eszamanli ve esgiidiimlii olarak diizenlerler. Yavas
dalgalarin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte Na'-K~ pompasindaki etkinligin

yavas dalgalanmalarindan kaynaklandig1 sanilmaktadir (5).

1.3.2. Dikensi Potansiyeller

Dikensi potansiyeller kasilma olusturan gercek aksiyon potansiyelleridir.
Gastrointestinal diiz kaslarin membran dinlenme potansiyelleri yaklasik -50 ile -60
milivolt (mV) arasindadir. Membran dinlenme potansiyeli -40 mV oldugu zaman
otomatik olarak dikensi potansiyeller olusur (5).

Biiyiik bir parca mide igerigi ince barsaga gecis yaptiginda kimus bagirsaklari
genisleterek bagirsak duvarlarmi gerer. Bu gerilme bagirsak duvarinda bulunan
sinirleri uyararak kimyasal araci salimimi sonucu genislemeye neden olur. Diiz kasin
bu bolgesi daha depolarize hale gelir. Yavas dalgalar bu uyarilmis diiz kas
bolgesinden gecerken dikensi potansiyel olusumuna ve kasilima neden olur (6)

(Sekil 1.4).



Bagwrsak kaslarinda dikensi potansiyeller birka¢ milimetreden uzaga
gidemezler. Bunun yerine kas hiicreleri elektriksel olarak gap junction denilen
aralikli birlesme yerleri ile baglantili oldugundan yavas dalga potansiyelleri bagirsak
boyunca yayilacaktir. Bagirsak kanalinin farkli boliimlerinde dikensi potansiyeller
yavas dalgalarin tepesinde olusur. Bu sebepten dolay1 temel elektriksel ritmi, dikensi

potansiyeller degil yavas dalgalar belirler (2,6,9).

membrat | Theeshold Fatenss /ﬂl"\ /‘m
potansiyel \ \—

lras

getitr

Sekil 1.4. Sindirim Sisteminde Goriilen Dikensi Potansiyeller (2)

Sinir liflerinde aksiyon potansiyellerini olusturan mekanizma Na iyonlarinin
hizli bir sekilde Na kanallarmi kullanarak liflerin igerisine girmesi ile tetiklenir.
Mide bagirsak sisteminin diiz kaslarinda ise aksiyon potansiyelini olusturan kanallar
daha farkhidir. Cok miktarda Ca iyonunun az miktarda Na iyonu ile birlikte girigini
sagladiklarindan bu kanallara kalsiyum-sodyum kanallar1 adi verilmektedir.
Kalsiyum-sodyum kanallar1 Na" kanallarma gore ¢cok daha yavas acilir ve daha yavas
kapanirlar. Bu durumda mide bagirsak sistem kasinda olusan aksiyon
potansiyellerinin daha uzun slirmesine sebep olur. Mide bagirsak sistemi kaslarinda
dikensi potansiyeller sinir liflerinde 10 ile 20 milisaniye kadar siiren aksiyon
potansiyellerinin 10 ile 40 kati kadar siirer (5).

Kas hiicresine giren Ca iyonlarida kaslarin kasilmasmi saglar. Kalsiyum
iyonlar1 diiz kas liflerinde miyozin iplik¢iklerini etkinlestirerek bu iplik¢iklerle aktin
iplik¢ikleri arasindaki ¢ekme giiclinii harekete gecirip kas kasilmasma yol agar.
Yavas dalgalar Ca iyonlarinin kas lifine girmesini saglayamaz, sadece Na iyonlarinin
iceri girmesine neden olur. Bu nedenle yavas dalgalar tek basma kasta kasilim
yapmaz. Ancak yavas dalgalarin tepesinde sivri potansiyellerin olusumu sirasinda

cok miktarda Ca iyonu lif icine gegerek kasilmaya neden olur (5,10).



Mide bagirsak sisteminde hiicre membranini depolarize ederek daha kolay
uyarilabilir yapan bazi faktorler bulunur. Bunlar kas bolgesinin gerilmesi, asetilkolin
salinimi, parasempatik sinirlerle uyarilma ve mide bagirsak sisteminin yerel
hormonlariyla uyarilma olarak smralanabilir. Cesitli yerel uyarilar neticesinde
kimyasal aracilar salgilanirlar ve kaslarin duyarliligini artirarak dinlenme membran
potansiyelini daha pozitif hale getirirler (6). Diiz kas membranlarinda epinefrin ve
norepinefrin etkisi ile sempatik sinirlerin uyarilmasit ise kas liflerinin daha

uyarilabilir hale getirilmesini engellemektedir (5,6).

1.4. ince Bagirsagin Sinirsel Uyarim

Mide bagirsak sistemi kendi kendini kontrol eden organlardan kuruludur. Besin
yutulduktan sonra digkilama islemine kadar gelisen olaylar istemsiz olarak olusur.
Bunun meydana gelebilmesi i¢in motor, salgi, sindirim ve emilim olaylarinin
esglidiim i¢inde caligmasi sarttir (6).

Ozellikle mide bagirsak kanali ve g¢evresi olmak iizere, baz1 organlarda
merkezi ve ¢evresel sinir sisteminin yaninda bunlardan bagimsiz olarak is goren bir
sistem daha mevcuttur. Otonom sinir sisteminin sempatik ve parasempatik boliimleri
ile intramural sinir sisteminin miyenterik ve submukozal aglarindan olusan bu sistem
enterik sinir sistemi adin1 almaktadir (4,8,11,12).

Sindirim sistemi kanali, yemek borusundan baslayip, aniise kadar devam eden
kendi intrinsik sinir sistemine sahiptir ki buna intramural sinir sistemi denir. Bu
sistem, sindirim sisteminde hareket ve salgi basta olmak {izere fonksiyonlarin ¢ogunu
diizenler. Ote yandan beyinden sindirim sistemi kanalma gelen hem parasempatik
hem de sempatik sinyaller intramural sinir sistemin etkinlesmesinde gorev almaktadir
(3,5). Buna gore bagirsaklarda intrinsik (i¢i) ve ekstrinsik (dis) olarak iki sinirsel

sistemden soz edilir (3).

1.4.1. intrinsik Sistem (Intramural Ag)
Intrinsik sistem biitiiniiyle mide bagirsak sisteminin duvari icerisinde yerlesmis olup
sindirim sistemi segmentleri i¢cindeki bdlgesel kontrolden sorumludur (5,12,13).

Intrinsik sistem iki ana kisimdan olusur.



Miyenterik ag (Auerbach’s Pleksusu) kas tabakasinin longitudinal ve sirkiiler
kaslar1 arasinda yer alan uzunlamasina agdir ve sindirim sistemi boyunca mevcuttur
(Sekil 1.5). Daha cok longitudinal kas katmanlariyla ilgilenir (3-5,8) (Sekil 1.5).
Nitekim longitudinal ve sirkiiler kas katmanlar1 biribirinden ayrilacak olursa,
longitudinal katmanin diizenli bicimde kasilimlarni siirdiirdiigii, sirkiiler tabakanin
ise kasilim yapmadig1 goriiliir. Miyenterik ag bu 6zelligiyle pendiiler ve peristaltik
hareketlerden sorumludur (3). Myenterik agin uyarilmasiyla barsagin motor
etkinliginde artig goriiliir (3-5).

Submukozal ag (Meissner’s Pleksusu), adindan da anlasilacagi gibi
submukoza tabakasi igerisine gomiiliidiir (3,5,6,14) (Sekil 1.5). Submukozal ag
sirkiiler kaslarin kasilimi 1ile ilgilenir. Bu bakimdan ritmik segmentasyon
hareketlerinden sorumludur (3). Mide bagirsak sisteminin i¢ duvarinin kontroliinden,
yerel emilim, salgilama ve kasilmalardan sorumludur. En 6nemli gorevi bagirsak
liimeni igerisindeki ortami hissederek sindirim sisteminin kan akimini ve epitel hiicre

fonksiyonlarmi kontrol etmektir (3,5,6,14).

SEroZa
dig kas tabalkast
1; kas tabalkasn
subtmukoza

‘ kiventenk a3
‘subrlcozal ag

Sekil 1.5. Bagirsaklarm Intrinsik Sistemle Kontrolii (4)

Intrinsik sistemin uyarilmasi ile vazoaktif intestinal peptidler (VIP) ve nitrik
oksit (NO) salmimi artar (1,3). Bu aracilar ise pilorik ve ileosekal kapak
kasilimlarinda inhibisyon, bagirsak duvarinin geriliminde, ritmik kasilimlarm hizinda
ve giiclinde artisa neden olurlar (6,14).

Sinir aglarmi olusturan {i¢ ¢esit néron mevcuttur;

Sensori Noronlar, mukoza ve kaslardaki sensori reseptorlerden gelen bilgileri
alirlar. Mukozada mekanik, termal, ozmotik ve kimyasal uyarilara cevap veren en az

dort cesit sensori reseptdor bulunmaktadir. Kaslar arasindaki mekanoreseptorler
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gerilim, basing ve esnemeye karsi duyarhidir. Termoreseptorler 1s1 degisikliklerini
algilarken ozmoreseptorler liimendeki sivilarin ozmotik yapisindaki degisiklikleri
algilar. Kemoreseptorler ise asit, glukoz ve aminoasitlere karsi duyarhdir ve
limendeki sivilarin kimyasal yapilarindaki degisiklikleri algilar (13,14).

Motor Noronlar mide bagirsak sisteminde motiliteyi, salgilamayr ve
muhtemelen emilimi kontrol eder. Motor ndronlar bu fonksiyonlar1 yerine getirirken
diiz kaslar, salgi hiicreleri ve mide bagirsak sistemi endokrin hiicreleri gibi ¢ok
sayida efektor hiicreye dogrudan etki eder.

Interndronlar bilgiyi sensori ndronlardan alarak enterik noronlara iletmek ile

gorevli néronlardir (5,13).

1.4.2. Ekstrinsik Sistem (Otonom Kontrol )

Normal sindirim i¢in intrinsik ve merkezi sinir sistemi birbirlerine bagli olarak
calismak zorundadir. Bu baglantilar sayesinde mide bagirsak sistemi sensori uyarilari
dogrudan merkezi sinir sistemine iletebilecegi gibi, merkezi sinir sistemi de
dogrudan mide bagirsak sistemi fonksiyonlar1 etkileyebilir (5,14). Nitekim sempatik
etkinlik peristaltigin azalmasina; parasempatik etkinlik ise peristaltigin artmasina
neden olur (3).

Ekstrinsik sinirsel kontrol, besinin sindirim yoluna istemli olarak alinmasini
ve digkinin atilmasini saglar. Bu yilizden de istemli kas etkinligi ile istemsiz bagirsak
motilitesini bir araya getirir. Ekstrinsik sinirsel kontrol yemek borusu ve aniiste tek
basima etkinken, mide ile rektum arasinda spontan kasilimlar1 olusturan intrinsik sinir
sistemi lizerinde arttiric1 ve baskilayici yollarla etkinlik gosterir (7).

Bagirsaklarin  parasempatik donanimi, kraniyal ve sakral bdliimlere
ayrilmaktadir. Sindirim kanalinin agiz ve farenksi inerve eden az sayida sinir lifi
disinda, hemen tiimiiniin kraniyal parasempatikleri vagus sinirleri (nervus vagus)
icinde seyreder. Bu lifler yemek borusu, mide, pankreas ve kalin barsagin sigmoid,
rektum ve anal boliimlerinde zengin bir innervasyon saglar (fakat ince bagirsagin
inervasyonu daha zayiftir). Sakral parasempatikler ise, medulla spinalisin iki, ii¢ ve
dordiincii sakral segmentlerinden baslayarak, pelvis sinirleri (nervus pelvikus) i¢inde

kalin barsagin distal boliimiinii inerve eder (5).
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Parasempatik postgangliyoner noronlar baslica, myenterik ve submukoza
aglarinda bulunur (5,11,12). Bu nedenle parasempatik sinirlerin uyarilmasi tiim
intramural sinir sisteminde etkinligi arttirir. Boylece sindirim sistemi etkinliginin
cogu artarken, intramural noronlardan bazilari1 inibitoér oldugu i¢in, belirli bazi
fonksiyonlar1 baskiladigi goriiliir (5). Parasempatik sinirler uyarildiginda bagirsak
gerilimi ve bagwsak hareketleri artarken sindirim kanali sfinkterlerinde ise
baskilayici etkinlik hakim olur (1,3,9).

Sempatik sinir lifleri; medulla spinaliste T-8 ile L-2 arasindaki segmentlerden
kaynaklanmaktadir. Pregangliyoner lifler medulla spinalisi terk ettikten sonra
sempatik zincirden gegerek, colyak gangliyon ve mezenterik gangliyonlar gibi
merkezi sinir sisteminin disindaki bazi gangliyonlarda sonlanirlar. Postgangliyoner
noron hiicrelerinin bulundugu bu ganliyonlardan baslayan postgangliyoner lifler kan
damarlariyla birlikte bagirsaklarin tim boliimlerine gidip intramural sinir
sistemindeki noronlarda sonlanirlar (5). Genellikle sempatik uyar1 bagirsak
hareketlerini kisitlar, bagirsak kan damarlarini daraltir, bagirsak gerimini gevsetir ve
agrilara neden olur. Bu sinirlerin kesilmesi ya da is gorememesi halinde ise kanin
karinda toplanmasi sonucu kan basinci diiser ve beyin kansiz kalir (1,3).

Fizyolojik deneylerde kolinerjik ve adrenarjik sinirlerin yani sira, sindirim
sistemi diiz kaslarinda gevsemede rol aldigi diisiiniilen adrenarjik ve kolinerjik
olmayan (NANK) sinirlerin varlig1 da ortaya ¢ikarilmistir. Bu sinirlerin elektiriksel
olarak veya noral refleks yollar1 araciligiyla uyarilmasi kavsak sonrasi diiz kas
membranlarinda hiperpolarizasyona (inhibitér kavsak potansiyeli-1JP) ve gevsemeye
yol agmaktadir. Vazoaktif intestinal peptid (VIP) ve adenozin trifosfattan (ATP) sonra

nitrik oksitinde NANK sinir sisteminin kimyasal aract maddesi oldugu belirlenmistir

(15).

1.5. Kimyasal Bir Araci1 Olarak Nitrik Oksit

Nitrik oksit son yillarda tanimlanan ve bir¢ok biyolojik olayda énemli rolii olan bir
serbest radikaldir (17-19). 1980 yilinda asetilkolinin damarlarda olusturdugu
gevsemenin sekillenebilmesi i¢in damar endotelinden araci bir maddenin salinmasi

gerektigi belirterek bu maddeye endotel kaynakli gevsetici faktér (EDRF) adi
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verilmistir. Devam eden ¢alismalarda EDRF’nin L-arjininden sentezlenen, serbest bir
radikal olan NO oldugu belirlenmistir (20-22).

Memeli hiicrelerinin biyolojik olarak etkin salgi iiriinleri i¢inde en diisiik
molekiil agirhiginda (23-25) olup hiicre zarindan kolaylikla gecebilen, yagda
¢oziinen, hem igeren proteinlerin demir kismiyla ve oksijenle hizli tepkime veren bir
molekiildir. Tim bu o6zellikleri NO’e ideal bir haberci molekiil 06zelligi
kazandirmaktadir (26-29). Nitrik oksitin yarilanma omrii ¢cok kisa (3-5 sn) ve
kimyasal etkinligi ise ¢ok yiiksektir. Soliisyonlarda hizla okside olarak nitrit (NO,)
ve nitrata (NO;) doniisiirek hizla inaktive olur (21,29,30). Insan viiciidunda NO
hemoglobine baglandiginda etkinligini kaybeder. Bu baglanma, oksijene goére 3000
kat daha hizli olmaktadir. Bu kadar hizli gergeklesen etkinsizlestirme nitrik oksitin
etkinligini daha ¢ok yerel kilmaktadir (30).

Diger serbest oksijen radikalleri her yogunlukta zararli iken, NO diisiik
yogunluklarda kan basinci, sindirim sisteminin diizenlenmesi, konak savunmasindan
0zgiil olmayan bagisikliga kadar bir¢ok 6nemli fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde
rol oynar. Ancak, uygunsuz yerde ve asir1 miktarda iretildiginde, bircok patolojik
durumun ortaya ¢ikmasina neden olur (28).

Nitrik oksit olusumunda yer alan enzim grubunun ismi nitrik oksit sentazdir
(NOS). NOS enzimi araciligiyla L-argininden NO ve diger bir son iiriin olan
L-sitriillin sentez edilir (20,21,24). Nitrik oksit sentazin diizenleme ve etkinlik
yoniinden yapisal (cNOS) ve uyarilabilir (iNOS) olarak ifade edilen iki tipi
bulunmakla birlikte bunlara bagimli ii¢ izoformu vardir (31,32). Bunlar diisiik
miktarda iiretilerek vaskiiler toniisii ayarlayan bir yapisal endotelyal izoform (eNOS),
yine diisiik miktarda iiretilen sinaptik sekillenme ve norotransmisyonu diizenleyen
bir yapisal noronal izoform (nNOS)' dur. Sitokinler tarafindan uyarim ile yiiksek
miktarda Ttretilerek bagisiklik/yangi olaylarinda rol alan iNOS ise uyarilabilir
formdur. Noronal NOS ve endotelyal NOS enzimi araciligi ile NO iiretimi icin
Ca''/kalmudilin gerekli iken iNOS icin Ca' /kalmudiline gereksinim yoktur
(19,22,30,31). Nitrik oksit sentazin biitiin izoformlar1 substrat olarak L-arjinin
kullanir. Ko-substrat olarak molekiiler oksijen ve ko-faktér olarak indirgenmis

nikotinamit adenin diniikleotit fosfat (NADPH), flavin adenin diniikleotit (FAD),
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flavin adenin mononiikleotit (PMN) ve tetrahidrobiopterinin varligma gereksinim
duyar (21,22,30,31).

Stiperoksit (O7) gibi oksidan ya da serbest radikaller NO' nun yar1 dmriinii
kisalttig1 icin etkinligini azaltmaktadirlar. Tersine siiperoksit dismutaz (SOD) gibi
antioksidan enzimler siiperoksit radikalini ortamdan uzaklastirarak NO' nun yar1
omriinii  dolayis1 ile etkinliklerini artirrlar  (22,30,33). Hemoglobin ile
methemoglobin olusturarak ve metilen mavisi ile de ¢6ziilebilir guanilil siklaz (cGC)
etkinligi ve bunun sonucunda da siklik guanizin monofosfat (cGMP) seviyesi
azaltilarak nitrik oksitin etkinligi engellenmektedir (22,34,35).

Bazi L-arjinin analoglar1 L-arjinin ile rekabet ederek NOS etkinligini
engellemektedirler. Bunlar N-monometil-L-Arjinin (L-NMMA), N-nitro-L-Arjinin
metil ester (L-NAME) ve N-nitro-L-Arjinin (L-NNA)’dir. Sodyum Nitroprusside
(SNP) gibi dondrler ise eksojen olarak nitrik oksit diizeyini arttirirlar (19,32,36).

1.5.1. Nitrik Oksitin Bagirsak Motilitesi Uzerine Etkileri

Adrenarjik ve kolinerjik olmayan sinirlerden salinan kimyasal aracilar ile ortaya
cikan baskilayici etki mide bagirsak sisteminde uzun zamandan beri bilinmektedir
(16). Immiinohistokimyasal incelemelerde beyin disindaki néronlarda da nNOS
varlig1 belirlenirken bunlardan NO sentezlendigi kanitlanmistir. Otonom sinir sistemi
ile iligkili olarak ince bagirsakta myenterik pleksusun ndéron ve sinir liflerinde
nNOS' un yogun bir sekilde bulundugu saptanmustir (12).

Nitrik oksit, mide bagirsak sisteminde bir takim hiicreler iizerine etki ederek
salgilama, gerilim ve motilite, kan akimi, elektrolit ve su emilimi, mukozal koruma
ve yang1 gibi olaylara karisir. Nitrik oksit, midede kan akimini artirirken vagal uyari
veya histaminle tetiklenen asit salgilanmasini azaltmaktadir. Ayrica mide kaslarinin
gerginligini ve kas hareketliligini baskilarken duedonal mukus salgilanmasini
arttirarak mide asidine kars1 mukozal koruma saglamaktadir (19).

Nitrik oksit hayvanlarda, mide i¢i basinca karsi mideyi genisleterek yeni
duruma uyumunu saglamaktadir. Ayrica mide bagirsak sisteminin 6zellikle
sfinkterlerinde gevsemeye yol agarak bu organlarin fizyolojik fonksiyonlarmnin

diizenlenmesine katkida bulunurlar (32).
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L-arginin/NO yolu bagirsakta elektrolit ve su emilimi, salgilama olaylariyla
da ilgilidir. Nitrik oksitin hem absorptif hem de sekretuar oldugu bildirilmistir.
Fizyolojik sartlarda NO bagimli absorptif bir gerilim bulunurken fare, sican, kobay
ve maymun inflamatuar bagwrsak hastalik (IBS) modelleri ile insan Crohn
hastaliginda ve iilseretif kolitiste yliksek miktarda salgilanan NO, bagirsaklarda net
salgilama yapmaktadir (19).

Fazla miktarlarda salman NO parakrin ve otokrin fonksiyonlarin
bozulmasina, bolgesel kan akiminda dagilim bozukluguna, bagirsak motilitesinde
azalmaya ve permeabilitesin de artisa yol acar (29).

Bagirsaktaki noromuskiiler bozukluklarm patofizyolojisinde, ndronlarda
sentezlenen NO miktarinin ve diiz kas hiicrelerinin endojen NO' ya hassasiyetlerinin
degismesinin rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Sicanlarda yapilan ¢alismalarda
noronlardan salinan NO' nun bagirsak motilitesini diizenledigi gosterilirken
noronlarda NOS etkinligi engellendiginde midede olusan histolojik degisiklikler,
insanlarda pilor stenozu patolojisi ile benzerlik gostermektedir (37).

Sican ince barsaginda (38) ve diger memelilerin mide bagirsak sistemlerinin
myenterik ve submukoza aglarinda NOS immunoreaktifi olan ve NADPH-
diaphorase ile boyama gosteren sinir liflerinin varligir histolojik olarak tespit
edilmistir (39,40). Sigirda yemek borusundan aniise kadar NOS immunoreaktivitesi
ve NADPH-diaphorase etkinliginin nitrerjik ndronlarda lokalize oldugu gdsterilmistir
(41).

Nitrik oksit sentazin katalize ettigi L-arginin-N®-oksidasyonu siiresince
sekillenen iirlinler arasinda yalnizca hidroksilamin (NH,OH) sican duedonumunda
nitrerjik sinir uyarimmin neden oldugu gevsemeye benzer bir etkiye neden
olmaktadir ve bu molekiiliin direkt olarak yada bir NO salinimi tarafindan gergek bir
kimyasal arac1 etkisi olabilecegi diistiniilmektedir (42).

Noronal NOS etkinligi i¢in kalmudilinle beraber Ca™ gereklidir (43). Kopek
ileokolonik kavsaginda; bir N-tipi Ca'? kanal inhibitorii olan w-conotoxin GVIA (44)
ya da Ca™ araciligi olmaksizin doku maruziyeti nitrerjik sinir uyarimma inhibitor
yanit1 azaltmis, halbuki L-tipi Ca™ kanal inhibitorii nifedipene ve verapamil etkisiz

kalmistir (45). Tavsan mide bagirsak kanalinda vagus uyariminin NO saliverilmesine
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neden oldugu mikrodializ yontemiyle NO metaboliti olan nitrit ve nitrat diizeyi

Olgtilerek gosterilmistir (12).

1.5.2. Nitrik Oksitin Diiz Kaslarda Olusturdugu Gevsemenin Mekanizmasi
Kimysal bir aract olarak NO hizl bir sekilde hiicreye girer ve sitozolde bulunan cGC
etkinlestirir ve diiz kas hiicrelerinde hiicre i¢i ikincil bir haberci olan cGMP yapimini
uyarir (16,22,30). Siklik GMP iki mekanizma ile diiz kasta gevsemeye aracilik
etmektedir. Ik olarak NO, hiicre i¢i Ca'  diizeyini azaltr ve K' kanallarmin
gecirgenligini artirir. Boylece plazma membranimi hiperpolarize hale getirir (46).
Ikinci olarak ¢cGMP, hafif miyozin zincirlerinin defosforilasyonuna sebep olan ve
NO/cGMP sinyalinde merkezi bir rol oynadigi bildirilen cGMP’ye bagimli protein
kinaz1 (PKG) etkinlestirerek miyozin/aktin etkilesimini engeller (47) (Sekil 1.6).

Ayrica NO, sadece direkt olarak cGMP veya endirekt olarak
hiperpolarizasyon yoluyla degil ayn1 zamanda mekanizmas1 bilinmeyen ve cGMP
bagimli olmayan ii¢lincii bir yolla da mide bagirsak sisteminde kas gevsemesine
neden olur (16).

Nitrik oksitin hedef hiicrede membran ylizeyindeki bir reseptor araciligi ile
etki yapmas1 s6z konusu degildir. Lipofilik oldugu i¢in hiicre membranimi kolayca
asar ve sitoplazmadaki guanilat siklazin aktif noktasindaki demir iyonuna baglanmak
suretiyle enzimi aktive eder (12).

Norojenik NO’ nun aracilik ettigi [JP'nin cGMP nin iiretiminin arttirilmasiyla
ilgili olabilecegi diisliniilmektedir (48) . Yaban farelerinden alinan mide fundus kas
seritlerinde EFS ile olusturulan kasilimlarda NO ilki hizli olan daha sonra yavas
gelisen bifazik bir gevsemeye neden olurken, PKG yetmezlikli farelerden alman kas
seritlerinde ise yalnizca yavas bir gevseme olusturmaktadir (49). Bir NO donéri 3-
morpholino-sydnoninime ve 8-br-cGMP’ye yanitlar knockout farelerden alinan
seritlerde onemli derecede zayiflamistir. Nitrik oksitin bagirsaklarda neden oldugu

gevseme bir cGC inhibitorii olan metilen blue uygulamasi ile engellenememistir (16).
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M,N,A,G: Gangliyonik hiicre membranminda M; muskarinik, nikotinik, purinerjik ve GABAerjik reseptorler;

TTX: Tetrodotoksin; ®-CT: w-conotoxin GVIA; L-NMMA: NG-nitro-L-arginine; oy

o, adrenoseptdr;

oxyHB: oksihemoglobin; SOD: siiperoksit dismiitaz; O, : siiperoksit anyonu; GTP:guanizin trifosfat;

MB: metilen blue; ODQ: 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3a] quinoxalin-1one; cGMP: siklik guanizin monofosfat.

Sekil 1.6. Mide Bagirsak Diiz Kas Hiicrelerinde Nitrik Oksitin Gevsetici Etkisi (16)
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Ayni zamanda ¢cGMP’den bagimsiz olan ve NO’ nun neden oldugu apamin
duyarli gevseme de arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (50,51). Apamin-duyarl
ve duyarsiz [JP’nin NOS inhibit6rii L-NAME tarafindan ortadan kaldirilmasi, nNOS
kaynakli NO’ nun Ca™a bagimli K kanallarmi agarak hiperpolarizasyonuna neden
oldugunu ortaya koymustur (52,53). Ayrica yliksek frekanslarda transmural alan
uyarimi, gevseme ve hiperpolarizasyonun hizli ve yavas fazlarmin olusumunu
saglamistir . Ayn1 zamanda NOS antagonisti L-NNA, yavas fazi deprese etmis ve
kismen hizli faz1 da azaltmistr. Bu bulgular NO’nun neden oldugu
hiperpolarizasyonun gevsemede gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (54,55).

NO’ nun neden oldugu gevseme ve hiperpolarizasyonda gerekli olan olasi

mekanizmalar sunlardir;

1) Membran potansiyeli degismeksizin cGMP bagimli olarak hiicresel serbest
Ca"" 'un azalmast,

2) Gevseme ve hiperpolarizasyon iiretmek i¢in apamin-duyarli K™ kanallarinm
ve diger iyon kanal tiplerinin cGMP-bagimli olarak a¢ilmasi,

3) Kas kontraktilitesinde gerekli olan iyon kanallarnda NO’ nun etkileri gibi
cGMP-bagimsiz mekanizmalar ya direkt olarak ya da membran
hiperpolarizasyonu yoluyla etki etmesi (16).

Baz1 kemirgenlerde ¢cGMP-bagimsiz mekanizmalar i¢in kanitlar bulunmasina

ragmen, insanlar1 da iceren pek ¢ok memelinin mide bagirsak sisteminde nitrerjik

inhibitér yanittan sorumlu anahtar madde cGMP olarak bilinir (16).

1.6. ikincil Haberci Olarak cGMP-bagimh Protein Kinaz
Birincil haberci olan hormonlar ve kimyasal aracilar hiicre zarinda bulunan
reseptorlere baglaninca hiicre zarinda ve sitoplazmada bulunan cGC enzimi etkin
hale gelir ve guanizin trifosfattan (GTP) siklik GMP olusumu saglanir. cGMP’de
ikinci haberci olarak proteinlere fosfat baglanmasmi saglayan PKG'yi etkinlestirir.
Proteinlere fosfat gruplarmnin baglanmasi yeni 6zel proteinlerin olusumunu arttirir.
Bu da hiicrenin islevinde ¢esitli degisikliklere neden olur (56).

cGMP ve cGMP-PKG; siklik niikleotid yogunluklarmi ve sonugta hiicresel
fonksiyonlar i¢in yasamsal substratlarin fosforilasyonunu arttiran bir¢ok sinyal

yollarinin 6nemli aracilaridir (57).
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Nitrik oksit, baz1 hormonlar, ilaglar ve toksinler gibi etkenler, hiicre ici cGMP
yogunlugunu artirarak diiz kas gevsemesi, sinirsel uyarim, gorsel transduksiyon,
platelet agregasyonu, kemik biiylimesi, elektrolit ve sivi dengesini igeren
pek c¢ok fizyolojik fonksiyonlar1 diizenlerler. Dokulara bagli olarak cGMP
yogunlugundaki artis; siklik niikleotid fosfodiesterazlari, cGMP-diizenleyici iyon
kanallar1 ve PKG gibi baz1 farkli reseptor etkinliklerine yol acar (58,59). cGMP’nin
major etkileri PKG’nin etkinligine atfedilmesine ragmen onun fizyolojik rolii hala
tartismalidir (59). PKG' nin etkinlesmesi ATP' de bulunan y-fosfatin hedef proteinde
bulunan serin veya treonin amino asidine katalitik transferine yol agar. PKG
tarafindan hedef proteinlerin fosforilasyonu hiicre i¢i Ca™ yogunlugunu azaltarak
diiz kas gevsemesine neden olur (58).

Memelilerde bulunan iki farkli PKG' den ilki olan PKG I izoformu; ince
bagirsagin fibroblast benzeri hiicrelerinde, villilerin diiz kas hiicrelerinde, lamina
muskularis mukozasinda, sirkiiler ve longitudinal kaslarda immunohistokimyasal
olarak saptanmistrr. Ilave olarak, myenterik ve submukozal ag ndronlarmnda
koyulagsma goriilmiistiir. NOS ve PKG I’ in iki kat koyulagmas1 bu iki enzimin ortak
yerlestigini gostermistir. Diiz kas preperatlarinin ve izole sinir u¢larinin Western Blot
analizlerinde bu yapilarin genellikle PKG I B izoenzimini i¢erdikleri halbuki ayni
dokularda PKG I a ekspresyonunun ise yaklasik ii¢ kat daha az oldugu ortaya
konmustur. PKG 11 izoformu ise tamamen mukozal epitelyal hiicrelerde
sinirlanmistir. Bu sonuglar, PKG I’ in ince bagirsagin farkli muskiiler yapilarinda
ekspresse oldugu ve mide bagirsak sistemi diiz kaslarinda NO’in neden oldugu
gevsemeye katildigini; PKG II' nin ise daha ¢ok salgilamaya eslik ettigini
gostermistir. Yine NOS pozitif enterik néronlarda PKG I’ in varlig1 olast néronal bir

etki alanin1 ortaya koymustur (60).

1.7. 17p Ostradioliin Bagirsak Motilitesi ve Nitrik Oksit Uzerine Etkileri

Insanlarda ve hayvanlarda bagirsak motilitesi kizginhk dongiisii, gebelik ve
menapoza bagh olarak degismektedir (61,62). Ayn1 sekilde Gstrojen, progesteron ve
sindirim sistemi yerel hormonlarmin plazma seviyelerindeki degisiklikler mide

bagirsak diiz kaslarinin elektromekaniksel davranislarini etkilemektedir. (63-66).
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178 ostradiol kolinerjik bir ajan olan carbachol’e yanitta ileumun kasilim
giliciinii 6nemli derecede azaltmistir. Bu sonug Ostradioliin mide bagirsak sistem
motilitesini azalttigmni akla getirmektedir (67). Ostradiol ve kolesistokininin plazma
yogunluklarinda doza bagimli gerceklesen artisa ragmen Ostradiol tedavisinden sonra
mide bosalimi ve mide bagirsak ge¢isi inhibe edilmistir (68).

Gebelik boyunca alt 6zefagial sfinkter basinci diisiiktiir, gastroozefagial refli
vardir ve ororektal gecis yavastir (65,66,69). Disilerde gebelik siirecince gastrik
bosalimda gecikmeye yol acacak sekilde mide bagirsak sistem motilitesinde azalma
ve kolon gegis siiresinde artma s6z konusudur (64,69,70). Yine son donem gebelikte
ince bagirsak gecisi baskilanirken gastrik bosalim hizi degismez kalmaktadir (71).

Besinlerin kolonu gecis siireleri ise gebelik boyunca artar. Son donem
gebelikteki sicanlarin  kolon kas kasilimlari, gebe olmayan disi sicanlarla
kiyaslandiginda onemli derecede azalmaktadir (64). Gebelik siiresince kabizlik
goriilme siklig1 artar ve mide bagirsak sistem motilitesi azalir. Gebelik boyunca ince
bagirsak gecisi yavasladigi ve dogum sonrast donemde hizla folikiiler faz
seviyelerine geri doniildigli icin gebelikte olusan bu degisiklilerin cinsiyet
hormonlariyla iligkili oldugu goriisii giderek giiclenmektedir (62,69).

Laboratuar hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda sindirim sistemi motilitesinin
baskilanmasindan sorumlu olan hormon progesteron olarak gosterilse de (69),
overiektomili ratlara progesteron verilerek gastrik bosalimin arttiginin gosterildigi
son c¢aligmalarda bu dogrulanmamustir. Tek basma progesteron verilmesi gastrik
bosalim hizini arttirirken progesteron ile birlikte ve ya tek basina verilen Gstradiol
gastrik bosalimm yavaslamasina yol agmaktadir (62,63,71,72) Testosteronun ise
gastrik bosalim ve mide bagirsak gecisini etkilemedigi bildirilmistir (72).
Androjenler ince bagirsak endotelyal fonksiyonlarinda baskilayici bir rol oynarlar
(73). Bu bulgular cinsiyet hormonlarinin mide bagirsak sistem motilitesine etki
ettigini diisiindiirmektedir (62,64,70).

Mide bagirsak sistem motilitesinin cinsiyet hormonlar1 tarafindan
diizenlenmesinin kesin ve tam mekanizmasi bilinmemektedir (64). Adrenerjik ve
kolinerjik olmayan sinirlerde bulunan nNOS tarafindan salman NO, mide bagirsak
sistemi motilite ve gecis siiresinin kontroliinde dnemli bir faktordiir (70). Nitrik oksit

baskilayic1 bir kimyasal aracidir ve kimyasal aract fonksiyonlar:1 NO salinimina bagl
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olan NANK sinirler mide bagirsak sisteminde sivi salgilanmasi, motilite ve diiz kas
geriliminin  kontroliinde o6nemli bir rol oynamaktadir. Elektriksel alan
uygulamasindan sonra mide bagirsak sisteminin uyarilmasiyla NANK sinirlerden
NO salinir ve mide bagirsak sistemi diiz kaslarinin gevsemesine aracilik eder (16).

Insan, kopek, sican, kobay, hamster ve fare gibi cesitli memelilerin
duodenum, jejenum ve ileumunda kolinerjik ajanlar ya da EFS ile olusan IJP'de ve
NANK sinir sisteminin olusturdugu gevsemede NO ¢ok 6nemli bir rol oynar (16).
Sican ve kobayda bagirsak motilitesinin diizenlenmesinde endojen nitrik oksit
etkinligi s6z konusudur (74). NADPH-diaphorase ve nNOS iceren ndronlarin varligi
insan ince bagirsaginda histolojik olarak tespit edilmistir (75,76).

Kobay, sican, tavsan ve kedi ileumunda nitrerjik sistemin anatomik yapisi
heterojen bir dagilim gosterir (75). Kopek, kedi ve domuzda ileokolonik kavsak
limen igeriginin kolona ge¢isinin diizenlenmesine katki saglayan kuvvetli bir
nitrerjik uyarima sahiptir (16).

Endotel hiicreleri Ostrojen reseptorii igcerdiklerinden Ostrojen i¢in dogal bir
hedef olustururlar. Bu steroid hormonun endotelyal hiicre kiiltiirtinde, NOS geninin
transkripsiyonunu ve etkinligini artirdig1 gosterilmistir. Progestanlarin dstrojenlerin
iizerine olan negatif etkilerinin kisa siireli kullanimlarda endotel fonksiyonlarmni
etkilemedigi yapilan c¢aligmalarda gOsterilmisti. Bu nedenle Ostrojen ve
progestanlarin birlikte kullanim1 sonucu gézlemlenen NO artis1 sadece Ostrojenlere
ait bir sonu¢ olarak kabul edilebilir. Kisa siireli hormon tedavisinin endotelyal
fonksiyonu geri kazanmada NO {izerinden etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (77).

Bir¢ok canlida ozelliklede memelilerde biyolojik sinyal ileten bilesikler
arasinda tek gaz molekiil olan nitrik oksitin bagirsak dokusunun proliferasyonu ve
mukus tiretiminde de rolii bulunmaktadir (23).

Sonugta mide bagirsak sistemi ve noral dokulari igeren cesitli dokularda
Ostradiol tarafindan NOS arttirilir. Nitrik oksit Ostrojen sentezini engellerken,
Ostrojen nitrik oksit sentezini uyarir. Nitrik oksit liretiminin NOS inhibitorlerince
engellenmesiyle Gstradiol diizeyi artar, boylece kalic1 bir prodstriis ve Ostriis ortaya
cikar. (64).

Yapilan arastirmalarda 6strojen hormonunun mide bagirsak sistemi motilitesi

iizerine farkli anatomik yapilarda farkli etkiler ortaya koydugu bildirilmektedir
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(64,67,68,78). Yapilan taramalarda duodenum, jejenum ve ileumdan olusan ince
barsagmn tiim anatomik unsurlarmin degerlendirildigi arastrmaya raslanilmamustur.
Bu arastirma ile farkli dozlarda kullanilan 178 Gstradioliin ince bagirsak motilitesi
iizerine etkisi degerlendirilirken olas1 etkiler {izerine nitrik oksidin roliiniin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.
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GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Hayvan Materyali

Calismada Giilhane Askeri Tip Akademisi, Deney Hayvanlar1 Unitesi'nden elde
edilen 3-6 aylik ve ortalama 270 + 20 gr agirhiginda, 24 Sprague Dawley disi sican
kullanildi. Calismaya baslamadan 6nce sicanlara genel anestezi (21,1 mg/kg ketamin
ve 4,2 mg/kg ksilazin) altinda ovariektomi uygulandi. Anesteziyi takiben sicanlarin
abdomen bolgesi tiras edilerek enzisyonla batina girildi. Fallop tiipleri ve ovaryumlar
2,0 ipek iplik ile bilateral tiipler baglanarak ovaryumlar ¢ikarildi. Ensizyon bolgesi
kapatildiktan sonra operasyon sonrasi bes giin boyunca siganlara 60 000 IU Penisilin
G (Pfizer) kas i¢i uygulandi.

Deneye overiektomiden 2 hafta sonra baslandi. Deney siiresince sicanlar, oda
1s1s1 20-22 °C olan ve havalandirmali bir odada barindirildi. Tiim siganlara su ve
ticari sican yemi ad libitum olarak temin edildi. Deney baslamadan dnce siganlarin
genel muayenesi yapilmis, her grupta 6 sigan bulunacak sekilde, kontrol ve 3 deneme
gurubuna (6strojen) ayrildi.

Arastirmada kontrol ve Ostrojen gruplarindaki sicanlara uygulanan deneysel
prosediir Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1: Arastirmada kullanilan deneysel gruplar

Grup Uygulama Otenazi zamam

Kontrol 0,2 ml susam yag1 (3 giin) Son uygulamadan 18 saat sonra

25 pg 17 ostradiol | 25 pg 17 ostradiol (3 glin) | Son uygulamadan 18 saat sonra

50 pg 17p ostradiol | 50 pg 17 6stradiol (3 giin) | Son uygulamadan 18 saat sonra

100 pg 17p ostradiol | 100 pg 17 ostradiol (3 giin) | Son uygulamadan 18 saat sonra




23

Ozetle kontrol grubuna giinliik olarak kas i¢i susam yagi enjeksiyonlar
(0,2 ml) (3 giin) yapildi. Birinci deneme grubundaki sicanlara (25 pg 17 Ostradiol)
giinliik 25 pg 17B 6stradiol (3giin) kas i¢i uygulandi. Ikinci deneme gurubundaki
siganlara (50 pg 17 ostradiol) giinliik 50 pg 17 dstradiol (3 giin) kas i¢i uygulandi.
Ugiincii deneme gurubundaki siganlara (100 pg 17B dstradiol) ise giinliik 100 pg 17
ostradiol kas i¢i (3giin) uygulandi. Son uygulamadan 18 saat sonra hayvanlar %
2,5’luk sodyum pentotal soliisyonundan 25 mg/kg periton i¢i uygulanarak anestezi
edildi ve etik kurallara uygun olarak (Afyon Kocatepe Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi Etik Kurulu 20.01.2004 tarih, 2004/4 sayili yazi) boyun eklemlerinden
disloke edilerek oldiiriildii.

Hemen sonra karm bolgeleri makasla kesilerek agildi Ince bagirsak
deodenum, jejenum ve ileum kisimlar1 zarar verilmeden baglantilarindan ve gevre
dokulardan temizlenerek cikarildi. izole edilen her doku Krebs ¢ozeltisi (NaCl 118;
KCl 4,7; CaCl, 2,5; MgSO4 1, KH,PO4 1, NaHCO3 25 ve glikoz 11 mM) igerisine
almdi. Dokularin etrafindaki mezenter ve yag dokudan dikkatli bir sekilde
temizlendi. Daha sonra deodenum, jejenum ve ileum kisimlarinin tam orta
noktasindan 5 mm x 2 mm boyutlarinda serit seklinde doku parcasi elde edildi.
Hazirlanan bu preparatlar, 37°C sicaklikta ve %95 O, - %5 CO, gaz karisim ile
siirekli havalandirilan 20 ml Krebs ¢o6zeltisi igerisinde olacak sekilde izole organ
banyosunun I ve II numarali olmak iizere her iki kadehindeki platin halka elektrotun
alt ucuna baglanarak dokunun halka elektrotlar arasinda kalmasi saglandi. Dokunun
diger ucu st ucglarindan force transducer’a baglanip tespit edildi ve izometrik diiz
kas hareketleri “force transducer” ve “acquisition system” yardimi ile bilgisayarda

gortintiilenerek kaydedildi.

2.1.2. Arastirmada Kullanilan Aletler

Arastirmada Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dalinda bulunan Izole Organ Banyosu ile kaydedici sistem olarak Force
Displacement Transducer 10-A ve Acquisition System MP30 Model Biopac WSW
marka (Biopac Student Lab PRO Software and MP30 Hardware) ve uyarim i¢in ISO
150-C (May Isolation Power Supply) EFS (Electric Field Stimulation) cihazlari
kullanilda.
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2.1.3. Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum Klorid (Riedel), Potasyum Klorid (Riedel), Kalsiyum Klorid Dihidrat
(Fluko), Potasyum Fosfat (Fluko), Magnezyum Siilfat (Sigma), Glikoz (Sigma),
Sodyum Bikarbonat (Sigma), L-Arginin (Sigma), Sodyum Nitroprusid (SNP-Sigma),
8-Bromo cGMP (Sigma), 17-p dstradiol (Sigma).

2.2. Yontem

2.2.1. Deodenum, Jejenum ve ileumda izometrik Kasilimlarin Belirlenmesi
Baslangicta izole organ banyosunun I ve II nolu kadehlerine tespit edilen iki ayr1
doku pargalarina 2 gramlik bir gerim uygulandi. Ortama alismalar1 i¢in en az 1 saat
sireyle ve her 15 dakikada bir degistirmek kosulu ile krebs c¢ozeltisi icerisinde
bekletildi. Oncelikle normal spontan kasilimlarin belirlenmesi igin 1 saatlik kasilim
periyodu kaydedildi. Takiben EFS ile her iki doku i¢in submaksimal kasilimin
saglandig1 voltaj, frekans ve uyar1 derinligi degerleri tespit edildi. Bunun i¢in dokuya
cesitli diizeylerde elektrik akimi (10, 20, 30, 40 volt) farklh siirelerde (0,25, 0,5, 1
msn) ve siklikta (frekans) (2, 4, 8, 16, 32, 64 Hz) uygulandi (79).

Arastirma yontemi igerisinde dokulara uygulanan deney protokolii Cizelge 2.
2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2: Yontem igerisinde dokulara uygulanan deney protokolii

Uygulama Uygulama Protokolii
Inkiibasyon 1 saat inkiibasyona birakild1
Uygulama I Elektiriksel Uyarim (EFS)
L-Arginin (10°M) + EFS
Uygulama II 3
SNP (10°M) + EFS
Uygulama III 8-Br cGMP (10°M) + EFS

Endojen NO etkinliginin belirlenmesi amaciyla L-Arginin 1 mM, eksojen NO
yolunun degerlendirilmesi amaciyla SNP 0.1 mM dozlarinda uygulandi. cGMP-PK
yolunun etkinliginin belirlenmesi amaciyla 8-Br-cGMP 0,01 mM dozlarinda
uygulandi (80,81) (Cizelge 2.2).
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2.3. listatistiksel Analiz

Bu calismada istatistiksel analizler i¢in 'SPSS 13.0 istatistik paket programi'
kullanildi. Istatistiksel yontem olarak, her bir doku i¢in ayr1 olacak sekilde elde
edilen amplitiit degerler arasinda yapilan karsilastirmalarda “Varyans analiz” ve

“Duncan” testi uygulandi ve p< 0,05 fark diizeyi ¢calismada 6nemli kabul edildi (82).
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3. BULGULAR

3.1. Duodenum, jejenum ve ileumda spontan kasihmlar

Gruplarda duodenum, jejenum ve ileum da goriilen spontan kasilimlarin siddeti
Cizelge 3.1' de gosterildi. Buna gore duodenumda spontan kasilimlarm siddeti
bakimindan kontrol, 25 pg 17 6stradiol ile 50 ug 17p ostradiol gruplar1 arasinda
fark belirlenemezken 100 pg 17p dstradiol grubunda kasilimin siddetinin kontrol ve
25 pg 17 ostradiol gruplarma gore azaldig: (p<0,01) goriildii.

Jejenumda spontan kasilimlarinin siddeti bakimindan gruplar arasinda fark
belirlenemezken ileumda spontan kasilimlarin siddeti bakimindan kontrol ve 25 g
17B oOstradiol gruplar arasinda fark belirlenemezken 50 pg 17 6stradiol ve 100 pg
17 ostradiol gruplarinda kasillimlarin siddetinin bu gruplara gére azaldigi (p<0,001)

goriildil.

Cizelge 3.1: Gruplarda duodenum, jejenum ve ileumda spontan kasilimlarin siddeti
(amplitiit).

Kontrol (OV) 25 ug 17B 50 ug 178 100 pug 17B P
Ostradiol Ostradiol Ostradiol
Duodenumda 0,66 + 0,04 0,64 +0,02° 0,58 +0,03 0,49 +0,01° 0,006**

kasilim siddeti (g)

Jejenumda kasilim 0,58 = 0,02 0,57+0,04 0,55+0,04 0,50+0,02 0,476
siddeti (g)

fleumda kasithm 1,05 +0,06" 1,09 +0,06° 0,87 £0,06° 0,78 £0,04°  0,000%**
siddeti (g)

Ayni satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmustur. (**): p<0.01 (***): p<0.001

3.2. Duedonumda Arginin, SNP ve 8-Br-cGMP Uygulamalarinin Etkileri

Gruplarda Arg (10°) M, SNP (107) M, 8-Br ¢cGMP (10°) M, EFS + Arg  (10°) M,
EFS + SNP (10°) M ve EFS + 8Br ¢cGMP (10°) uygulamalarmin deodenum
kasilimlarinda olusturdugu % inhibisyon Cizelge 3.2' de gosterildi.
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Cizelge 3.2: Gruplarda Arg (10”) M, SNP (10™) M, 8-Br cGMP (10°) M, EES + Arg
(10°) M, EFS + SNP (10°) M ve EFS + 8-Br ¢cGMP (10°) uygulamalarmmn
deodenum kasilimlarinda olusturdugu % inhibisyon.

Kontrol 25 ug 178 50 ug 178 100 pug 17B P
(OV) Ostradiol Ostradiol Ostradiol

Arg (10”) 258144,11°  20,86+1,72°  9,66+2.41°  7,46+1,65°  0,000%**
SNP (107) 36,66£2,16°  37,77+4,14°  67,59+3,78"  74,12+231°  0,000%**
8-Br-cGMP (10°%)  15,81£2,55"  9,4142,98"  3,53+1,44b°  1,61£0,39°  0,000%**
EFS +Arg (10%)  3,07+0,22°  2,72+0,20°  2,07+0,06°  1,97+0,12°  0,000%**
EFS+SNP (10%) 12,89+0,27 13,62+1,01  16,46+2,47  13,09+1,50 0,117
EFS + 8-Br- 13,2141,84*  1,72+0,20°  1,07+£0,06°  0,97+0,12°  0,000%**
cGMP (10°)
Aynmi satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark

bulunmustur.

(***): p<0.001

Arginin (10°) M uygulamasmin spontan ve EFS ile uyarilmis kasilimlarda

50 ug 17 ostradiol ve 100 ug 17p ostradiol gruplarinda kasilimin % inhibisyonunu

kontrol ve 25 pg 17B ostradiol gruplarina gore azalttigi (p<0,001) belirlendi (Grafik

3.1).

Kasilimin % inhibisyonu

—— Arginin 10-5 —-=EFS + Arginin 10-5
301
201
10+

i G e ————— ———
0__
I f ; f
Komntrol 25 ng 17p 50pg 17 100 pg 173
6stradiol ostradiol ostradiol

Grafik 3.1 Deodenumda Arginin 10° ve EFS + Arginin 10~ uygulamalarinmn
kasilimlarda olusturdugu % inhibisyon.

SNP (10°) M uygulamasinin spontan kasilimlarda kontrol ve 25 pg 17p

ostradiol gruplarinda fark olusturmazken 50 pg 17 ostradiol ve 100 pg 17 dstradiol

gruplarinda kasilimin % inhibisyonunu arttirdigir (p<0,001) goriildii. Buna karsin

EFS ile uyarilmis kasilimlarda SNP (10~°) M uygulamasin gruplar arasinda fark
olusturmadigi belirlendi (Grafik 3.2).
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Grafik 3.2 Deodenumda SNP 10° ve EFS + SNP 10~ uygulamalarmm
kasilimlarda olusturdugu % inhibisyon.

¢GMP analogu olan 8-Br-cGMP (10°) M uygulamasmm ise spontan
kasilimlar iizerine gruplarda 17 Gstradioliin artan dozuna bagimli olarak kasilimimn
% inhibisyonunu azalttig1 (p<0,001) belirlendi. EFS ile uyarilmanin ise kasilimlar

iizerine tiim Ostradiol gruplarinda etkili olmadig1 goriildii (Grafik 3.3).

— 8 Br-cGMP 10-6
—-—- EFS + 8-Br-cGMP 10-6

10—

Kasilimim % inhibisyonu

| ) | )
Kontrol 25 ng 178 50pug 17 100 ng 17P3
ostradiol 6stradiol ostradiol

Grafik 3.3 Deodenumda 8-Br-cGMP 10° ve EFS + 8-Br-cGMP 10
uygulamalarmin kasilimlarda olusturdugu % inhibisyon.
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3.3. Jejenumda Arginin, SNP ve 8-Br-cGMP Uygulamalarinin Etkileri

Gruplarda Arg (10°) M, SNP (107) M, 8-Br ¢cGMP (10°) M, EFS + Arg  (107) M,
EFS + SNP (10°) M ve EFS + 8-Br ¢cGMP (10°) uygulamalarmm jejenum
kasilimlarinda olusturdugu % inhibisyon Cizelge 3.3' de gdsterildi.

Cizelge 3.3: Gruplarda Arg (10”) M, SNP (10™) M, 8-Br cGMP (10°) M, EES + Arg

(10°) M, EFS + SNP (10”) M ve EFS + 8-Br cGMP (10®) uygulamalarinin jejenum
kasilimlarinda olusturdugu % inhibisyon.

Kontrol 25 ug 178 50 ug 178 100 ug 17B P
(OV) Ostradiol Ostradiol Ostradiol
Arg (10”) 1588+ 1,41°  730+1,31° 594+121° 447+1,45°  0,000%%*
SNP (107 23,86 +£3,24" 32,97+223® 32,98+1,88" 3860+539" 0,050%

8-Br-cGMP (10°) 15,06 £2,13* 7,95 +2,38" 6,90 1,93  382+1,02°  0,004%*
EFS + Arg (107) 1,03 £0,25 1,33 +0,33 0,83 + 0,30 1,01 +0,36 0,731
EFS+SNP (10%) 14,90+126 14,99+1,76  20,56+1,92  15,12+2,34 0,351
EFS + 8-Br- 7,33+0,95° 1,40 +0,36° 0,70 £0,22° 0,80 £0,20°  0,000%**
cGMP (10°)

Aynmi satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark
bulunmustur. (*): p<0.05; (**): p<0,01; (***): p<0,001

Arginin (10°) M uygulamasinin 25 pg 17p Sstradiol, 50 pg 17p 6stradiol ve
100 pg 17B ostradiol gruplarinda kontrol grupuna gore kasilimin % inhibisyonunun
azaldig1 (p<0,001) belirlenirken EFS ile uyarilmis kasilimlarda gruplar arasinda fark
goriilmedi (Grafik 3.4)

204 —Arginin 10-5 —-—--EFS + Arginin 10-5
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=
=
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=
=
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Kontrol 25 ng 17p 50pug 17 100 png 173
ostradiol ostradiol ostradiol

Grafik 3.4. Jejenumda Arginin 10° ve EFS + Arginin 10” uygulamalarmimn
kasilimlar da olusturdugu % inhibisyon.
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SNP (10°) M uygulamasmin spontan kasihimlarda kontrol, 25 pg 17p
ostradiol ve 50 ug 17p ostradiol gruplar1 arasinda fark olusturmazken 100 pg 17
ostradiol grubunda kontrol grubuna goére kasilimin % inhibisyonunun arttig1 (p<0,05)
goriildii. Buna karsm EFS ile uyarilmis kasilimlarda SNP uygulamasmin gruplar

arasinda fark olusturmadig1 goriildii (Grafik 3.5).

—SNP 10-3 —-—--EFS + SNP 10-3

40+

Kasilimim % mhibisyonu
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o
|
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| I 1 1
Kontrol 25 ng 17 50 ng 17p3 100 ng 173
ostradiol ostradiol ostradiol

Grafik 3.5. Jejenumda SNP 10° ve EFS + SNP 10° uygulamalarmm
kasilimlar da olusturdugu % inhibisyon.

¢GMP analogu olan 8-Br-cGMP (10®) M uygulamasinin ise spontan (p<0,01)
ve EFS ile uyarilmis kasilimlarda (p<0,001) 25 pg 17B 6stradiol, 50 pg 17B ostradiol
ve 100 pg 17 dstradiol gruplarinda kasilimim % inhibisyonunu kontrol grubuna gore

azalttig1 belirlendi (Grafik 3.6).
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Grafik 3.6 Jejenumda 8-Br-cGMP 10° ve EFS + 8-Br-cGMP 10°
uygulamalarmin kasilimlar da olusturdugu % inhibisyon.

3.4. lleumda Arginin, SNP ve 8-Br-cGMP Uygulamalarimin Etkileri

Gruplarda Arg (10°) M, SNP (10°) M, 8-Br cGMP (10°) M, EFS + Arg (10°) M,
EFS + SNP (10°) M ve EFS + 8-Br cGMP (10°) uygulamasmnm ileum kasilimlarinda
olusturdugu % inhibisyon Cizelge 3.4 gosterildi.

Cizelge 3.4: Gruplarda Arg (10”) M, SNP (10™*) M, 8-Br cGMP (10°) M, EES + Arg

(10°) M, EFS + SNP (107) M ve EFS + 8-Br ¢cGMP (10°) uygulamalarinmn ileum
kasilimlarinda olusturdugu % inhibisyon

Kontrol 25 ug 174 50 ug 178 100 ug 178 P
(OV) Ostradiol Ostradiol Ostradiol

Arg (107) 27,33+4,77° | 19,13+1,64* | 7,19£1,68° | 4,50+1,11° | 0,000%**
SNP (107) 25,66+3,85° | 34,16+3,04™ | 39,33+2,12° | 43,33+4,33" | 0,010*
8-Br-cGMP (10°) [ 9,66+1,28° [ 5,80+1,41° | 2,36+1,20° | 0,75+0,40° | 0,000%**
EFS +Arg (10°) | 6,33+1,38" | 2,00£0,81° | 1,16%0,65 1,50+0,71 0,020*
EFS + SNP (107) | 11,83+1,30 | 10,33+1,56 | 9,83+1,07 7,16+2,10 0,231
EFS + 8-Br- 4,33+0,66° | 1,83+0,74° | 1,16£0,66° | 0,83+0,47° | 0,007**
cGMP (10
Ayni satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistik olarak fark

bulunmustur.

(*): p<0.05; (**):p<0,01; (***): p<0,001

Arginin (10°) uygulamasmm spontan kasilimlarda kontrol ve 25 pg 17p

oOstradiol gruplar1 arasinda fark olusturmazken 50 pg 17 6stradiol ve 100 pug 178

ostradiol gruplarinda kasilimim inhibisyonunu bu gruplara gore azalttig1 (p<0,001)
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goriildii. EFS ile uyarilmis kasilimlarda ise kontrol grubuna gore tiim Ostrojen

gruplarinda argininin etkinliginin azaldig1 (p<0,05) belirlendi (Grafik 3.7)

—Arginin 10-5 -----EFS + Arginin 10-5

30+

10+

Kasilimn % inhibisyonu

| I ] 1
Kontrol 25 ug 17B 50 ng 17 100 pg 17p
ostradiol ostradiol ostradiol

Grafik 3.7 fleumda Arginin (10”) ve EFS + Arginin (107) uyglgulamalarlmn
kasilimlar da olusturdugu % inhibisyon.

SNP (10°) M uygulamasi spontan kasihmlarda 25 pg 17 éstradiol, 50 pg
178 oOstradiol ve 100 pg 17B 0Ostradiol gruplarinda kendi aralarinda fark
olusturmazken bu gruplarda kontrol grubuna gore kasilimin % inhibisyonda artis
(p<0,05) gorilldi. Buna karsm EFS ile uyarilmis kasilimlarda SNP 107

uygulamasinin gruplar arasinda fark olusturmadigi belirlendi (Grafik 3.8).
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Kontrol 25 ng 178 50 ug 178 100 pg 17
ostradiol ostradiol ostradiol

Grafik 3.8 fleumda SNP (10°) ve EFS + SNP (10°) uygulamalarinmn
kasilimlar da olusturdugu % inhibisyon.
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¢cGMP anologu olan 8-Br-cGMP (10°) M uygulamasmm ise spontan
kasilimlarda 50 ug 17p 6stradiol ve 100 ug 17p 6stradiol gruplarinda kasilimin %
inhibisyonunda kontrol ve 25 pg 178 6stradiol gruplarina gore azalttigi (p<0,001)
belirlendi. EFS ile uyarilmis kasilimlarda ise tiim Ostrojen gruplarinda kontrol

grubuna gore % inhibisyonun azaldig1 (p<0,001) goriildii (Garafik 3.9) .

—=&-Br-cGMP ----- EFS + 8-Br-cGMP

Kagsilimm % mubisyonu
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Kontrol 25 ng 17p 50 ng 17p 100 pg 173
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Grafik 3.9 ileumda 8-Br-cGMP (10°) ve EFS + 8-Br-cGMP (10°)
uygulamalarmin kasilimlar da olusturdugu % inhibisyon.
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TARTISMA

Bu arastirmada farkli dozlarda kullanilan 178 Gstradioliin ince bagirsak motilitesi
iizerine etkisi degerlendirilirken ayni zamanda olas1 etkiler lizerine nitrik oksidin
roliiniin belirlenmesi amaglanmustir.

Temel disi cinsiyet hormonu olan Ostrojenler viicutta dstron, 17 ostradiol ve
ostrol olarak bulunmaktadir. Bunlardan vuciitta en fazla bulunan ve en etkin olan
17B &stradioldiir (56). Ostrojenin siganlarda etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarda 17
oOstradioliin 2-100 pg/sican dozlarinda kullanilirken etkilerinin 18. saatte pik yaptigi
bildirilmektedir (83, 84). Biilbiil ve ark. (80,81) diisiik dozda 17 6stradioliin kolon
motilitesini azaltirken, NOS ekspirasyonunu arttirdigini bildirmektedir. Bu ¢aligmada
ise 17p Ostradioliin etkinligini ortaya koyabilmek icin 25, 50 ve 100 pg/sican
17B ostradiol kullanilmis ve litaratiirlere uygun olarak son uygulamadan 18 saat
sonra  dokularda  kasilimlar ve  L-arginin/NOS/NO/cGC/cGMP  yolu
degerlendirilmistir.

178 &stradiol 6strus siklusunun diizenlenmesinde &nemlidir. Ostrojenler
birincil cinsiyet karakterlerinin gelisimi yani sira biiylimenin uyarilmasi, seksiiel
organlarda kan akiminin diizenlenmesi, periferal ve merkezi sinir sistemini de igeren
cesitli dokularn fonksiyonunu ve maturasyonun diizenlenmesini saglar (56).
Ostrojenler ayn1 zamanda diiz kaslarda kasilimlar igin gerekli olan kontraktil
proteinlerin, diizenleyici enzimlerin, koneksin 43 {in sentezini artirarak ve oksitosin
reseptorlerini diizenleyerek kasilimi arttirir (85). Buna karsin yapilan arastirmalar da
178 Ostradiol’iin viicutta bulunan diiz kaslarda kasilmaya etkileri bakimindan farkl
bildirimler mevcuttur. Uterus diiz kaslarinda kasilim1 artirirken (86,87), safra kanali
(88), trakea (89) ve damar diiz kaslarmda (90) ise gevseme olusturdugu
bildirilmektedir. Sindirim sistemi motilitesi {izerine ise Ostrojenin ileum (91) ve
kolonda (92) kasilimlar1 inhibe ettigi bildirilmektedir.

Ince bagirsak motilitesi yas, uyku, besinlerin icerigi ve kalori miktar1 ile
beslenme hizi gibi biyolojik faktdrlere gdre degismektedir. Ince bagirsak
motilitesinin bir diizenleyicisi olarak cinsiyetin rolii ise tartigmalidir (65). Ovaryum
steroidlerinden olan progesteronun eksojen uygulanmasi ya da gebe memelilerden

alman mide bagirsak kas seritlerinde kolinerjik ajanlara artmis kontraktil yanitlar
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gosterdigi bildirilmektedir (16). Tam tersine progesteronun en yliksek diizeyde
oldugu over siklusunun luteal fazi boyunca besinlerin bagirsak gecisleri
Ostrojenin yiiksek oldugu folikiiler fazdan daha yavas oldugu ve gebelik siirecince
konstipasyon insidansmin arttigi ve gastrointestinal motilitenin azaldigir ifade
edilmektedir (13).

Menapoz Oncesi ve sonrasi disilerde yapilan arastirmalarda ise menapoz
sonrast disilerde kat1 besinlerin bosalim hiz1 erkeklerle benzer hizda iken Gstrojen
hormonu ile replesman tedavisi alan postmenopozal kadinlarda kat1 besinlerin gastrik
bosalim hiz1 erkeklerle kiyaslandiginda azaldig: belirlenmistir (62,64,70). Sindirimin
ara donemlerinde mide bosalimi ve ince bagirsak motilite hizinin artisiyla
karakterize olan ilerleyici miyoeleketrik kompleks (MMC) de (7,8) kadinlarda
erkeklerden daha kisa stirmektedir (65). siganlarda yapilan arastirmada ise dstrojenin
ileum ve kolonda motiliteyi azalttig1 goriilmistiir (91,92).

Bu arastirmada spontan duodenum ve ileum kasilimlarinin 6strojenin dozuna
bagimli olarak azaldigi belirlenirken jejenumda ise fark belirlenememistir. Arastirma
bulgusu Ostrojenin ince bagiwrsak anatomik yapisina gore etkinliginin degistigini
gostermekle beraber deodenum ve ileumda gevsetici bir gorev listlendigine isaret
etmektedir.

Gebelik hormonlarindan oksitosinin son donem gebelikte plazma yogunlugu
en yiiksek seviyededir. Oksitosin verilmesi kolesistokinin salinimi yaptirmasi yoluyla
sigan mide bagirsak sistem motilitesini baskilamaktadir (63). Yine relaksin hormonu
intrinsik NO biyosentezinin etkinligi yoluyla diiz kaslarda direkt bir etki yaparak
ileum motilitesinde belirgin bir azalmaya neden olmaktadir (62,93). Progesteron diiz
kas hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonunu saglayarak gebelikte motiliteyi
baskilayabilmektedir (69). Ostradioliin kolesistokinin stimiilasyonu ve kolesistokinin
A reseptor etkinligi gerektiren bir mekanizma yoluyla overektomize sicanlarda
gastrik bosalim ve mide bagirsak gecisini baskiladigi bildirilmistir (68). Ayrica
ostrojenler diiz kaslarda hiicre disina K cikisim1 uyararak hiicreyi hiperpolarize
edebilir ve boylece spontan kasilimlarmm olusumunu engeller (94). Yine voltaja
bagimli Ca™ ve K" kanallarmi inhibe ederek hiicre igine Ca' " girisini engellemekte

ve gevseme olusmasini saglamaktadir (95).
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Sindirim sisteminde cinsiyet hormonlarinin etkilerine aracilik eden
molekiillerden birisinin de nitrik oksit oldugu ifade edilmektedir. Nonkolinerjik
nonadrenerjik sinirlerde bulunan nNOS tarafindan salinan nitrik oksit mide bagirsak
sisteminde motilite ve gecis siiresinin kontroliinde 6nemli bir faktordiir (70). Nitrik
oksit inorganik ve baskilayict bir kimyasal aracidir. Transmiter fonksiyonlar1 nitrik
oksit salinimina bagli olan NANK sinirler mide bagirsak sisteminde sivi salmimu,
motilite ve diiz kas geriliminin kontroliinde énemli bir rol oynamaktadir. Elektriksel
alan uygulamasindan sonra mide bagirsak sisteminin uyarilmasiyla NANK
sinirlerden NO salinir ve mide bagirsak sisteminde diiz kaslarin gevsemesine aracilik
eder (16).

Elektriksel alan uyarmmi ile myenterik agdan kimyasal araci olarak NO’nun
salinimi kobay ileumunda ortaya konmustur (96). Myenterik pleksustaki néronlarin
uyarilmasma bagli ince bagirsaktaki fizyolojik gevsemenin ve bazi arterlerin
elektriksel alan uyarimina (EFS) baglh olarak gevsemesinin NOS inhibitorii L-NNA
gibi maddelerle bloke edildigi bulunmustur (12). Duedonum ve mide fundus
seritlerinin EFS ile olusturulan kasiliminda NO' nun gevsetici etkisi nitrik oksit
sentaz inhibitorii olan L-NMMA tarafindan ortadan kaldirilmistir (16,97,98). Kopek
duodenum longitudinal kasi1 ve ileokolonik kavsagiyla sican mide fundusunda
NO’in NANK baskilayic1 bir kimyasal araci olarak etki ettigi ortaya konmustur
(16,97-99).

Gebelik siiresince NOS etkinligi ve  NANK sinirlerden salinan NO iiretimi
artmaktadir. Son donem gebe sicanlardan elde edilen proksimal kolon ve gastrik
fundusta salinan NO miktar1 gebe olmayan veya gebeligin ortasindaki siganlara gore
daha fazladir (15). Son donem gebelikte kalsiyuma bagimli NOS (cNOS)
etkinliginde dort kattan fazla artis goézlenmistir. Progesteronsuz yalnizca dstrodiol
tedavisi alan kadmlarin incelenen dokularinda ¢cNOS etkinligi artmistir. Kalsiyum
bagimsiz NOS (iNOS) etkinliginde ise ne gebelik ne de herhangi bir cinsiyet
hormonunun verilmesiyle bir degisiklik olusmamistir. Bununla birlikte hem gebelik
hem de Ostrodiol tedavisi alanlarda iskelet kasinda ¢cNOS izomerleri olan eNOS ve
nNOS i¢cin mRNA miktarmi arttirarak enzim indiiksiyonundan kaynaklanan NOS

etkinliginde bir artis olugsmustur (28). Yine overoktemi yapilmis sicanlarda Gstrojen
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uygulamasinin bagirsaklarda eNOS, nNOS ve iNOS sentezlenmesini artirdigi
belirlenmistir (86,87).

Yapilan arastrmalarda duodenum, jejenum ve ileumda NO’nun insanlarda
(100), siganta (101-103), kopekte (104-106), kobay (107) ve farede (108) gerek
spontan kasilimlar1 gerekse EFS veya nikotinik reseptorlerin uyarilmasiyla olusan
kasilimlar1 azalttig1 belirlenmistir.

Nitrik oksit endojen olarak L-argininden NOS enzimi tarafindan
sentezlenmektedir. Fizyolojik kosullarda sigan serumundaki L-arginin yogunlugu
yaklasik 0,2 — 3 mM civarindadir. In vitro ortamdaki L-Argininin yaklasik
0.01-ImM yogunlugu diiz kaslarin kasilim etkinligini tamamen ortadan
kaldirmaktadir. Biilbiil ve ark. (80,81,86,87).yaptiklar1 arastirmada bagirsakta L-
argininin en etkili dozun (10° M) oldugunu ortaya koymuslardir Bu arastirmada
bildirimlere uygun olarak L-arginin (10 M) yogunlugunda kullanilmustir.

Arginin 10° M uygulanmasi sonrasmda deodenum jejenum ve ileum’da
spontan kasilimlarin siddetinin azaldigi bulunurken EFS ile uyarilmis kasilimlar da
bu etkinin azaldig1 ortaya konulmustur. Ostrojenin bagirsakta NOS ekspirasyonunu
artirdig1 literatiirlerde ifade edilmekle beraber (109) arastirmada tiim gruplarda
Ostrojenin dozuna bagimli olarak arjininin kasilimi engelleme diizeyinin azaldig:
goriildi.  Arastrma  bulgusu  Ostrojenin = ¢cGC/cGMP/cGMP-PK  yolunun
basamaklarindan birisinin engellendigini diisiindiirmektedir.

Ekzojen bir NO dondrii olan SNP verilmesi ileal spontan kasilimlarda
yogunluga bagimli bir azalmaya neden olmustur. Bir ¢cGC inhibitérii olan 1H-
[1,2,4]oxadiazolol [4,3,a] quinoxalin—1-one (QDO) SNP’nin neden oldugu etkileri
azaltmistir. Siklik guanizin monofosfat (¢<GMP) membran analogu 8-Br-3,5-cyclic
monophasphate de spontan mekanik etkinligi azaltmistir (110).

Eksojen nitrik oksit kaynagi olan SNP, in vitro calismalarda 10% -10° M
yogunlugunda kullanilmaktadir. Diiz kaslarda olusturdugu gevsetici etki en yiiksek
10 M’de goriiliirken bundan daha yiiksek dozlarin toksik oldugu bildirilmektedir
(111) Sindirim sisteminde yapilan motilite ¢aligmalarinda bu dozun diiz kaslarda
gevseme olusturdugu bildirilmektedir (80,81,86,87). Bu arastirmada bildirimlere
uygun olarak SNP barsagin tiim anatomik kisimlarinda gevsetici etki ortaya koyarken

bu etkinligin 6strojen uygulamasi ile arttig1 ortaya konmustur.
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SNP’nin diiz kaslarda c¢cGMP’ye bagimli ve bagimsiz bir gevseme
olusturdugu arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (80,81). Bu arastirmada Arginin
Ostrojenin dozuna bagimh olarak etkinligi azalirken SNP’nin etkinligini artirmasini
ostrojenin cGMP’ye bagimli yolu engellerken bagimli olmayan yolu etkinlestirdigini
ortaya koymaktadir.

Diiz kaslarda SNP' nin gevsetici etkisine cGMP seviyeleri ve cGMP-PKG' nin
etkinligindeki artisin aracilik etti§ine dair deliller vardwr. Bir ¢alismada ¢ok sayida
siklik niikleotid analogunun PKG’yi etkinlestirdigi ve kobay koroner arterinin izole
seritlerini gevsetebildigi bulunmustur (112). Tam tersine NO' nun kolon diiz kas
hareketini gevsetici etkisine PKG Io/B' nm etki etmedigi bildirilirken 178
ostradioliin PKG Ia/B ekspirasyonunu baskiladigi goriilmiistiir (81). Sigan vas
deferens ve distal kolonunda SNP ve ANF gibi bazi yiikseltici ajanlar gevseme
yapmaksizin cGMP yogunlugunda artisa neden olur. Gevsemenin olmayis1 ya bu
ajanlar tarafindan PKG etkinliginin yoklugu ya da bu dokularda PKG’ nin diisiik
seviyeleriyle agiklanabilir (112).

Nitrik oksitin barsagin ¢esitli boliimlerinde guanilil siklazin uyarilmasi
yoluyla etkili olabilecegi bildirilmistir (113). Insan jejenum longitudinal diiz kasinda
NO muhtemelen diger mekanizmalar1 da gerektirmekle beraber guanilil siklaz
mekanizmasi yoluyla baskilayici etki gostermektedir (114).

Bir NO donorii olan N-morpholino-N-nitroso-aminoacetonitrile yada cGMP
analogu olan 8-(4-chlorophenylthio)-cGMP sigan ince bagirsaginin prekontrakte
seritlerinde konsantrasyon bagimli bir gevsemeye neden olmustur. Bu iki maddenin
baskilayic1 etkileri daha diisiik yogunluklarda tamamen engellenmis ve segici
cGMP-PKG antagonisti olan KT-5823 tarafindan daha yiiksek yogunluklarda 6nemli
derecede azalmistir (60).

cGMP’ye bagimli yolda gerek endojen gerekse eksojen nitrik oksit donorleri
NOS enzimleri araciliiyla nitrik oksid olusturmakta, olusan nitrik oksit ise ¢cGC’1
etkinlestirerek cGMP diizeyini artrmaktadir. ¢cGMP ise ¢cGMP-PK’1 fosforilize
ederek diiz kasta gevseme olusturmaktadir. In vitro arastirmalarda ¢cGMP’yerine
8-Br-cGMP kullanilmakta olup en etkili dozunun 10® M oldugu bildirilmektedir
(80,81,86,87). Yapilan arastrmalarda 8-Br ¢cGMP uterus, damar ve bagirsak diiz

kaslarinda gevseme olusturdugu bildirilmektedir. Bu arastirmada ise spontan
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kasilimlar {izerine 8-Br c¢cGMP’nin gevsetici etkisi ortaya konurken 0Ostrojen
uygulanan gruplarda bu etkinligin azaldig1 veya tamamen kayboldugu bulunmustur.
Kolonda yapilan bir arastrmada Ostrojen uygulamasinin c¢GMP-PK1’ in
ekspirasyonunu azalttig1 bildirilmektedir (81). Gerek bu bildirim gerekse arastirmada
elde edilen arginin, SNP ve 8-Br-cGMP bulgular1 6strojenin ince barsagin tiim

boliimlerinde cGMP-PK’ nin etkinligini engellendigini diisiindiirmektedir.
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SONUC

1) Ostrojenin deodenum ve ileumda spontan kasilimlarin siddetini azaltirken
jejenumda etkili olmadigi,

2) Ince bagirsakta L- Arginin ve 8-Br-cGMP’ nin spontan kasilimlarm siddetini
engelleyici etkisi Ostrojenin dozuna bagimli olarak azalirken, SNP’nin etkinliginin
arttig1,

3) Ostrojenin ayn1 zamanda cGMP-PK etkinligini engelledigi,

4) Dolayist ile Ostrojenin ince bagirsak motilitesi iizerine olan etkilerine nitrik

oksitin ve ikincil habercilerden cGMP’nin aracilik etmedigi belirlenmistir.
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