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1. OZET

Disi siganlar lizerinde yapilan bu ¢alisma, oksitosin ile indiiklenen izole
miyometriyum kastlmalar1 tizerine melatonin hormonunun etkilerinin arastiriimas:
amaciyla yapildi.

Vajinal simir ile diizenli siklus gosterdigi tespit edilen 200-250 gram
agirh@indaki gebe olmayan 30 adet yetiskin Wistar cinsi sicanlar kullanild:.
Ostrus evresindeki siganlar dckapite edildikten sonra, uterus ¢ikarilip igerisinde
krebs solusyonu bulunan petri kutusuna alindi. 1X0.2X0.1 cm. boyutlarinda
miyometriyum kesitleri hazirlandiktan sonra, igerisinde %95 oksijen ve %5
karbondioksitle siirekli gazlandirilan PH 7,4 ve 37°C’de krebs soliisyonu bulunan
organ banyosuna alindi. Miyometriyal kesitler 1 gramlik istirahat gerimi altinda
asilarak kontraksiyonlar kayit edildi. 30 dakikalik uyum periyodundan sonra
miyometriyum kesitleri oksitosin ile indiiklendi. Daha sonra melatoninin farkli
dozlart (ImM, 3mM, 5mM) uygulandi. Benzer sekilde farkli miyometriyum
kesitlerin oksitosin uygulanarak indiiklendikten sonra, bir melatonin antagonisti
olan luzindol (107 M, 10° M, 10° M, 10* M) kiimiilatif uygulanarak ilave
deneyler yapildi.

Sonu¢ olarak siganlar tizerinde yapmus oldugumuz bu ¢aligmada,
melatonin hormonunun ve luzindolun miyometriyum kontraksiyonlarini benzer
sekilde inhibe ettigini ve bu etkisini, hem iyon kanallart hem de melatonin

reseptor alt gruplan tizerinden yaptig: tespit edildi.



2. ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of melatonin, a
hormone, on oxytocin-induced contractility of myometrium isolated from female

rats.

Myometrial strips were removed from a total of 30 non-pregnant Wistar
rats (weighing 200-250 g), which were confirmed to have regular sexual cycle by
vaginal smear technique. Animals in oestrus cycle were sacrificed by decapitation
and isolated uterus placed in a petri dish containing the Krebs solution. About
1X0.2X0.1 cm myometrium strips were isolated and placed in an organ bath
containing Krebs solution at 37 degrees C and pH 7.4, constantly bubbled with
95% oxygen - 5% carbon dioxide. Isometric contractions were recorded under 1
gram of resting tension. After a 30 minute equilibration period myometrial strips
were stimulated with oxytocin and the effects of different doses of melatonin
(ImM, 3mM, 5SmM) were applied. In further series of experiments the effects of
cumulative doses of melatonin receptor antagonist luzindole (10~7 M, 10° M, 107

M, 10™* M) was tested on oxytocin-induced contractions.

It was determined that both melatonin and luzindole had inhibitory effects
on the oxytocin-induced contractions of myometrium and this effect of meiatonin

was involved both the effect on ion channels and on melatonin receptor subtypes.



3. GIRIS

3.1 Pineal Bez ve Melatonin

3.1.1 Pineal Bez

Sican pineal bezi (epiphysis cerebri, corpus pineale, glandula pinealis),
commissura posterior ile commissura habenulorum arasinda tigiincii ventrikiil
tavaninin arka ucundan baglayan bir sapla beyincige dogru uzanir. Pineal sap,
100pum ¢apinda ve 2700-3000pum uzunlugunda, 0,9-1,56mg agirliginda olup, bezi
gtincll ventrikiil tavaninin arka ucuna baglar. Sigan pineal bezi yuvarlaga yakin
oval sekildedir (2, 18, 20, 31, 35, 68, 90, 99, 100). Yiizeyel ve derin olmak iizere
iki kisimda incelenir. Asil fonksiyon goren yer ylizeyel kisimdir ve bezin biiyiik
bolimiinii olugturur. Commissura habenulorum ile commissura posterior arasinda
uzanan derin kisim, yiizeyel par¢adan daha kiigiiktiir. Bu kisim yiizeyel boliimiin
% 0.5-2.5’u kadar olup, pineal sapin iiglincli ventrikiil tavanina baglandig: yerde
yapmis oldugu genislemeden ibarettir (8, 90, 100), (Sekil 1).

Corpus pinealenin parankimasinda iki tip hiicre bulunur: Pinealositler ve
glia hiicreleri. Pinealositler (esas hiicreler) parankimal hiicrelerin %85-90’1n1
teskil eder. Noroendokrin fonksiyona sahip olan bu hiicrelerden, melatonin,
serotonin ve bazi pineal peptidler salgtlanmaktadir (17, 18, 19, 21).

Glia hiicreleri parankimal hiicrelerin %10-15%ini olusturur. Bu hiicreler
destekleyici fonksiyonlarinin yanisira, parankima ile kan damarlari arasindaki

madde aligverisinde de rol oynarlar (17, 18, 19, 21, 68).



Sekil 1: Sigan pineal bez anatomisinin sematik gosterimi. II: Uglincii
ventrikiil, Cp: Commissura posterior, CH: Commissura habenulorum, Pl: Plexus
choroideus.

3.1.1.1 Pineal Bezin Fonksiyonu

Pineal bez, 151k ve karanhik ortamlara gére, endokrin sistem ve diger bir¢ok
sistemin fonksiyonundaki degisiklikleri dlizenler ve hem giinliik hem de
mevsimsel bir biyoritm gosterir. Pinealositlerden salinan melatonin hormon
diizeyinin, aydinlik-karanlik ve sekstiel aktivite ile ¢gok yakindan iligkili oldugu
saptanmigtir. Aynit zamanda hipotalamus’ta yer alan nucleus suprachiasmaticus ile
birlikte biyolojik saat gibi g¢alisir. Bir organizmada zaman Olgmeye yarayan
hiicresel yapilara biyolojik saat adi verilir. Pineal bez, salgiladifi melatonin
hormonu araciligiyla viicudun diger kisimlarina zaman sinyalleri gonderir.
Epifizden salgilanan esas hormonun melatonin oldugu bilinmekle beraber, bunun
yaninda bezden salgilanan ¢ok sayida hormon veya hormon benzeri faktériin de

bulundugu belirlenmistir (33, 56, 63).



Pineal bezin endokrin fonksiyonu, sinirsel innervasyona bagli olup, bezden
melatonin salgisinin diizenlenmesinde ortamin 151k ve karanlik durumu 6nemli
olmaktadir. Isik melatonin sentezini azaltir, karanlik ise artirir. (56).

Isik uyarnimlari, retinadan baglayan sinirsel bir yolla pineal beze ulasir. Bu
uyarimlar retinanin fotoreseptorlerinde elektriksel impulsa doniistiiriilerek, tractus
retinohypothalamicus aracihigiyla, hypothalamusta bulunan nucleus
suprachiasmaticus’a iletilir. Isik uyarimlarinin nucleus suprachiasmaticus’a
iletilmesinde tractus retinohypothalamicus en 6nemli yoldur (2, 33, 56, 90).
Retinadan baglayan tractus retinohypothalamicus, chiasma opticum’un hemen
gerisinde tractus opticus’tan ayrilir. Bu yola ait liflerin biiyiik bir kismu chiasma
opticum’da c¢apraz yaparak karsi tarafin nuc. suprachiasmaticus’una ulagir.
Liflerin az bir kismu ise ¢apraz yapmadan aymi tarafin  nuc.
suprachiasmaticus’unda sonlanir. Burada sinaps olusturduktan sonra, lifler
hypothalamus’taki nuc. paraventricularis’e gelir. Nuc. paraventricularis’ten
baslayan lifler ise mesencephalon’daki formatio reticularis’te sonlanir. Buradan da
tractus reticulospinalis lifleri ile, medulla spinalis’in iist thoracal segmentlerinde
columna intermediolateralis’teki multipolar ganglion hiicrelerinde sonlanirlar.
Columna intermediolateralis’teki multipolar ganglion hiicrelerinin  aksonlart
medulla spinalis’ten ¢ikar ve preganglionik I[if olarak ganglion cervicale
superior’a gelir. Ganglion cervicale superior’dan ¢ikan sempatik postganglionik
lifler ise, tentorium cerebelli’den gegerek nn.conaril yolu ile pineal beze ulasir (2,

33, 43, 56, 88, 91), (Sekil 2).
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Sekil 2: Pineal bezin inervasyonu. TRH: Tractus retinohypothalamicus,
NSC: Nucleus suprachiasmaticus, NPV: Nucleus paraventricularis, GSC:
Ganglion cervicale superior.



3.1.2 Melatonin

Pineal bezden iki grup endojen madde (indolamin ve peptidler)
salgilanmaktadir. 232 molekiil agirlikli bir indol tiirevi olan melatonin, sirkadiyan
bir ritimde bu bezden salgilanan baslica hormondur (33), (Sekil 3).

Melatonin pineal bez disinda retina, bagirsak, eritrosit, 16kosit, Harderian
bez ve bir ¢ok dokuda gosterilmistir. Ayni zamanda, oksijen radikallerinin
olusumuna maruz kalan organlar (karaciger, akciger, deri ve beyin) diisiik

diizeyde intraseliiler melatonin olustururlar (46, 50, 67, 78, 86, 115, 120).

N-Asetil-5-metoksitriptamin (Melatonin)

Sekil 3 : Melatoninin kimyasal yapist.

3.1.2.1 Biyosentezi ve Metabolizmasi

Melatonin pineal bezde triptofan aminoasidinin bir {irlinti olarak ortaya
cikar. Pinealosit melatonin biyosentezinde en Onemli yerdir. Bunun igin dncelikle
triptofan aminoasitinin dolagimdan hiicre igine alinmasi gerekmektedir. Asagidaki
sekilde gortildugii gibi pinealositler i¢erisindeki triptofan’y, triptofan 5-hidroksilaz
enzimi S-hidroksitriptofan (SHTP)’a ¢evirir.  S-hidroksitriptofan ise 5-

hidroksitriptofan dekarboksilaz (SHTP-dekarboksilaz) enzimi vasitasiyla 5-



hidroksitriptamin (serotonin=5HT)’e déntigiir. Daha sonra serotonin de N-
asetiltransferaz (NAT) enzimiyle N-asetilserotonin’e c¢evrilir. En sonunda N-
asetilserotonin’de, hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan

melatonine doniistiiriiliir (4, 15, 33, 56, 60, 91, 118, 135), (Sekil 4 ).

Triptofan
H
Triptofan-5-hidroksilaz
D
HO/ CHz“CIH 5-Hidroksitnptofan
L\ I 1| &oon
Syt
H
SHTP-dekarboksilaz
L 5-Hidroksitri i
- . . 5 ptarnin
HO- CH,—CH,—NH; {Seratonin)

L\\Q//U\N/I/(

‘L\l-asetiltransferaz {NAT)

CH;—CH,— NH —~("};—CH3 N-Asetilserntonin
| 0

CH;—CH,—NH —%‘)~CH3 Melatonin
l o)

Sekil 4: Melatoninin biyosentezi



Pineal bez igerisinde, postganglionik sempatik sinir uglarindaki en dnemli

transmitter norepinefrindir. Giin boyunca ve 1sikta nuc. suprachiasmaticus etkin

olarak bu sinir uglarindan norepinefrin salintmin1 durdurur, karanlikta ise baslatir.

Norepinefrin, pinealosit membranindaki [B-adrenerjik resept6rlere baglanir. p-

adrenerjik reseptorlerin uyartimasi ile hiicre iginde 6nce adenilat siklaz aktive olur

ve CAMP artar. Daha sonra NAT ve dolayisiyla melatonin sentezi artar. Isiga

¢ikmakla, cAMP ve NAT diizeylerinde hizli bir azalma gozlenir. Pinealosit

membranlarinda oc-adrenerjik reseptérler d e mevcut o lup, p ineal fonksiyonunun

diizenlenmesinde -uyarimt artiric bir rol iistlenirler (2, 15, 33, 56, 90), (sekil 5).

Mesencephalon

5-Hidroksitriptamin

¢NAT CKinaz

ey

Protein
sentezi

NE

o-Adrenerjik
reseptdr

N-Asetilserotonin

HIOMT

Melatonin

v

Hypothalamus - Medulla
spinalis

Triptofan Preganglionik

lifler
¥ Pinealosit R-Adrenerji
5-Hidroksitriptafan reseptir
e &
ATP
cAMP NME‘——A

Postganglionik
lifler

Sekil 5: Melatonin biyosentezinin kontrol mekanizmasi. TRH: Tractus

retinohypothalamicus, NSC: Nucleus suprachiasmaticus,
paraventricularis, GCS: Ganglion cervicale superior.

NPV: Nucleus



Melatonin sentezlendikten sonra depolanmadan kana geger ve tiim
biyolojik sivilara (kan, BOS, tiikriik, idrar, sperma, lenf, amniotik sivi, ovaryal
follikiiler s1v1, safra) ve dokulara (siyatik sinir, retina gibi) dagilir (10, 12, 15, 33,
49,59,79, 89, 110, 123).

Melatoninin  yarilanma siiresi 44-57 dakika arasindadir. Baglica
karacigerde ve ikinci derecede bobreklerde metabolize olur. Mikrozomal enzimler
karaciger hicrelerinde melatonini  6-hidroksimelatonine  doniistiiriir.  6-
hidroksimelatonin, siilfat veya daha az olarakta glukoronik aside baglanarak
idrarla atilir. Aymt sekilde metabolize olmayan melatonin ve metabolitleri idrarla
atilir. Melatoninin idrardaki baslica metaboliti, 6-sulfatoksimelatonin’dir (9, 25,
52, 53, 61, 66, 74, 87, 139). Ayrica, melatonin olusumunda 6nciil madde olan N-
asctil serotonin de bir melatonin metabolitidir. Melatoninin kendi prekiirsoriine
doniismesi, melatonin sentezinin kompleks bir “feed-back” mekanizma ile kontrol
edildigini géstermektedir (2, 15, 33).

Melatoninin kandaki konsantrasyonu yasa bagli olarak degismekte olup,
yeni doganlarda diistiktlir. Bu konsantrasyon altinci aya kadar artmakta ve 8-9 yas
civarlarinda maksimum diizeye ulasmaktadir. Puberte dSneminden sonra kan
melatonin diizeyinde belirgin bir azalma goriiliir (11, 56, 57, 101, 108, 121, 122).

[nsanda, melatonin salgilanmas: genellikle 21:00-22:00 saatleri arasinda
baglar ve maksimum konsantrasyon seviyesine 24:00-04:00 arasinda ulasir. Bazal
seviyesine 7:00-9:00 saatleri arasinda diiger. Yetiskinlerde, plazmadaki ortalama
maksimum diizeyleri 54-75 pg/ml’dir (1, 2, 64).

Melatonin diizeyinin yiiksek kalma stiresi karanlhiga baglidir. Bu siire yaz

aylarina nazaran kis aylarinda daha uzundur (15, 56).

10



3.1.2.2 Mclatonin reseptorieri ve dagilimi

'] iyodomelatonin kullanilarak

Cesitli santral ve periferal dokularda 2-[
melatonin reseptérlerinin dagilimi ve farmakolojik 6zellikleri belirlenmistir. Son
zamanlarda hiicre membranlarinda melatonin reseptérleri gosterilmis olup, G-
protein baglantili oldugundan bahsedilmektedir. Genellikle ML1 (Mel,,), ML2
(Mel,) ve ML3 (Mel,.) isimli yiiksek afiniteli ii¢ melatonin reseptorit vardir.
Insanlarda ML1 ve ML2 bulunmustur. MLI1 reseptérii insan kromozumunda
4g35.1° e, MLL2 reseptorii ise 11q21-22 ye lokalize olmugtur (93, 111, 113, 136).

Deneysel olarak yapilan ¢alismalarda, hem beyin hem de diger periferik
dokularda melatonin reseptérlerinin bulundugu belirtilmistir. Beyinde; thalamus,
hypothalamus, hypophysis, corpus amygdaloideum, bulbus olfactorius, plexus
choroideus, nervus opticus, nucleus suprachiasmaticus’ta  melatonin
reseptérlerinin lokalizasyonu bildirilmistir (30, 32, 51, 69, 92, 94, 130). Ayrica,
gz, bobrek, adrenal bez, barsak, kalp, testis, ovaryum, akciger gibi periferik
organlarda da bu reseptorlerin varligindan bahsedilmektedir (30).

Diiz kaslarda da melatonin reseptor alt tipleri bulunmaktadir. Siganlarin
endometriyumunun estrus safhasinda, melatonin reseptérii (MT1) belirlenmis
olup, miyometriyumda lokalizasyonu bulunamamistir (142). Son zamanlarda gebe
ve gebe olmayan insanlarda yapilan bir ¢aligmada ise, MT1 ve MT2 reseptor
isoformlarinin mRNA’smin varligi ve yiiksek afiniteli iyodomelatonin baglayan
miyometriyal dokular gosterilmistir (109).

Uterus disindaki diiz kaslarda da reseptorlerin bulundugunu gosteren

calismalar mevcuttur. Damar diiz kaslarmnda MT1 ve MT2 reseptorierinin
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lokalizasyonu bildirilmistir (27, 76). Benzer sekilde, 6zafagus, mide ve ileum’da

MT1 mRNA varlig1 gésterilmistir (116, 117).

3.1.2.3 Melatoninin Etkileri

Genel olarak endokrinolojik ve non-endokrinolojik olarak iki béliimde
incelenmektedir (33).

3.1.2.3.1 Endokrinolojik Etkileri

Melatoninin, hipotalamus-hipofiz-gonadlar sistemi iizerine direkt ve
indirekt olmak tlizere inhibitr etkisi vardir. Direkt antigonadal etkisini,
gonadlarda mevcut olan reseptorlerine baglanarak gergeklestirir. Indirekt inhibitér
etkisini ise hem hipotalamus diizeyinde GnRH iretimini ve sekresyonunu
baskilayarak hipofizden LH saliniminmi inhibe etmekle, hem de dogrudan hipofiz
tizerine de etki ederek Ca™ ve cAMP gibi hiicre igi ikinci habercilerin diizeylerini
degistirmek suretiyle LH salintmini baskilamakla gostermektedir (2, 7, 15, 16, 33,
40, 56, 63, 90, 91, 112).

Aynt zamanda, diger hipofiz hormonlarinin salgilanmasi iizerine de etkisi
vardir. Bu etkiler; prolaktin salgilanmasinda artis, MSH inhibisyonu,
vazopressin’de artis ve erkeklerde bazal GH sekresyonunun artmasi seklinde
stralanabilir (15, 33, 56).

Bu etkilerin yanisira, tiroid bezi ve bobrekiistii bezi fonksiyonlar: iizerine
de inhibitér etkisi vardir. Bobrekiisti bezlerinde glukokortikoid ve

mineralokortikoid sekresyonunu azaltarak bu etkisini ortaya koyar (7, 33, 56).
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3.1.2.3.2 Non-Endokrinolojik Etkileri

ifmmun fonksiyonun artinlmasi: Bu etkiyi hem endojen opioidler
aracilifnyla hem dogrudan T hiicreleri tizerinde etkili olmak suretiyle gosterir.
Melatonin sentezinin engellenmesi durumunda humoral ve hiicresel immun
reaksiyonlarda azalma ortaya g¢ikar. Yeniden melatonin v erilmesi ile immun
fonksiyon tekrar uyarilir (56).

Uyku ritminin diizenlenmesi: Melatoninin gece boyunca diisiik
diizeyde salgilanmasi uykunun azalmasina, fazla miktarda ve uzun siire
sekresyonu ise uyku isteginin artmasina neden olur (2).

Kardiyovaskiiler sistem iizerinde koruyucu etkisi: Melatonin kanda
kolesterol seviyesini diisiirmekte, atherosklerozis ve hipertansiyon riskini
azaltmaktadir (15).

Lokomotor aktivite iizerinde iInhibitor etkisi: Sicanlarda
melatoninin  yiiksek dozda (400mg/kg) uygulanmasi sonucu motor
aktivasyonda kayip ve kaslarda gevseme goriilmektedir (33).

Vitcut sismun diizenlenmesi:  Vicudun 151 merkezi olan
hipotalamus’un 6n bolimiindeki preoptik sahayi etkileyerek viicut 1sisinda
diismeye sebep olmaktadir (15).

Antioksidan etkisi: Melatonin, hem yagda hem de suda ¢oziinebilir
ozellige sahip olmasi sebebiyle, giiglii bir antioksidandir. Viicudun her
hiicresine niifuz edebilir. Bu sebeple vitamin ve mineral antioksidanlara gére
daha etkilidir. Diger bir 6zelligi de mitokondrileri oksidasyon hasarindan
korumasidir. Bunun yanisira beyinde peroksitleri ortadan kaldiran glutasyon

peroksidaz (GPA)’in etkisini artirmak gibi bir fonksiyonuda vardir (2).
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3.1.2.4 Melatoninin hiicresel mekanizmalar iizerine etkisi

Plazma membraninda bulunan melatonin reseptorleri, G-proteinleri
aracilifayla hiicresel fonksiyonlarini gergeklestirir. Bunu cAMP, c¢cGMP ve
kalsiyum gibi ikinci habercileri etkilemek suretiyle gosterir (124, 127).

Sonug¢ olarak melatonin cAMP ve ¢cGMP’nin hiicre i¢inde birikmesini
inhibe eder (124, 127). Aymi zamanda melatonin, adenilat siklaz’in farmakolojik
aktivatorii olan ve cAMP birikimini uyaran forskolin’i de inhibe eder (23, 38, 80,
125). Ayrica, hem hiicre igerisindeki kalsiyum salimmim hemde hiicre disindan
hiicre i¢ine dogru olan kalsiyum akisinmi inhibe ederek hiicredeki kalsiyum iyon

konsantrasyonunu diisiiriir (124, 127).
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3.2  Kaslarin Fonksiyonel Smiflandirilmasi

Kas dokusu hareketlerin kontroliinii saglamakla goérevlidir. Kas hiicreleri
kasilmak suretiyle hareketleri kontrol ederler. Kaslar anatomik yapilar1 dikkate
almarak diiz kaslar, ¢izgili kaslar ve kalp kasi olmak tizere {i¢ kisimda incelenir (3,
43, 54).

Diiz kaslar, kalp disindaki visseral organlar, damarlar gibi olusumlarda
mevcut olup, istemsiz olarak (irade dist) ¢alisir ve otonom sinirler tarafindan
uyartlir. Cizgili kaslar, hareket sistemi ile ilgilidir ve istemli olarak fonksiyon
goriir. Kalp kasi ¢izgili olmakla birlikte, istemsiz olarak ¢ahsir (3, 43).

Diger bir smiflandirma ise, kontrol mekanizmasi goz Oniinde
bulundurularak yapilan simiflandirmadir. Buna gore kaslar, bilingli kontrol altinda
calisan kaslar ve otonomik innervasyona sahip, istek dig1 faaliyet gosteren kaslar
olarak .ikiye ayrilirlar (39, 45, 82).

Kas hiicreleri baslica iki genel ozellige sahiptirler. Birincisi, tiim kas
hiicreleri aktin ve miyozin adi verilen kontraktil proteinler araciligiyla kimyasal
enerjiyi mekaniksel enerjiye doniistiirtirler. Ikincisi, titm kas hiicreleri hiicre igi

kalsiyumu degistirmek suretiyle aktivitelerini kontrol ederler(39, 45, 82).

3.21 Diiz Kasmn Ozellikleri

Diiz kaslar visseral ve ¢ok birimli diiz kaslar olmak tizere ikiye ayrilir (39,
45). Visseral diiz kaslar baslica barsak, uterus ve tireter gibi i¢ organ duvarlarinda
yer alirlar. Bitigik hilcre membranlarinin kaynagma bolgelerinde gap junction’lar
bulunur (Sekil 6). Bunlar diiz kas hiicrelerinin birlikte fonksiyon yapmalarimi

saglarlar. Cok birimli diiz kaslarda ise kas hiicreleri arasinda baglantilar yoktur ve
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bunlar baslica, gozde iriste bulunurlar. Iskelet kasi ile benzer ozelliklere sahip

olmalarina ragmen, istek dist aktivite gosterirler (35, 39, 45, 54, 82).

Gap junction

Sekil 6: Diiz kas hiicrelerinde gap junction’lar

Diiz kaslar aktin, miyozin ve tropomiyozin i¢germelerine karsilik, troponin
icermezler. Bundan dolayi, kalsiyum troponin yerine kalmoduline baglanir. Aktin
ve miyozin iplikleri diizenli olarak bir araya gelmedikleri i¢in, iskelet ve kalp
kasindan farkli olarak ¢izgisiz bir goriiniime sahiptir. Cizgili kaslarda bol
miktarda bulunan sarkoplazmik retikulum diiz kaslarda az gelismistir (45, 82).

[skelet sistemine bagl kas hiicreleri anatomik ve mekaniksel olarak parelel
bir diizende yerlesmis olup, birbirinden bagimsiz fonksiyon goriirler. I¢ organ
duvarinda yer alan kas hiicreleri ise bagimsiz olarak goérev yapamazlar. Hiicreler
bir digeri ile hem parelel hem de seri halde baglanmis durumdadiriar. Istek dist
aktivite gosteren diiz kas hiicreleri iki goreve sahiptirler. Iskelet kasi hiicreleri gibi
kuvvet ve hareket olusturmalarimin yanm sira, i¢ organ ¢aplarinin muhafazasim da

saglarlar (39, 45, 82).
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3.2.2 Diiz Kasin Uyariimasi

Diiz kas hiicreleri ile postgangliyonik néronun akson uglar1 arasinda siki
baglant1 s6z konusudur. Fakat ¢izgili kasta oldugu gibi ug plak yapist yoktur. Sinir
teli kas hiicresinin membram iizerinde seyreder, bazen membran lizerinde bir
¢Okiintii yapar (82).

Visseral diiz kaslar devaml ve diizensiz kasilmalar gésterir. Bu kasilmalar
sinir aktivitesinden bagimsiz olup, sinirler olmasa da devam edebilir. Membran
potansiyelinde degisiklik hiicreden hiicreye yayilarak birgok hiicrenin kasilmasina
neden olur. Cok birimli diiz kaslar da ise, hiicreler iskelet kasindakine benzer

sekilde birbirinden bagimsiz kasilma gosterirler (45, 82).

3.3 Miyometriyum

Sican uterusu pelvis ve abdomen boslufunda bulunur. Onde vesicae
urinaria, arkada rectum ile komsulugu vardir. Bagirsaklar tarafindan sarilmustir.
Kranial kisimda ovaryumlar bulunmaktadir. Sigan uterusu ¢ift cornu’lu olup, bu
iki cornu caudal tarafta birlesmistir (sekil 7).

Uterus duvart {i¢ katmandan olusur: Tunica serosa (perimetriyum), Tunica
muscularis (miyometriyum) ve tunica mucosa (endometriyum). Perimetriyumu
periton olusturur. Miyometriyum, uterus duvarinin en kalin katmanini meydana
getirir. Buradaki diiz kas hiicreleri i¢ tarafta sirkiiler yOnldi, dig tarafta ise
longitudinal seyirlidir. Endometriyum, diiz bir 6rtii seklinde dis tarafindaki kas

tabakasina yapisik durumdadir (55, 114) (Sekil 8).
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Sekil 7: Sigan uterus anatomisinin goriiniimii. “Greene CE. (1968). The anatomy of the
rat. New series-vol 27 Hatner Publ. Comp. New York and london” alinarak modifiye edilmistir
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Sekil 8: Uterus katmanlarin histolojik gortintimii
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Gebelik siirecinin normal devaminda ve dogumun saglikli bir sekilde
gergeklesmesinde, bazt fizyolojik diizenleyici mekanizmalara ihtiya¢ vardir.
Bunlar ig¢inde miyometriyum aktivitesi en &nemlilerindendir. Miyometriyal
kontraktilite doguma kadar baskilanmaktadir. Miyometriyumun degisiklige
ugramasi ile kastimalar olusur ve dogum olay1 baslar (6, 65).

Gebelik doneminde hacim, sekil ve pozisyon olarak degisiklige ugrayan
uterus, dogum sonrasi eski durumuna doner. Uterusun bu degisiklikleri esnasinda

miyometriyum hiicrelerinin say1 ve biiytikliik olarak arttig1 goriiliir (37).

3.3.1 Miyometriyal aktivitenin iyonik ve elektriksel temeli

Hiicre igeriklerinin dis ortama yayilmasi plazma membrani ile nlenir.
Stoplazmanin hiicre dis1 ortama gore negatif olmasi, iyonlarin diizensiz dagilimi
membran gegisinde potansiyel fark olusturur. Iyonlar farkli 6zellikler tarafindan
diizenlenen kanallar yolu ile hiicre membranimt gecer. Sodyum, kalsiyum, klor
normal olarak hiicre igine nazaran hiicre diginda yiiksek konsantrasyonda mevcut
olup, potasyum hiicre i¢inde daha yiiksektir. Kalsiyum iyonlari hiicre igerisine
girmek suretiyle miyometriyal membran potansiyelini  degistirir  ve
kontraksiyonda 1i¢ sinyal olarak hizmet goriir. Miyometriyumun istirahat
potansiyeli —60 - —35 mV arasinda degisir. Tablo 1°de iyonlarin hiicre i¢i ve hiicre
dis1 konsantrasyonlan 6zetlenmigtir (106, 107).

Table 1: Miyometriyumda hiicre ig¢i ve hiicre disi iyon konsantrasyonlar

Hiicre disi Hiicre ici Hiicre disi / hiicre ici
Na' 137 mmol/L 40 mmol/L 3,4
Ca* 1,5 mmol/L 0,13umoV/L 10*
K* 6 mmol/L 169 mmol/L 0,03
Cr 134 mmol/L 65 mmol/L 2,1
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Miyometriyumda baslica sodyum, potasyum, klor kanallari ve non-selektif
kanallar saptanmustir. Bunlar voltaj bagimli kalsiyum kanallan araciligiyla Ca™
akigim degistirerek membran potansiyelini etkiler (53). Voltaj bagimh (L-Tip),
reseptdr bagimli ve ikinci haberci bagimli kalsiyum kanallar ile kalsiyum girisi
tetiklenir. Ayrica intrasellular depolardan (sarkoplazmik retikulum) sitoplazma

i¢ine kalsiyum iyonu salinir (107) (Sekil 9, 10).

Sekil 9: Reseptor bagimli kalsiyum kanallar

Sekil 10: Voltaj bagimli kalsiyum kanallart
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Depolarizasyon fazinda esik degeri asan kalsiyum, voltaja bagimit
kanallarini acarak hiicre igine girer ve kasiima olayt tetiklenmis olur.
Hiperpolarizasyonda ise bu kanallar kapanir ve gevseme olay1 olusur (77).

Diiz kas hiicrelerinde membran potansiyelinden sorumlu birgok anyonik ve
katyonik kanallar bulunmaktadir. Bunlar arasinda potasyum ve kloriir
kanalllarinin aktivasyonu membran potansiyelini belirlemede bilylik 6neme
sahiptir. Klor hiicre i¢ine aktif transportla tasinir. Sarkolemmal kloriir kanallarinin
aktivasyonu hiicre membraminda repolarizasyona yol acarak diiz kaslarin
gevsemesini  saglar.  Repolarizasyon olusumunda cAMP  aktivasyonu
gerekmektedir. ATP,, a bagh potasyum kanallarinin ag¢ilmasiyla hiicre
membraninin negatif yikii artar, hiicre i¢ine kalsiyum girisi azalir ve hiicrelerde

gevseme gortiliir (24, 29, 131, 143).

3.3.2 Miyometriyumda G-protein sinyal yollar

Hiicre i¢i olaylar, hormonlar, norotransmitterler ve parakrin maddeler
tarafindan diizenlenir. Bunlarin bir kismt hiicre igine girerek, ¢ogu ise hiicrenin
dis tarafinda etkilerini gosterir. Hiicre disinda etkilerini gosteren maddeler, hedef
hiicrelerin plazma membranlarindaki spesifik reseptorlere baglanmaktadir.
Ligand(uyarici)-reseptor etkilesimi, bir takim mekanizmalar aracihigiyla hiicre
icinde ikinci habercilerin olugmasina yol agarak kimyasal reaksiyonlari baglatir.
Cok sayida regiilatér bulunmasina karsilik, bu sekilde ikinci haberci olusumuna
neden olan sadece birka¢ yol bilinmektedir. Bunlarin baslicalari, cAMP, 1P,
(inozitol trifosfat)-DAG (diasilgliserol) ve arasidonik asit yollartdir. Bu yollarin

tiimiinde, ligand-reseptdr etkilesimini izleyen ilk adm G proteinlerinin
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aktivasyonudur (26, 48, 105). G proteinleri membran proteinleri olup, reseptér ile
hiicre i¢i cevabin olugsmasi arasinda aracilik yaparlar. G proteinleri heterotrimerik
ve diisiik molekiil agirlikli (kiigiik) olmak lizere iki gruba ayrilir. Heterotrimerik G
proteininin intraseliiler sinyal ile aktif olarak ilgisi vardir ve miyometriyal
kontraksiyon - relaksiyonun diizenlenmesinde énemli rol oynar (48, 105).

3.3.2.1 Miyometriyumda G proteinleri ve fosfolipaz C

Fosfolipaz C, hiicre disinda bulunan agonistlerin reseptdre baglanmast
sonucu, G proteini aracih@iyla aktivasyon gosterir. Bu enzim, plazma
membraninda mevcut bir fosfolipit olan fosfatidilinozitol bifosfat (PIP;)’1 inozitol
trifosfat (IP3) ve diasilgliserol (DAG)’e pargalar. Hem IP3 hem de DAG ikinci
haberci olarak fonksiyon yaparlar. IP; kalsiyumun hiicre i¢i depolardan
sitoplazmaya gegmesine yol agar. DAG ise, protein kinaz C’yi aktive eder. Protein

kinaz C, hiicre ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda ise karisir (105) (Sekil 11).

ilac

Sekil 11: Tkinci haberci olarak IP; ve DAG

22



3.3.2.2 Miyometriyumda G proteinieri ve adenilat sikiaz

Adenilat siklaz hiicrenin plazma membranina baglanmistir. Uyarici bir
ligandin reseptdre baglanmas: ile aktive olur ve hiicre i¢inde ATP’den cAMP
olusumunu saglar. Artan cAMP ikinci haberci olarak proteinlerin
fosforilasyonunu saglayan bir protein kinazi aktive eder (105).

Biitiin  eksitasyon-reaksiyon sistemlerinde hiicrenin uyarilmas: ile
cAMP’nin artmast ve hiicre i¢ine kalsiyum alintmunin artmasi beraber

olusmaktadir.

3.3.3 Miyometriyal aktiviteyi etkileyen endokrin faktorier

Endokrin faktorler miyometriyal aktivitenin kontroliinii saglayarak,
gebeligin devami ve sonlanmasinda etkili olmaktadir. Miyometriyum’un
aktivitesinin kontroliinde, oksitosin, 6strojen, progesteron, kortikotropin salgilatict
hormon (CRH), adrenokortikotrop hormon (ACTH) un rol aldigi bilinmektedir.
Norohipofizer hormon olan oksitosin dogum esnasinda uterus kaslarina
kontraksiyon yaptirir. Ostrojen, gebeligin sonlanmast ve dogum olaymin
baglamasinda rol alir. Progesteron, miyometriyum aktivitesini baskilayarak
gebeligin  devamimi saflamaktadir. Plasentada sentezlenen CRH ve fetal
hipothalamo-hipofizo-adrenal akstan salgilanan ACTH ise miyometriyum

aktivitesini artirmaktadir (5, 72, 73).
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3.34  Miyometriyal kasiimanin diizenlenmesi

Myometriyumda hiicrelerin igsel aktivitelerinin regulasyonu sonucu
kasilma-gevseme olayr olusur. Miyometriyal diiz kas hiicreleri (miyosit) spiral
demetler halinde dizilmekte olup, boylart gebelikte 5-10 pm’den 300-600 um’ye
kadar degisebilmektedir. Diger diiz kas hiicreleri gibi aktin ve miyozin kontraktil
proteinlerinden olusan ince ve kalin flamentler igerirler. Kalin flamentler miyozin,
ince flamentler ise aktin icerir (14, 37, 65).

Aktin ve miyozin fibrilleri hiicre iskeleti gibi islev gérmektedir. Miyozin
hekzamer yapili globiiler bir bag ile helikal kuyruk kismindan olusmaktadir.
Globiiler bas ATP,, (adenozin trifosfataz) aktivitesi igermekte olup, aktinle
etkilesimde rol oynar. Kuyruk kismi ise fosforilasyon bolgeleri icerir ve kalsiyum
ile kalmodilini baglar. Aktin miyozinden daha kii¢tiktlir. Magnezyum bagimh
miyozin ATP,, ile aktif hale gelen aktin flamentleri akto-miyozin formasyonunu
olusturur (37, 53).

Myometriyal hiicrelerde kastimanin diizenlenmesinde iskelet kasinda
oldugu gibi kalsiyum iyonlart rol oynar. Ancak, diuz kaslarda sarkoplazmik
retikulum iyi gelismediginden, kasilma igin gerekli olan kalsiyum, daha ziyade
ekstraselliiler sividan gelir. Voltaj bagimli kalsiyum kanallari aracihigiyla
kalsiyum hiicre igine girer. Diiz kaslarda, troponin yerine kalmodulin proteini
mevcuttur. Kalmodulin 148 aminoasitten olugsmus bir proteindir ve dort yaprakli
yoncayr andiran bigimde kivrimlar yapar. Bu dort yonca yapragi bicimin
ortalarinda kalsiyum baglayan bolgeler vardir (39, 45, 82).

Kasin uyarilmasi ile hiicre igine giren kalsiyum iyonlari, kalmodulin

proteini ile iliskiye girer. Aktive olan kalmodulin ise miyozin hafif zincir kinaz
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enzimini aktive eder. Aktive olan bu enzim ise miyozin hafif zincirine bir fosfatin
transferini saglar ve boylece kasilma olayr meydana gelir. Kalsiyum diizeyinin
azalmasiyla miyozin hafif zinciri baglangigtaki inaktif durumuna déner ve
gevseme meydana gelir. Fosforile olmamis durumdaki miyozin hafif zinciri
kasilmaya engel olur (3, 53, 71, 104, 106), (sekil 12).

Miyozin, kasta bulunan fosfataz enzimi tarafindan defosforile edilir.
Ancak, bunun gevsemeye yol agmasi zorunlu degildir. Defosforile olmus bulunan
miyozin baslari, kalsiyum iyon konsantrasyonu azalmis olmasina ragmen, bir siire
daha aktine baglh kalabilirler. Boylece, az enerji harcanmasina karsilik kasilmanin

daha uzun siire muhafazast miimkiin olabilir (39, 45, 82).
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Sekil 12: Miyometriyusmmda MLCK fosforilasyonunun ve kalsiyum
iyonunun kastlma-gevseme olaymndaki basamaklar:.
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34 Melatoninin diiz kas kasilmasi lizerine etkileri

3.4.1 Miyometriyum kasilmasi iizerine etkileri

Pineal bez ve onun asil hormonu olan melatonin, endokrin ritmin
diizenlenmesi, antigonadal aktivite, serbest oksijen radikallerinden korunma ve
degisik immun fonksiyonlarin noroendokrin diizenlenmesini igeren fizyolojik
durumlarda gorev almaktadir (36, 44, 58, 62, 63, 138).

Hormonun diiz kas tonusuna da etkileri mevcut olup, diger diiz kaslardaki
etkileri ile ilgili yaygin ¢aligmalar olmasina ragmen, miyometriyum kasilmasi
tizerine etkileri ile ilgili ¢alismalar daha az sayidadit. Melatonin, spontan ve
oksitosin ile indiiklenen miyometriyum kontraksiyonlan iizerinde inhibitér bir
etkiye sahiptir. Bununla birlikte uterus kontraksiyonlar1 izerine olan bu inhibitsr

etkisinin detayli mekanizmalar tam olarak ortaya konulmamistir (5, 42).

3.4.2 Miyometriyum disindaki diiz kaslara etkileri

Miyometriyum disinda kalan diger diiz kaslar tizerine de etkileri vardir. Bu
hormonun damar diiz kaslarinda gevgemeye neden oldugu ifade edilmistir (119).
Siganlarda, ince ve kalin barsak yapisinda bulunan diiz kaslarin kasiimasini
azalttiga gorilmustiir (47). Benzer sekilde melatoninin mide diiz kaslan iizerinde
etkili oldugu ve doza bagl olarak serotonin ile inditklenen kontraksiyonlart inhibe

ettigi bildirilmistir (117).
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4. MATERYAL VE METOT
Arastirma, Firat  Universitesi Deneysel  Aragtimalar  merkezi
(FUTDAM)’dan temin edilen gebe olmayan yetiskin Wistar cinsi siganlar
tizerinde gergeklestirildi. 21 °C oda 1sisinda, 12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat
karanlikta (19:00-7:00) tutulan siganlar, 6zel olarak yaptirilan kafeslerde beslendi.
Celik kaplarda yem ve cam biberonlarda su ( normal cesme suyu ) verildi. Hayvan
yemleri Yem Sanayii T.A.S’nin Elazig Fabrikasinda hazirlandi ( Tablo 2).

Tablo 2 : Kullanilan si¢gan yeminin terkibi (g/kg).

Bugday 150
-Mls1r 100
Arpa 270
Kepek 80
Soya 294
Balik Unu 80
Tuz | 6
*Kavimix VM 23-Z 12
Methionin 2
[**DCP | 16

*1 graminda: 4800 1U A, 960 1U Dy, 12 mg E, 0.8 mg Ka, 0.8 mg By, 2.4 mg B,
11.2 mg Bg, 0.006 mg By, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3.2 mg Cal. D. Panth.,
| 0.32 mg Folic acid, 0.02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc
{Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0.8 mg I, 0.2 mg Co, 0.06
{mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

**9% 18 fosfor, %25 kalsiyum, %0.2 flor’dan olusur.
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4.1 Krebs Soliisyonu

Extraseliiler sivilarda olan krebs solusyonu, memeli hayvanlarin hiicre dis1 sivi
iceriklerinin osmotik dengelerinin korunmast amaciyla kullanilmistir. Krebs
solisyonunun igerigi (mM/L): NaCl: 154; KCI: 5,4; MgSOy: 1,2; glukoz: 12;
CaCly: 2 ve HEPES: 10 olmak lizere her giin taze olarak hazirlandi ve pH’s:

kontrol edilerek gerektiginde 1 M NaOH.ile 7.4’¢ ayarlandi.

4.2 Deney Diizenegi

Calismada kullamlan organ banyosu iki hazneli bir sistemdir. Bu sayede iki
ayrt diiz kas seridiyle aynt anda ¢aligilabilmektedir. Sistemin tniteleri sunlardan
olugmaktadir (Resim 1):
1- Oksijen-karbondioksit kaynagt
2- Organ banyosu
3- Termosirkiilator
4- Amplifikator

5- Kayit tinitesi

4.2.1 Oksijen-karbondioksit kaynag:

%95 oraninda oksijen ve %5 oranida karbondioksit saglamaktadir.

4.2.2 Organ banyosu:

Igerisinde %950ksijen ve %5 karbondioksitle stirekli gazlandirilan termostat
kontrolu ile 37°C’de sabit tutulan, krebs soliisyonu bulunan 1s1 geketli ¢ift geperli

bir cihazdir. 4 kisimdan olusmaktadir (Resim 2).
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4.2.2.1 Kirebs soliisyonunun depolandigi kisim:

500 ml hacime sahiptir ve i¢ i¢e iki katmandan olusur. Bunlarin arasindaki
boslukta termosirkiilatérden gelen su bulunur. I¢ katmanm iginde ise krebs
soliisyonu mevcut olup, buradan istenilen miktarda alinip kullanilabilmektedir
(Resim 2).

4.2.2.2 Hazneler:

10 ml hacme sahiptir. Bunlarda i¢ ige iki katmandan olusmaktadir. Yine iki
katman arasinda termosirkiilatrde 1sitilmis su bulunmaktadir. I¢ katmanin iginde
ise krebs soliisyonu ve c¢alismalarda kullanmilan diz kas seritleri mevcuttur.
Miyometriyum seritleri biri hazne iginde digeri disinda yer alan iki ¢engel arasina
ipek iplik yardimiyla asilmaktadir (Resim 2).

4.2.2.3 Kanal ve Kapak sistemi:

Bu sistem yardimiyla krebs soliisyonunun tiim organ banyosu boyunca
dolagimi saglanmaktadir.

4.2.2.4 izometrik Transducer:

Bu alet sayesinde hazneler iginde yer alan diiz kas seritlerinde meydana gelen
izometrik kontraksiyonlardan kaynaklanan fiziksel kuvvetler algilanir ve bu
fiziksel kuvvetler elektriksel sinyallere cevrilerek, Olglimler degerlendirme
linitesine sevkedilir (Resim 1).

4.2.3 Termosirkitiator:

Igerisinde distile su bulunmakta olup, termosirkiilatér mevcut suyu 36,7 oc
ye kadar isitmaktadir. Isitilan su krebs solusyonunun depolandigi alana ve
haznelere ¢esitli yollarla gitmektedir. Krebs solusyonunun depolandigi alan ve

hazneler i¢ ige iki katmandan olustugundan, katmanlar arasinda bir bogluk yer
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almaktadir. Termostat hassasiyet araligt 36,7 + 0,1 °C dir. Termosirkiilatsrden
gelen 1sitilmis su bu boslukta dolasmakta ve bdylece ortamin viicut sicakliginda
olmasi saglanmaktadir (Resim 1).

4.2.4 Amplifikator:

Transducerden gelen elektriksel sinyalleri alir ve bunlari amplifiye eder. Yani
bu elektriksel sinyaller daha da biiyiiltiiliir (Resim 1).

4.2.5 Kayit iinitesi:

Bilgisayar ve yazilim programindan (Biopac) olugsmaktadir. Yapilan ¢alisma
sonuglarinin kisiler tarafindan gozlenmesini saglamaktadir. Bu sonuglar pikler
seklinde monitére yansimaktadir. Piklerin frekans ve amplitiitierine bakarak

caligma ile ilgili yorumlar yapilmaktadir (Resim 3).

4.3 Deney uygulama asamalar

Calisma protokolii Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu tarafindan
onaylandi. Vajinal simir ile diizenli siklus gosterdigi tespit edilen 200-250 gram
agirhiindaki gebe olmayan 30 adet yetiskin Wistar cinsi sicanlar ¢alismalara dahil
edildi.

Ostrus evresindeki siganlar dekapite edildikten sonra hizla batin acildi. Uterus
cikarilip, icerisinde krebs solusyonu bulunan petri kutusuna almdi. Ist +4 °C idi.
Uterus parcalarinin ovaryumlara yakin uglan enine kesildi ve en ug¢ noktas: atildi.
1X0.2X0.1 cm. boyutlarinda miyometriyum kesitleri hazirlandi (Resim 4, Resim
5). Kesitler 1 gramlik istirahat gerimi altinda asilarak izometrik kasilmalar kayit

edildi.

31



Cahsmamizin 1. asamasi: Melatonin hormonunun izole sigan uterusunda,
oksitosinle inditklenmis kasilmalar iizerine etkisinin aragtirilmasi amaglandi. 30
dakika ile 2 saat arasinda spontan kasilmalar gdzlendi. Bu kasilmalar bittikten
sonra miyometriyum kesitleri oksitosin (6,5.10" U/ML, Sigma) ile indiiklendi.
11,6mg melatonin (Sigma) 100 pl etilalkolde hazirlanarak organ banyosuna 1mM,
3mM, SmM dozlarinda uygulandi. Her giin taze olarak hazirlanan bu ajanin
1stktan korunmastna 8zen gosterildi.

Cahsmamizin 2. agamasi: Bir melatonin reseptdr antagonisti olan luzindolun,
izole sican uterusunda, oksitosinle indiiklenmis kasilmalar iizerine etkisinin
arastiritmast amaclandi. 30 dakika ile 2 saat arasinda spontan kasilmalar gozlendi.
Spontan kastimalar bitince miyometriyum kesitleri oksitosin (6,5.10™ U/ML,
Sigma) ile stimiile edildi. Kontrol kayitlarmi takiben banyo haznesine 10’ar
dakikalik peryotlar halinde luzindolun farklt dozlart (107 M, 10° M, 10° M, 10™
M) kiimiilatif olarak uygulandi.

Melatoninin ve luzindolun bitiin etkileri, taze krebs solusyonu ile
miyometriyal pargalarin 2-3 kez yikanmasindan sonra (yaklagtk 30 dakikada) geri
doniistimli oldugu gériilmistiir.

Melatonin ve luzindole uygulanmas ile elde edilen [zometrik kasilmalar, giic
dontistirtici ve amplifikatér araciligiyla bilgisayar sistemine kaydedildi.
Kasiimalarin genlik ve frekans parametrelerine uygun pikler halinde elde edildigi
alanlar v e amplitiitler yazilim programinda (Biopac) otomotik o larak b elirlendi.
Oksitosin uygulandiginda elde edilen degerler %100 kabul edildi ve kontrol grubu
olarak degerlendirildi. Doz kayitlaninda okunan pik alanlarnin ve pik

amplitiitlerinin kontrol grubuna gore % degisim oranlar: hesaplandi.
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4.4 istatistiksel analiz

Biitiin veriler ortalama * standart hata (Mean + SEM) olarak belirlendi.
Melatonin  grubundan  elde edilen  sonuglarin  istatistiksel  olarak
degerlendirilmesinde Nonparametrik Wilcoxon Signed Ranks Test uygulandi.
Luzindol grubundan elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde ise,
Nonparametrik Friedman Testini takiben Wilcoxon Signed Ranks Testi ile gruplar
arasindaki fark belirlendi. p<0.05 anlamli kabul edildi. Biitiin istatiksel
degerlendirmeler ve grafikler SPSS 10.0 program: kullanilarak bilgisayar

ortaminda gergeklestirildi.
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RESIM 1: Deney diizeneginin goriintimii.



RESIM 2: Krebs soliisyonunun depolandigi kisim ve hazneler (Organ

banyosu).



RESIM 3: Kayit tinitesinin goriintimii.



RESIM 4: Petri kutusuna alinan uterusun organ banyosunun haznelerine

alinacak kesitlerinin hazirlamgi.



RESIM 5: Kastimalar i¢in hazneye yerlestirilen uterus kesitinin goriiniimii.



5. BULGULAR

5.1 Oksitosinle indiiklenen kasiimalara melatoninin etkisi

30 dakika ile 2 saat arasinda spontan kontraksiyonlar meydana geldi. Bu
kasilmalar bittikten sonra miyometriyum aktivitesi oksitosin uygulanarak anlaml
bir sekilde artirildi. Oksitosin ile indiiklenen miyometriyal kontraksiyonlarin
ortalama pik alanlart % 100 olarak degerlendirilip, kontrol grubu olarak kabul
edildi. Bu kontrol gruplarimin ortalama pik alanlarinin yiizdesi, melatoninin farkl:
konsantrasyonlarinin uygulanmasi ile elde edilen kasilmalarin pik alanlarinin
ylizdesi ile karsilastirildi.

Melatonin doz bagiml olarak oksitosin ile indiiklenen kasilmalart inhibe
etti. Miyometriyal pargalara melatoninin ImM konsantrasyonunun uygulanmasi
ile kasilmalarin ortalama pik alanlar1 87,50 + 1,39 (n=8; p=0.011) olarak bulundu.
Verilen bu dozda kasilmalarnn ortalama pik amplitiitleri 88,63 + 1,46 (n=8;

p=0.011) olarak elde edildi (Sekil 13, Grafik 1,2).

&5 19 ML
ot

Tg

5 duk.

Sekil 13: Oksitosin ile indiiklenen sican miyometriyum kastlmalarina,
ImM melatoninin etkisi.
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Grafik 1: Oksitosin ile indiikklenen sigan miyometriyum kasilmalarina
1mM melatoninin etkisi. Veriler pik alanindaki yiizde degisim orani olarak ifade
edilmistir (* p=0.011).
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Grafik 2: Oksitosin ile indiiklenen sican miyometriyum kastlmalarina
ImM melatoninin etkisinin, pik amplitiit degerinin yilizde degisim oramnmn
gosterilmesi (*p=0.011).
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Benzer sekilde, uterustan alinan farkli miyometriyal parcalar oksitosin ile
indiiklendikten sonra melatoninin 3mM olarak uygulanmas: ile kasilmalarin
ortalama pik alanlart 37,22 + 8,58 (n=9; p=0.008) olarak bulunmustur. Bu
konsantrasyonda kasilmalarin ortalama pik amplitiitleri 45,44 + 9,90 (n=9;

p=0.008) idi (Sekil 14, Grafik 3,4).

65109 UML 3 md
414 MILT

i }

Sekil 14: Oksitosin ile indiiklenen sican miyometriyum kasilmalarina
3mM melatoninin etkisi.
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Grafik 3: Oksitosin ile indiiklenen sigan miyometriyum kasilmalarina
3mM melatoninin etkisi. Veriler pik alanindaki yiizde degisim orani olarak ifade

edilmistir (*p=0.008).
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Grafik 4: Oksitosin ile indiiklenen sigan miyometriyum kasilmalarina 3
mM melatoninin etkisinin, pik amplitiit degerinin ylizde degisim oram olarak

gosterilmesi (*p=0.008).
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Melatoninin son uygulanan dozu SmM 1di ve bu yiiksek doz gebe olmayan
sicanlarda oksitosin ile indliklenen kontraksiyonlari tamamen inhibe etti. Yine
miyometriyal pargalarin kasilmalart oksitosin ile artirildiktan sonra 5mM
melatonin verilmesi ile kontraksiyonlarin ortalama pik alanlari 0 (n=8; p=0.003)
olarak bulundu. Ortalama pik amplitiitleri ise 0 (n=8; p=0.003) degerindeydi

(Sekil 15, Grafik 5, 6)

6,510 ML 5 M
T MLY

0y
i i

Sekil 15: Oksitosin ile indiiklenen sigan miyometriyum kasilmalarina
5 mM melatoninin etkisi.
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Grafik 5: Oksitosin ile indiiklenen sigcan miyometriyum kasilmalarina
5mM melatoninin etkisi. Veriler pik alanindaki yiizde degisim orani olarak ifade
edilmistir (*p=0.003).
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Grafik 6: Oksitosin ile indiiklenen sican miyometriyum kasilmalarina
5mM melatoninin etkisinin, pik amplitiit degerinin yiizde degisim orami olarak
gosterilmesi (*p=0.003).
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Oksitosinle indiiklenen kasilmalar, 2 mM melatonin ile %20 oraninda
inhibe edildikten sonra 100 uM luzindol uygulandi. Kasilmalarin geri donmesi

beklenirken, tamamen inhibe oldu (Sekil 16).

6 510~ WML M
oT HMLT
+
+ 100
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Sekil 16: Oksitosin ile indiklenen sigan miyometriyum kasimalarina
melatonin ve luzindolun etkisi.
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5.2  Oksitosinle indiiklenen kasilmalara luzindolun etkisi

Melatoninin inhibitér etkisinde iyon kanallarinin veya reseptorlerin
muhtemel rollinli arastirmak igin bir melatonin antagonisti olan luzindolun
kiimiilatif olarak uygulanmas: ile ilave deneyler yapimistir. Bu amagla gebe
olmayan siganlarin miyometriyal pargalari kullanildi. 30 dakikalik denge
peryodundan sonra spontan kasilmalar olustu. Bu kontraksiyonlar sonlandiktan
sonra oksitosin ile miyometriyal kasilmalar artirildi. Oksitosin ile indiiklenen
miyometriyal kontraksiyonlarin ortalama pik alanlan % 100 olarak
degerlendirilip, kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu kontrol gruplarinin ortalama
pik alanlarinin yiizdesi, luzindolun10"M, 10°M, lO'SM, 10"M dozlarinda
kiimiilatif olarak uygulanmasi elde edilen kasilmalarin pik alanlarinin yiizdesi ile
karsilastirildi.

Luzindol, oksitosin ile indiiklenen kasilmalar melatonin ile benzer sekilde
inhibe  etti. Melatonin uygulamasina benzer sekilde miyometriyum
kontraksiyonlari oksitosin ile indiiklendikten sonra, 1u7,ind01un10'7M, 10°%M, 107
M, 10*M dozlarinda kiimiilatif olarak uygulanmast ile kasilmalarin ortalama pik
alanlar1 99,50 + 0,34 (n=6; p=0.180), 98,50 + 0,81 (n=6; p=0.102), 95,67 + 1,82
(n=6; p=0.026), 0 (n=6; p=0.014) olarak bulunmustur. Luzindolun aynt dozlarinda
ortalama pik amplitiitleri 98,50 + 0,85 (n=6; p=0.109), 94,50 + 3,28 (n=6;
p=0.068), 91,17 + 4,09 (n=6; p=0.027), 0 (n=6; p=0.014) idi (Sekil 17, Grafik 7,
8).

Luzindolun doz etkileri incelendiginde 107M ve 10°M dozlarinda
kasilmalari anlamli olarak inhibe etmedigi (p>0.05), ancak 10°M ve 10"M

dozlarinda bu kasilmalari inhibe ettigi tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 17: Oksitosin ile indiiklenen sigan miyometriyam kasiimalarina,
kiimiilatif uygulanan luzindolun etkisi.
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Grafik 7: Oksitosin ile indiikklenen sican miyometriyum kasilmalarina
kiimiilatif olarak uygulanan luzindolun etkisi. Veriler pik alanindaki yiizde
degisim orani olarak ifade edilmistir (* ve # : digerleri ile karstlastinldiginda
p<0,05).

__ 110 +

% 160 +

= 90+

S 80+

g 70t

N80

< 50+

S 40 +

S 30+

E 201 ;

X 401 ; #
8 o - |

Oksitosin 0ApuMLZD 1pMLZD 10pM LZD 100 uM LZD

Grafik 8: Oksitosin ile indiiklenen sigan miyometriyum kasilmalarina
kiimiilatif olarak uygulanan luzindolun etkisinin, pik amplitiit degerinin yiizde
degisim orami olarak gosterilmesi. (* ve # : digerleri ile karsilastinildiginda
p<0,05).
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6. TARTISMA

Melatonin hormonunun uterus kontraksiyonlari tizerine inhibit6r bir etki
gosterdigi kabul edilmektedir. Ancak bu inhibisyon mekanizmasiyla ilgili stmrh
sayida arastrma bulunmaktadir. Caligmamizda, melatoninin ve bir melatonin
antagonisti olan luzindolun izole sigan uterusunda oksitosinle indiiklenmis
kasilmalar {izerindeki etkisi arastirnldi. Bulgularimiz luzindolun siganlarda
oksitosinle indiiklenmis uterus kasilmalarini, doz bagiml olarak, melatoninie
benzer sekilde inhibe ettigini gosterdi. Bu durum, melatonin ve luzindolun hem
iyon kanallar: tizerinden etkili oldugunu hem de melatonin reseptdr alt gruplarinin
bu olayda farkli etkilere sahip olabilecegini diislindiirmektedir.

Daha o6nce yapilmis olan g¢aligmalarda uterus, damar ve mide diiz
kaslarmmda melatonin reseptdrlerinin lokalizasyonu, alt tipleri ve biyokimyasal
ozellikleri tespit edilmistir.

Melatoninin insanlarda miyometriyal fonksiyonlarin diizenlenmesinde
endokrin bir sinyal olarak yardimci olduguna dair ¢alismalar da mevcuttur. Gebe
ve gebe olmayan kadinlarin miyometriyumunda MT1 ve MT?2 reseptor alt tipleri
gosterilmistirz. Bu durum, miyometriyal fonksiyonlarin diizenlenmesinde yeni
terap6tik ajanlarin belirlenmesine yardimer olabilir (109).

Zhao ve ark. (142) ostrus donemindeki sican uterusunda melatonin
reseptSrierinin  lokalizasyonu, alt tiplerini ve biyokimyasal &zelliklerini
belirlemislerdir. Bir melatonin ligandi olan, 2—[1251] iyodomelatonin ile
otoradyografide sigan uterus endometriyumunda MT1 reseptdr alt tipinin
bulundugunu ve melatoninin uterus fizyolojisinde dnemli rol oynadiim ortaya

koymugslardir.
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Zhao ve ark’nin (141) siganlar {izerinde yaptiklari diger bir ¢alismada,
antimesometriyal stromal hiicre kiiltiirlinde MT!l  reseptér  varhigim
gostermislerdir. Ayrica melatoninin doza bagimlhi olarak forskolin tarafindan
stimule edilen cAMP birikimini inhibe ettigini ve bu inhibisyonun pertussis toksin
ile tersine dondiirtldiigtinii tespit etmislerdir. Sonug olarak, melatoninin sican
uterus endomesometriyal stromal hiicre proliferasyonunu MT1 reseptor aracilig
ile inhibe ettigini ileri stirmuslerdir. Bu etkide pertussis toksin duyarl: adenilat
siklazi aktive eden Gj proteinlerinin Snemli roli oldugunu bildirmislerdir.

Ayar ve ark. (5) siganlar lizerinde yaptiklart c¢aligmalarinda ise,
melatoninin  doza bagli olarak gebe ve gebe olmayan si¢anlarin
miyometriyumunda spontan ve oksitosin ile indiiklenen kontraksiyonlar1 inhibe
ettigini  gOstermislerdir. Ayrica, bu inhibisyonun PGF,, uygulamast ile
engellendigini  ve miyometriyal kontraktilitenin  eski haline geldigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde Gimeno ve ark. (42), siganlarda spontan ve
oksitosinle indiiklenen miyometriyum kasilmalarini melatoninin inhibe ettigini,
ancak overektomili siganlarda PGF,, ile indiiklenen kasilmalart inhibe etmedigini
bildirmiglerdir. Rillo ve ark. (98) da, carbachol ile indiiklenen uterus
kastimalarinin melatonin uygulamas: ile inhibe oldugunu ifade etmislerdir.
Melatonin hormonunun miyometriyal kontraktilite tizerine olan inhibitér etkisivle
ilgili olarak, yaptigimiz ¢aligmanin bulgulant yukaridaki arastirmalarin sonuglar
ile uygunluk gostermektedir.

Melatoninin miyometriyum kastlmalari {izerindeki inhibitor etkisinin
mekanizmasinin belirlenmesi amaciyla galigmalar yapilmustir (5, 84). Ayar ve

ark. (5) miyometriyum kontraksiyonlarinda melatoninin gdsterdigi bu inhibitor
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etkide Ca*? aktiveli K* kanallariin muhtemel roliinii aragtirmak icin Ca*? aktiveli
K" kanal blokiirii apamin kullanmiglardir ve sonug olarak apaminin bir degisiklik
olusturmadigini tespit etmislerdir.

Miyometriyal = kasilmalar  {izerine  melatoninin  sebep  oldugu
inhibisyonunun muhtemel diger bir mekanizmasi ise melatonin ile kalmodulin
arasindaki  etkilesimden dolay1 olabilecegi bildirilmistir. Melatoninin Ca*™
aktiveli kalmoduline yiiksek afinite ile baglandigi tespit edilmistir. Boylece
melatoninin Ca™ kalmodulin kompleksini, dolayisiyla miyozin hafif zincir kinaz
aktivasyonunu 6nleyebilecegi ileri stirtilmiistiir (84).

Bizim c¢aligmamizin aksine, Martensson LG ve arkadaglar1 (75), melatonin
hormonunun tek basina miyometriyal kontraktiliteyi degistirmedigini, oysa
melatoninin noradrenalin ile kombinasyonunun miyometriyal kontraksiyonu
artirdigini belirtmislerdir.

Gebe koyunlarda yapilan in vivo bir galismada melatonin verilmesinin
miyometriyum kasilmasi tizerine etkisinin olmadig: bildirilmistir (102)

Miyometriyumda ve diger diiz kaslarda melatoninin neden oldugu farkh
cevaplarin nedeninin ise, doku ve tlirlere bagl olarak degisik reseptdr alt tiplerinin
bulunmasindan dolay: oldugu bildirilmistir (142).

Melatoninin miyometriyum kasilmalar {izerine olan inhibitér etkisinin
klinik yonden onemli oldugu belirtilmistir. Spontan abortusun gelisimi pineal
bezin yeterince melatonin salgilayamamasinin  bir sonucu olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (103).

Bununla birlikte, melatoninin miyometriyum disinda kalan diiz kaslar

lizerine de etkilerinin oldugu bildirilmistir. Melatonin hormonunun damar diiz
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kaslarinda iki tip reseptoriinin oldugu tespit edilmistir. MT1 reseptoriiniin
vazokontriiksiyona, MT2 reseptoriiniin ise vazodilatasyona aracilik ettigi
gosterilmistir (27).

Satake ve ark.’nin (108) tavsana ait isole aorta, iliac ve renal arterlerde, 5-
hydroxytryptamine (5-HT) ile indiiklenen kontraksiyonlarin melatonin
uygulamast ile inhibe oldugunu, bu etkisinin hiicre i¢i depolardan Ca™ akisindan
ziyade, reseptér bagimii kalsiyum kanallarindan kalsiyumun akist ile ilgili
olabilecegini belirtmislerdir. Benzer sekilde Weekley (132), siganlar {izerinde
yapmis oldugu c¢alismasinda, melatoninin aorta diiz kaslarinda relaksiyona yol
agtigin1 ve melatonin hormonunun dusiik dozunun, damar diiz kasinin beta
adrenerjik cevabinda bir degisiklik olusturmadigini, alfa-1 ve alfa-2 adrenerjik
cevabt azalttifimi belirtmistir. Yine Weekley baska bir caligmasinda (133),
melatoninin pulmoner arter ve ven duvarlarindaki diiz kaslarda gevsemeye neden
oldugu bildirirlerken, Ting ve ark. (119) da melatoninin domuzlarda arter
yapisindaki diiz kaslarda gevsemeye neden oldugunu belirtmislerdir.

Muck ve ark. (81) ise, insan aortik diiz kas hiicre kiiltiirleri ilizerinde
yaptiklar1 galigmalarinda, melatoninin voltaja bagimli kalsiyum kanallar tizerine
etkili olmadigim, oysa dstradiol ile kombinasyonunda kalsiyum kanallarint inhibe
ettiini gOstermislerdir. Benzer sekilde Doolen ve ark. (28) sican kaudal arteri
iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda 17B-estradiol’{in, melatoninin MT; reseptdrleri
aracithifiyla meydana getirdigi vazodilatator etkisini artirdigin tespit etmislerdir.

Reprigny ve ark. (96) da, pinealektomili sicanlarda serebral arteriyol
duvarinda olusan gerilmenin melatonin uygulamasi ile &nlendigini ortaya

koymugslardir.

52



Capsoni ve ark. (22) ise siganlar lizerinde yaptiklari calismada,
melatoninin willis poligonunu olusturan arterlerde forskolin ile stimule edilmis
cAMP iiretimini inhibe ettigini ve bdylece vazodilatasyona yol agtigimi ifade
etmislerdir. Ayrica melatoninin bu etkisinin pertussis toksin ile onlendigini tespit
etmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari, siganlarin serebral arterindeki melatonin
reseptorlerinin pertussis toksine duyarlt G-proteinleri yoluyla ikincil habercilerle
baglantil: oldugunu ortaya koymaktadir.

Diger yandan melatoninin sican kaudal ve serebral arterlerinde doz
bagimli olarak vazokontriiksiyona sebep oldugu (95, 41), fakat norepinefrin ile
indiiklenen vazokontriiksiyonu inhibe ettigi bildirilmistir (137). Pache ve ark. (85)
domuz siliar arteri {izerinde yapmus olduklart g¢alismalarinda, melatoninin
vazokontriiksiyona neden oldugunu ortaya koymuslardir. Benzer sckilde domuz
koroner, sigan kaudal ve insan umbilikal arterinde yapilan calismalarda,
melatoninin doza bagl olarak vazokontriiksiyona neden oldugu gosterilmistir (34,
83, 129, 134).

Bununla birlikte, melatoninin mide, ince ve kalin barsak yapisindaki diiz
kaslar tizerine etkileri ile ilgili galigmalar da mevcuttur (13, 47, 70, 97, 117). Storr
ve ark. (117) siganlar tizerinde yaptiklar galismalarinda, melatonin hormonunun
mide diiz kaslar tzerinde etkili oldugunu ve doza bagh olarak serotonin ile
indiiklenen kontraksiyonlari inhibe ettigini belirtmislerdir.

Yine sicanlarda yapilan deneysel ¢aligmada, melatoninin ince ve kalin
barsak yapisindaki diiz kaslarin kasilmasinda azalmaya sebep oldugu bildirilmistir
(13, 47). Fakat Lucchelli ve ark. (70) ise, melatoninin guinea pig kolon diiz

kasinin kontraksiyonuna neden oldugunu gostermislerdir.
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Melatonin hormonunun, diiz kaslar disindaki dokularda da hiicre i¢ci cAMP
seviyesi ve kalsiyum seviyeleri tizerine etkilerinin oldugu bildirilmektedir ( 126,
128, 140).

Yeni dogan siganlarda yapilan bir ¢alismada, gonadotroplarda GnRH ile
indiiklenmig kalsiyum giriginin melatonin uygulamasi ile inhibe oldugu
bildirilmigtir. Melatoninin bu etkisini, voltaj bagimli L-tip kalsiyum kanallarin ve
riyanodin  duyarh depolardan kalsiyum saliimim  onleyerek gosterdigi
belirtilmistir (140). Benzer sekilde Vanecek ve ark. (128) sigan 6n hipofiz
bezinde, melatoninin gonadotrop’larda hiicre i¢i kalsiyum miktarini azalttigin,
ayrica GnRH ile indiiklenmis cAMP birikimini de inhibe ettigini ve bu durumda
kalsiyum akiginin azaldiint tespit etmislerdir. Clinkii cAMP, protein kinaz A’y1
aktive etmek suretiyle, gonadotropinler i¢ine olan kalsiyum akisint stimule
etmektedir. Vanecek ve ark. (126) yaptiklar diger bir ¢alismada ise sigcan nucleus
suprachiasmaticus’unda v azoaktif intestinal peptid (VIP) ile indiiklenmis cAMP
artiginin, melatonin enjeksiyonu ile inhibe oldugunu ifade etmislerdir.

Sonu¢ olarak sicanlar tizerinde yapmis oldugumuz bu ¢alismada,
melatonin hormonunun miyometriyum kontraksiyonlarint inhibe ettigini ve bu
etkisini, hem iyon kanallart hem de melatonin reseptdr alt gruplari iizerinden

yaptig tespit edildi.
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