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PRO-OSTRUS EVRESINDEKI RATLARDA SERUM GONADOTROPIN HORMONLARI ILE B-
ENDORFIN SEKRESYON PROFILLERI ARASINDAKI ILISKININ INCELENMESI
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Investigation of Relationship Between Serum Beta Endorphine and Gonadotropic Hormones Levels
Secretion Profiles In Pro-Oestrus Rats

SUMMARY

Beta endorphine levels are high in subjects like athletes who are involved in intense physical activity and
in hypothalamic amenorrhea cases. Additionally, levels of B-endorphine in hypophyseal portal system are found
to be varied in different phases of oestrus cycles. With the lights of these knowledges in the present study we
aimed to investigate the relationship between serum Luteinizan Hormone (LH), Follicle Stimulating Hormone
(FSH) and (-endorphine levels in serum at the day of pro-oestrus. For this purpose total of 22 Wistar albino rats
were decapitated at 09.00 am (n=7), 11.00 am (n=8) and 13.00 pm (n=7) and LH, FSH and 3-endorphine levels
in the serum was determined. One Way ANOVA (MINITAB for Windows) was used for statistical analysis of
the data. The serum [3-endorphine levels of groups sacrified at 09.00am, 11.00 am and 13.00 pm was 8.90+4 91,
10.27+7.8 and 3.2742.66 fg/ml, respectively; the LH levels of groups was 0.34+0.04, 0.34+0.03 and 0.40+0.04
ng/ml respectively, and the FSH levels was 4.2040.71, 4.4440.34 ve 4.2140.27 ng/ml respectively. It was found
that B-endorphine levels was significantly reduced at 13.00 compared to those sacrified at 09.00 am (p<0.05)
and in LH there was a modest increase that was not statistically significant. There was no difference between the
FSH levels. It was concluded that decreased opioid activity might be contrubuting to the pro-oestrus LH surge
secretion and FSH is under the control of other factor(s).
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OZET

Atletizm gibi agir sporlarla ugrasan sporcularda ve yofun stres altindaki hipotalamik amenore
vakalannda -endorfin diizeyleri yiiksek bulunmaktadir. Ayrica 6strus siklusunun farkli dénemlerinde hipofizeal
portal sistemdeki B-endorfin diizeyleri de farkli bulunmaktadir. Bu bilgilerin 11ginda, mevcut galisma ratlarda
pro-Ostrus gilindi serum Luteinizan Hormon (LH), Folikil Stimilan Hormon (FSH) ve B-endorfin diizeyleri
arasindaki iligkiyi ortaya koyabilmek amaciyla planland:. Bu amagla pro-8strus safhasindaki yedi, sekiz ve yedi
rattan olugan toplam yirmi iki Wistar albino rat saat 09.00, 11.00 ve 13.00'de dekapite edilerek oldiirildiikten
sonra serumlannda f3-endorfin, LH ve FSH tayinleri yapild:. Verilerin istatistiksel analizinde One Way ANOVA
(MINITAB for Windows) programu kullamldi.Saat 09.00, 11.00 ve 13.00 gruplaninin serum B-endorfin degerleri
sirastyla 8.90+4.91, 10.2717.8 ve 3.2742.66 fg/ml; LH degerleri sirastyla 0.3410.04, 0.3410.03 ve 0.4010.04;
FSH degerleri de sirayla 4.2010.71, 4.4410.34 ve 4.2140.27 ng/ml bulundu.

Sabah 09.00'dan égleden sonra 13.00'e dogru serum ﬂ-enddrﬁn diizeylc * anlamli olarak azalirken
(p<0.05), LH'da istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif bir artma egilimi saptandi. FSH'da ise herhangi bir
degisim izlenemedi
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Sonug: Azalan opioid aktivitenin pro-dstrus LH surge sckresyonuna katkida bulundugu, FSH'nin ise
bagka faktér yada faktdrlerin kontroliinde olabilecegi scklinde degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Pro-ostrus, B-endorfin, LH surge, FSH..

GIRiS

Atletizm basta olmak iizere yiiksek efor
gerektiren dallarda ugrasan sporcularda, kaslardaki
faaliyet arugina bagli olarak organizmada J-
endorfin  konsantrasyonlaninda artis meydana
geldigi bildinlmistir (1). Bu endorfin artisinin
Gonadotropin  Releasing  Hormon (GnRH)
sckresyonlannda  énemli 6lgiide diismeye neden
olarak atletlerde sik¢a goriilen amenorenin 6nemli
sebeplerinden birini olusturduguna inamilmaktadir
(2). Hipotalamik amenore vakalarinda da plazma
Luteinizan Hormon (LH) seviyeleri oldukga diisiik
bulunurken, buna beyinde artan bir endojen opioid
aktivitesi eglik etmekte, LH sekresyonlan da sik ve
digik amplitiidli  olmaktadir (3,4). Boyle
durumlarda disandan verilen naloksan ile
opioidlerin gonadotropinler iizerindeki supressif
ctkileri  tersine gevrilerek basarili sonuglar
alinabildigi bildirilmistir (4,5).

Endojen Opioid peptidler (EOP) ile GnRH,
LH ve Folikiil Stiimiilan Hormon (FSH) arasindaki
iligkiyi ortaya koyabilmek icin pek ¢ok ¢aligma
yapilmustir. EOP’leri igeren néronlar hipotalamusun
Median Preoptik Area, Arcuat Nucleus, dorsal ve
ventral medial cekirdekler ile ME bdlgelerinde,
GnRH néronlan ile sinaps yaparlar (6,7). Bu
néronlar tasidiklann steroid hormon reseptérleri
sayesinde aldiklan mesajlan GnRH néronlarina
iletirler (8). Boylece [(-endorfinlerin ve diger
EOP’lerin LH salimmmum hipotalamik diizeyde
GnRH'y1 etkilemek suretiyle inhibe ettikleri ve
hipofiz  bezine direk etkilerinin  olmadif
bildirilmigtir (9,10). Hipofiz 6n lobunun opioid
reseptorleri  yoniinden fakir oldufunun da
bildirilmesiyle (11), EOP’lerin LH salinimim
hipotalamik diizeyde ectkiledigi fikri afirhk
kazanmugtir.

Akut ve kronik morfin uygulanmas: GnRH
salgilanmasim ve buna bagh olarak da ovulasyonu
engelleyebilmektedir (12,13). Benzer gekilde hem
morfin hem de P-endorfin  pro-Gstrusta
kullamldiginda pre-ovulatuar LH surge salimimim
ve bunun sonucunda ovulasyonu  bloke
edebilmektedir (14). Ugiincii ventrikiil igine P-
endorfin ya da dinorfin anti-serumlanmn infiize
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edilmesi plazma LH diizeylerini artirabilmektedir (15).

Cesitli  gruplann  yapuigi  galismalarda,
naloksamin GnRH salinimi iizerindeki opioiderjik
inhibisyonu engelleyebildigi ve ratlarda bu ajamn
kullanimunin GnRH sekresyonu artisi ile birlikteligi
gosterilmigtir (16,17,18). Pro-6strus giinii  sabahu
naloksan uygulanmasi, opioiderjik inhibitor etkiyi
engelleyerek LH salintmim artirabilmektedir (17).

Ostrus siklusu boyunca FSH sekresyon profili
izlendiginde bazal ve surge seklinde iki tiirlii salinim
paterninin oldugu belirtilmistir; surge salinimi pro-
Ostrus 6gleden sonrasindan dstrus sabahina kadar olan
donemde  goniliir, ostrus  siklusunun diger
dénemlerinde de bazal FSH salimmi meveuttur (19).
Bazi yazarlar FSH sekresyonunun Luteinizan Hormon
Releasing Hormon (LHRH)'dan farkli bir Folikiil
Stimiilan Hormon Releasing Faktor (FSHRH)
tarafindan kontrol edildigini varsayarken (20), bazilan
da bazal FSH sekresyonlanmn LHRH'dan farkli
faktorler tarafindan kontrol edildigini ancak yiikselmis
FSH salgilan igin LHRH'mn gerekli oldugunu
belirtmekte (21) olup konu heniiz tam olarak
aydinlatilabilmis degildir.

Hipotalamusun B-endorfin igerigi diurnal ritm
seklinde degismekte, geceleri belirgin  antma
gostermekte ve bu artis gece siklusunun karanlik
fazinin  supresyonu ile ortadan kaldinlabilmektedir
(22). Ostrus siklusunun farkli dénemlerinde hipofizeal
portal sistemdeki B-endorfin diizeyleri de farklidir
(23). Pro-6strus sabahinda ve Ogleden sonrasinda
plazma [-endorfin seviyeleri minimal diizeylerde
bulunmustur (10). Yine de pro-ostrus ginii 6gleden
sonrasinda f-endorfin diizeyleri en diisiik degerlerde
bulunduguna gére sabahleyin yiiksek olabilecei akla
gelmektedir (23).

Ratlarda pro-ostrus giinii pre-ovulatuar LH
surge egrisini baglatilmasinda EOP'lerden en giiglii
peptid oldugu diisiiniilen $-endorfin ile LH ve FSH'nin
plazma dizeylerindeki degigiklikleri ve aralanndaki
iliskiyi ortaya koyabilmek amaciyla planland.
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Deney Hayvanlarimn Bakim  ve

Beslenmesi

Arasirma,  Firat  Universitesi  Saghik
Bilimleri  Enstitiisit  Bivomedikal Arastirmalar
Unitesi'nden temin edilen 200-250 gr. agirhiginda
toplam 22 adet Wistar-Albino cinsi diizenli siklus
gosteren digi rat tizerinde gergeklestirildi. Ratlar
otomatik olarak ¢ahsan (12 snat karanhk, 12 saat
aydinlik) bir avdinlatma ve sabit 11 (21£1°C)
oraminda banndinldi, standart rat yemi ve su ile
beslendi.

Dencylerde kullanilan ratlann dstrus siklusu
evrelerinin belirlenmesi amaciyla her giin sabah
8.30-10.00 saatleri arasinda vaginal smear
dmeklerindeki hiicrelerin morfolojik 6zellikleri 151k
mikroskobu (10X) ile incelendi. Smear histolojisine
gore pro-6strus safhasinda olduklan tespit edilen
radar saat 09.00, 11.00 ve 13.00 da yedi, sekiz ve
yedi rattan olusan ii¢ grup halinde (toplam 22 rat)
dekapitasyonla oOldiinilerek kan &rnekleri alind.
+4°C'da 3000 rpm'de 10 dakika santrifuje edilerek
serumlan aynstinldi ve dlgiimler yapihincaya kadar
-80°C'da saklandi. Elde edilen serumlarda -
endorfin, LH ve FSH diizeyleri Radioimmiino
Assay (RIA) metoduyla belirlendi.

B-endorfin Olgiimleri

B-endorfin tayinleri Dr.Gabor B. Makara ve
ekibi tarafindan, (Institute of Experimental
Medicine Budapest HUNGARY) Chiago
Universitesi Psikiyatri Bolimiinde iretilen ve met-
enkefalin, leu-enkefalin, o-endorfin ya da =-
endorfin ile cross-reaksiyona girmeyen ancak -
lipoprotein 30% ile kangma gosteren [B-endorfin
antikoru (Chiago IL) kullamlarak RIA ile
gergeklestirildi (24)

LH ve FSH Olgiimleri

LH ve FSH analizleri National Hormone and
Pituitary Program of NIDDK (Baltimore,
Maryland, USA) tarafindan dretilen reagentler
yardimiyla RIA ile gergeklestirildi. Hem LH, hem
de FSH'ya kars1 kullanulan antijenler iyot-125 (IMS
30, Amerham Life Science Ltd, Bucks, UK) ile
chloramine-T prosediirine benzer modifiye bir
yontemle gergeklestirildi (25).

istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgulann istatistiksel
degerlendirilmesi One- Way ANOVA (MINITAB

for windows) ile yapildi. p<0.05 ve alundaki
istatistik sonuglan anlaml kabul edildi.

F.0.Saglik Bil.Dergisi 2000, 14 (2),

BULGULAR
Saat 09.00 Grubu:

Hayvanlannn  serum  B-endofin  diizeyleri
(ortalama * standart hata)8.904.91 fg/ml iken LH
seviyeleri 0.3440.04, FSH diizeyleri de 4.20+0.71
ng/ml olarak bulundu.

Saat 11.00 Grubu:

Hayvanlarin  serum  [B-endofin  diizeyleri
(ortalamazxstandart hata) 10.27+£7.8 fg/ml iken LH
seviyeleri 0.3410.03, FSH diizeyleri de 4.443+0.34
ng/ml olarak bulundu.

Saat 13.00 Grubu:

Hayvanlann serum  [B-endofin  diizeyleri
(ortalamatstandart hata) 3.27+2.66 fg/ml iken LH
seviyeleri 0.40+0.04, FSH diizeyleri de 4,2130,27
ng/ml olarak bulundu.

Ratlann serum B-endorfin degerleri sekil 1'de,
LH ve FSH degerleri sekil 2'de gosterilmistir.

10

o N » lgmoe
N

09.00 11.00 13.00

Sekil. 1. Hayvanlanm saat 09.00, 11.00 ve 13.00'da O-
endorfin (b.end) degerleri (fg/ml). Saat 13.00 grubunda saat
09.00 grubuna gére O-endorfin degerlerinde anlaml azalma
meveuttu (p<0.05; One-Way ANOVA).

——FSH
-=-LH

09.00 11.00 13.00

Sekil. 2. Pro-dstrus ginit sabah 09.00 ile 6gleden sonra 13.00
saatleri arasinda serum LH ve FSH dizeylerindeki
degisimler,. LH ve FSH dozeylenindeki degisiklikler
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte saat 13.00'de
LHnun hafif artma egilimine girdii gézlendi.(p>0.05, One
Way ANOVA).
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TARTISMA

LH surge sckresyonunun beklendigi pro-
Ostrus  gininde ratlann  serumlannda  sabah
09.00'dan &gleden sonra 13.00 saaticrine dogru B-
endorfin dilzcyleri anlamh olarak azalirken LH
diizeyleninin istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte artma cgilimi gosterdigi tespit edildi. p-
endorfin dilzeylerinde dilsme  gonilirken LH
seviyelerinde artma egiliminin olmast EOP'lerin LH
sckresyonu dizerine inhibitdr etkilerinin olabilecegi
ve bu inhibitdr ctkinin ortadan kalkmasi ile
ovulasyonu tetikleyen LH surge salimmmn
baslamus olabilecepi seklinde degerlendirildi. Bizim
sonuglanmiza benzer sekilde Lieberman ve ark. da
pre-ovulatuar opioid tonusteki azalmanin LH surge
sekresyonuna izin verdigini bildirmiglerdir (26).

Literatirde EOP’lerin GnRH ve buna bagl
olarak da LH salimmu iizerindeki inhibitsr
etkilerinin mevcut oldugu ve bu etkilerinin yasa ve
menstriel siklusun dénemine bapl olarak degigtigi
yoninde bilgiler igermektedir (27,28). Bir opioid
reseplor antagonisti olan naloksan menstriiel
siklusun periovulatuar ve luteal fazinda plazma LH
diizeyini artirabildigi halde, folikiiler déneminde
artiramamugtir (29). Yine benzer sekilde naloksan
verilmesi hem puberte Oncesi hem de post-
menapozal donemde LH dizeylerini yiikseltmede
baganli olamamugur (30). Bu galismalara ek olarak
disi ratlarda ovariyektomi uygulayarak ya da
ovariyektomi  yapilmig  hayvanlara  ovarium
steroidleri enjekte edilerek yapilan ¢alismalar
EOP’lerin GnRH salimmina ve bu yolla LH
salimmmina etkilerinin gonadal steroidlere son
derece bagimli oldugunu géstermektedir (31).

Pro-tstrus sabahindan &gleden sonrasina
dogru saat 09.00 ve 13.00 serum f-endorfin ve FSH
degerleri kargilagtnldiginda serum [3-endorfin
diizeylerinde azalma olurken, FSH seviyelerinde
herhangi bir degisiklik olmadifimi  gozledik.
Makalenin giris kismunda kisaca anlatuldify gibi
8strus siklusu boyunca FSH'min bazal ve surge
seklinde iki tdrli salium paterninin  oldugu
belirtilmektedir; surge salimmu pro-dstrus gleden

sonrasindan  6strus sabahina kadar olan
dénemde;bazal salimm da siklusun  diger
donemlerinde  gorilmektedir(19).  Literatiirde

EOP'lerin LH surge sckresyonurun beklendigi pro-
Ostrus ghninde LH ve FSH sahimmlan (zerine
inhibitor etkilerinin oldugu ve bu inhibisyonun

opioid  reseptdr  antagonistleri  ile  ortadan
kaldinlabileccgini  bildiren yayinlar oldugu gibi
(32,33,34). LH tizerine inhibitor ctkileri oldugu halde
FSH igin boéyle ctkilerinin olmadigindan da
bahscdilmektedir.(35) Biz bulgulanmizi  FSH
salimmminin LH  salimmmindan  farkli  bir hormon
tarafindan kontro! edildigy scklinde degerlendirdik.
Bizim degerlendirmemize benzer sckilde FSH
salimmimin LH salmmindan farkli bir hormon
tarafindan kontrol edildigi gorigiine ilgi devam
etmektedir(20). Pro-6strus giini 6gleden sonrasinda
LH surge sekresyonunun basladign krtik donemde
FSH surge saliniminin baslatilmas: igin luteinizing
hormon releasing hormon (LHRH)'nin gerekli
olabilecegi gosterilmigtir, ancak GnRH antagonistlen
verilmesine ragmen geg pro-ostrus ile &strus sabali
arasindaki  yikselmis FSH diizeylerinin devam
ettiginin gériilmesi nedeniyle bu dénemde yiikselmis
FSH diizeylerinin devami i¢in LHRH aktivasyonun
gerekmedigi disiiniilmigtiir (36). Burada overden
salman inhibin azalmasi (37), gonadal steroid miktan
degisiklikleri (38) ya da FSH salimmm etkileyen

merkezi  sinir  sistemi FSH oto  feed-back
mekanizmalarinin mevcut olabileceginden
bahsedilmektedir (39,38,40).

Pro-6strus  giiniiniin ~ sabalindan  6gleden

sonrasina dogru serum B-endorfin ve LH diizeylerinde
degisiklik oldugu halde FSH diizeylerinde degisiklik
olmamasi Estiennne ve ark bildirdigi gibi (41) FSH
salimmimn opioid inhibisyondan etkilenmemesinden
kaynaklanmug olabilecegi gibi pituiter FSH sekresyon
degisimlerinin periferik dolasima yansimamasindan da
kaynaklanmug olabilir. Zira GnRH pulslan ile
hipofizeal portal kandaki FSH konsantrasyonlan
arasinda 93% oraninda korelasyon oldugu halde,
periferik  kandaki FSH  konsantrasyonlan ile
korelasyon gok daha diigiik bulunmaktadir (36).

Sonug olarak pro-dstrus giinid sabahindaki f3-
endorfin diizeylerinin 6gleden sonra azaldify gérildii.
Bu opioid aktivite azalmasimn LH  surge
sekresyonunun baglamasina katkida bulunabilccegi ve
LH salimm iizerine EOP'lerin inhibitor etkilerinin
olabilecepi seklinde yorumlandi. LH seviyelerinde
farkliliklar izledigimiz halde FSH'da gruplar arasinda
fark olmamasi FSH salintmunin LH'dan farkh faktoriin
veya fakiorlerin  kontroliinde olabilecegini
digindiirmektedir.
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