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Sicanlarda Oksitosinle indiiklenmis Miyometriyum Kasilmalar:
Uzerine Melatonin Hormonunun Etkisi

Hidir PEKMEZ', ilter KUS', Murat OGETURK', Selim KUTLU?, ismail ZARARSIZ'
Mustafa SARSILMAZ !

! Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dal ve,

? Fizyoloji Anabilim Dali, ELAZIG

OZET

Amagc: Bu calisma, oksitosin ile indiiklenen izole miyometriyum kasilmalari {izerine melatonin hormonunun etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapildi.

Gereg ve yontem: Vajinal simir ile diizenli siklus gosterdigi tespit edilen 200-250 gram agirligindaki gebe olmayan 25 adet yetiskin Wistar cinsi disi
sicanlar kullanildi. Ostrus evresindeki siganlar dekapite edildikten sonra, uterus gikarilip igerisinde Krebs solusyonu bulunan petri kutusuna alindi.
1X0.2X0.1 cm. boyutlarinda miyometriyum kesitleri hazirlandiktan sonra, igerisinde %95 oksijen ve %35 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. Miyometriyum kesitlerinde 30 dakika ile 2 saat arasinda spontan kasilmalar gozlendi. Bu kasilmalar bittikten sonra miyometriyum aktivitesi
oksitosin uygulanarak anlamli bir sekilde artirildi. Daha sonra melatoninin farkli dozlari (ImM, 3mM, SmM) uygulandi.

Bulgular:Oksitosin  ile indilklenmis miyometriyum kontraksiyonlar: kontrol olarak kabul edildi. ImM dozundaki melatonin hormonunun bu
kontraksiyonlar1 kismen azaltti§i, 3mM melatonin uygulamasinin da orta derecede bir inhibitor etki gosterdigi belirlendi. SmM dozda uygulanan
melatoninin ise oksitosinle indiiklenmis miyometriyum kontraksiyonlarini tamamen inhibe ettigi goriildii.

Sonug: Melatonin hormonunun miyometriyum kontraksiyonlari tizerinde inhibitor bir etkiye sahip oldugu tespit edildi.
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ABSTRACT

Effects of Melatonin Hormone on Oxytocin-Induced Myometrium Contractions in Rats

Objective: The aim of this study was to investigate the effects of melatonin, a hormone, on oxytocin-induced contractility of isolated myometrium.
Materials and method: Myometrial strips were removed from a total of 25 non-pregnant Wistar female 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 30-120 minutes equilibration period myometrial strips were stimulated with oxytocin and the effects of different doses
of melatonin (1mM, 3mM, 5mM) were applied.

Results: Oxytocin-induced contractions of myometrium were accepted as control. ImM dose of melatonin hormone reduced these contractions
particularly, whereas administration of 3mM melatonin showed a moderate inhibitor effect. However, administration of 5mM dose of melatonin was
seen to completely inhibit the oxytocin-induced myometrial contractions.

Conclusion: It was determined that melatonin had an inhibitory effect on the contractions of myometrium. ©2004, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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Me]atonin noroendokrin bir organ olan pinea] bezden’ mesinde endokrin bir sinyal olarak yard1m01 olduguna dair
karanlikta salgilanir (1). Pineal bez ve onun asil hormonu olan ¢aligmalar meveuttur (8- 12).

melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), endokrin ritmin
diizenlenmesi, antigonadotropik etkiler, sinir sistemi {izerine
koruyucu etkisi, immun sistemin uyarilmasi ve serbest radikal
giderici gibi birgok fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde
gorev alir (2-7).

Hormonun diiz kas tonusuna etkileri mevcut olup, diger
diiz kaslardaki etkileri ile ilgili yaygin caligmalar olmasina
ragmen, miyometriyum kasilmast lizerine etkileri ile ilgili
caligmalar daha az sayidadir. Melatonin, spontan ve oksitosin
ile indiiklenen miyometriyum kontraksiyonlar1 {izerinde

Daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalarda uterus, damar ve inhibit6r4 bir eEkinj sahiptir. Bununla bir'li.ktie uterus
mide diiz kaslarinda melatonin reseptérlerinin lokalizasyonu, kontral§51y0nlar1 lizerine olan bu inhibitdr etkisinin detayh
alt tipleri ve biyokimyasal ozellikleri tespit edilmistir. mekanizmalari tam olarak ortaya konulmamstir (13, 14).

Melatoninin insanlarda miyometriyal fonksiyonlarin diizenlen-
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Melatoninin miyometriyum disinda kalan diger diiz
kaslar tizerinde de etkileri vardir. Bu hormonun damar diiz
kaslarinda gevsemeye neden oldugu ifade edilmistir (15).
Siganlarda, ince ve kalm barsak yapisinda bulunan diiz kaslarin
kasilmasin1  azalttigi  gorillmistir (16). Benzer sekilde
melatoninin mide diiz kaslar1 iizerinde etkili oldugu ve doza
baglh olarak serotonin ile indiiklenen kontraksiyonlart inhibe
ettigi bildirilmistir (10).

Bu c¢aligmada, melatoninin izole sigan uterusunda
oksitosinle indiiklenmis kasilmalar tizerindeki etkisi aragtirildi.

GEREC ve YONTEM

Vajinal simir ile diizenli siklus gosterdigi tespit edilen 200-250
gram agirligidaki gebe olmayan 25 adet yetigkin Wistar cinsi
sicanlar ¢alismaya dahil edildi. Ostrus evresindeki sicanlar
dekapite edildikten sonra batin agildi. Uterus ¢ikarilip,
icerisinde Krebs solusyonu bulunan petri kutusuna alindi. Ist
+4 °C idi. Uterus pargalarmin ovaryumlara yakin uglar enine
kesildi ve en ug¢ noktas: atildi. 1X0.2X0.1 cm. boyutlarinda
miyometriyum kesitleri hazirlandi. Miyometriyum 6rnekleri alt
kismi sabit bir ¢engele ve iist kismi pamuk iplikle force
displacement transducer’a  baglanarak jacketed organ
banyosuna alindi. Miyometriyum kasilmalart  %950ksijen ve
%35 karbondioksitle siirekli gazlandirilan 37°C’de, igerisinde
Krebs solusyonu bulunan ortamda incelenmistir. Krebs
soliisyonunun igerigi (mM/L): NaCl: 154; KCl: 5,4; MgSO,:
1,2; glukoz: 12; CaCl,: 2 ve HEPES: 10 olmak iizere her giin
taze olarak hazirland1 ve pH’s1 kontrol edilerek gerektiginde 1
M NaOH.ile 7.4’¢ ayarlandi.Kesitler 1 gramlik istirahat gerimi
altinda asilarak izometrik kasilmalar kayit edildi.

Melatonin  hormonunun izole si¢can uterusunda,
oksitosinle  indiiklenmig  kasilmalar  {izerine etkisinin
arastirilmasi amaclandi. 30 dakika ile 2 saat arasinda spontan
kasilmalar  gozlendi. 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, 5SmM dozlarinda
uygulandi. Her giin taze olarak hazirlanan bu ajanin 1siktan
korunmasina 6zen gosterildi.

Melatoninin biitiin etkilerinin, taze Krebs solusyonu ile
miyometriyal parcalarin 2-3 kez yikanmasindan sonra yaklasik
30 dakikada) geri doniisiimlii oldugu goriilmiistir Melatonin
uygulanmasi ile elde edilen izometrik kasilmalar, giig
doniistiiriicii ve amplifikator aracilifiyla bilgisayar sistemine
kaydedildi. Kasilmalarin genlik ve frekans parametrelerine
uygun pikler halinde elde edilen alanlar ve amplitiitler yazilim
programinda (Biopac) otomatik olarak belirlendi. Oksitosin
uygulandiginda elde edilen degerler %100 kabul edildi ve
kontrol grubu olarak degerlendirildi. Doz kayitlarinda okunan
pik alanlarinin ve pik amplitiitlerinin kontrol grubuna gére %
degisim oranlar1 hesaplandi.

Biitiin veriler ortalama + standart hata (Mean + SEM)
olarak belirlendi. Deney sonucunda elde edilen sonuglarin
istatistiksel ~ olarak  degerlendirilmesinde =~ Nonparametrik
Wilcoxon Signed Ranks Test uygulandi. p<0.05 anlamli kabul
edildi. Biitiin istatistiksel degerlendirmeler ve grafikler SPSS
10.0 programu kullanilarak bilgisayar ortaminda gergekles-
tirildi.

Pekmez ve Ark.

BULGULAR

Miyometriyum kesitlerinde 30 dakika ile 2 saat arasinda
spontan kasilmalar gozlendi. Bu kasilmalar bittikten sonra
miyometriyum aktivitesi oksitosin uygulanarak anlamli bir
sekilde artirlldi.  Oksitosin ile indiiklenen miyometriyal
kontraksiyonlarmn ortalama pik alanlar1 % 100 olarak
degerlendirilip, kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu kontrol
gruplarinin  ortalama pik amplitiitleri ve ortalama pik
alanlarmim yiizdesi, melatoninin farkli konsantrasyonlarinin
uygulanmasi ile elde edilen kasilmalarin pik alanlarinin
yiizdesi ile karsilagtirildi.

Melatoninin doza bagimli olarak oksitosin ile indiiklenen
kasilmalar1 inhibe ettigi goriildi. Miyometriyal pargalara
melatoninin  ImM  konsantrasyonunun uygulanmas: ile
kasilmalarin ortalama pik alanlar1 87,50 + 1,39 (n=8; p=0.011)
olarak bulundu. Verilen bu dozda kasilmalarin ortalama pik
amplitiitleri 88,63 + 1,46 (n=8; p=0.011) olarak elde edildi
(Sekil 1, 2, 3).
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Sekil 1. Oksitosin ile indiklenen sigcan miyometriyum
kasilmalarina, 1mM melatoninin etkisi.
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Sekil 2. Oksitosin ile indiklenen sigan miyometriyum
kasilmalarina 1mM melatoninin etkisi. Veriler pik alanindaki
yuzde degisim orani olarak ifade edilmistir (* p=0.011).
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Sekil 3. Oksitosin ile indiklenen sigan miyometriyum
kasiimalarina 1mM melatoninin etkisinin, pik amplitit degerinin
ylizde degisim oraninin gésterilmesi (*p=0.011).

Benzer sekilde, uterustan alinan farkli miyometriyal
pargalarin  kasilmalar1 oksitosin ile indiiklendikten sonra,
melatoninin 3mM olarak uygulanmasi ile kasilmalarin ortalama
pik alanlar1 37,22 + 8,58 (n=9; p=0.008) olarak bulundu. Bu
konsantrasyonda kasilmalarin ortalama pik amplitiitleri 45,44 +
9,90 (n=9; p=0.008) idi (Sekil 4, 5, 6).
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Sekil 4. Oksitosin ile indlUklenen sigcan miyometriyum
kasilmalarina 3mM melatoninin etkisi.
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Sekil 5. Oksitosin ile indiklenen sigcan miyometriyum
kasilmalarina 3mM melatoninin etkisi. Veriler pik alanindaki
ylizde degisim orani olarak ifade edilmistir (*p=0.008).

Pekmez ve Ark.
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Sekil 6. Oksitosin ile indiklenen sigan miyometriyum
kasilmalarina 3 mM melatoninin etkisinin, pik amplitit degerinin
yuzde degisim orani olarak gosterilmesi (*p=0.008).

Melatoninin son uygulanan dozu SmM idi ve bu yiiksek
dozun gebe olmayan siganlarda oksitosin ile indiiklenen
kontraksiyonlar1 tamamen inhibe ettigi tespit edildi. Yine
miyometriyal parcalarin kasilmalar1 oksitosin ile artirildiktan
sonra SmM melatonin verilmesi ile kontraksiyonlarin ortalama
pik alanlart 0 (n=8; p=0.003) olarak bulundu. Ortalama pik
amplitiitleri ise 0 (n=8; p=0.003) degerindeydi (Sekil 7, 8, 9)
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Sekil 7. Oksitosin ile indiklenen sigcan miyometriyum
kasilmalarina 5mM melatoninin etkisi.

110 -
100
90 -
80
70
60
50
40 -
30
20 -
10 -

Pik alam (Yiizde degisim)

*

Oksitosin 5 mM MLT

Sekil 8. Oksitosin ile indlklenen sigan miyometriyum
kasilmalarina 5mM melatoninin etkisi. Veriler pik alanindaki
yuzde degisim orani olarak ifade edilmistir (*p=0.003).
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Sekil 9. Oksitosin ile indiiklenen sigan miyometriyum kasilmalarina
SmM melatoninin etkisinin, pik amplitiit degerinin yiizde degisim orani
olarak gosterilmesi (*p=0.003).

TARTISMA

Melatonin  hormonunun uterus kontraksiyonlar1 iizerine
inhibitér bir etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, hormonun
miyometriyum kasilmalar1 iizerine olan inhibitor etkisinin
klinik yonden Onemli oldugu vurgulanmig ve spontan
diisiiklerin  meydana gelmesinde pineal bezin yeterince
melatonin salgilayamama durumunun da etkili olabilecegi ileri
siriilmiistir ~ (17). Ancak, melatoninin miyometriyum
kontraksiyonlar1 tizerine etkisi ile ilgili olarak sinirli sayida
aragtirma bulunmaktadir.

Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada, melatoninin izole sigan
uterusunda oksitosinle indiiklenmis kasilmalar tizerindeki etkisi
arastirildi ve hormonun doza bagimli olarak miyometriyum
kontraksiyonlarini inhibe ettigi tespit edildi. Benzer sekilde,
Ayar ve ark. (13) siganlar iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda,
melatoninin doza bagli olarak gebe ve gebe olmayan siganlarin
miyometriyumunda spontan ve  oksitosin ile indiiklenen
kontraksiyonlar1 inhibe ettigini gostermislerdir. Ayrica, bu
inhibisyonun PGF,, uygulamasi ile engellendigini ve
miyometriyal  kontraktilitenin  eski  haline  geldigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde Gimeno ve ark. (14), siganlarda
spontan ve oksitosinle indiiklenen miyometriyum kasilmalarini
melatoninin inhibe ettigini, ancak overektomili siganlarda
PGF,, ile indiklenen kasilmalari inhibe etmedigini
bildirmislerdir. Rillo ve ark. (18) da, carbachol ile indiiklenen
uterus  kasilmalarinin  melatonin  uygulamas: ile inhibe
oldugunu ifade etmislerdir. Melatonin  hormonunun
miyometriyal kontraktilite izerine olan inhibitdr etkisiyle ilgili

olarak, yaptigimiz  ¢alismanin  bulgular1  yukaridaki
arastirmalarin sonuglari ile uygunluk gostermektedir.
Melatoninin  miyometriyum  kasilmalart  {izerindeki

inhibitér etkisinin mekanizmasinin belirlenmesi amactyla
caligmalar yapilmistir (13, 19). Ayar ve ark. (13)
miyometriyum kontraksiyonlarinda melatoninin gosterdigi bu

Pekmez ve Ark.

inhibitér etkide Ca'? aktiveli K* kanallarmm muhtemel roliinii
aragtrmak igin Ca™ aktiveli K™ kanal blokeri apamin
kullanmiglardir ve sonug olarak apaminin bir degisiklik
olusturmadigmi tespit etmislerdir. Miyometriyal kasilmalar
lizerine melatoninin sebep oldugu inhibisyonun muhtemel
diger bir mekanizmasmm ise melatonin ile kalmodulin
arasindaki  etkilesimden dolay1 olabilecegi bildirilmistir.
Melatoninin Ca*? aktiveli kalmoduline yiiksek afinite ile
baglandigi tespit edilmisti. Bdylece melatoninin Ca*
kalmodulin kompleksini, dolayistyla miyozin hafif zincir kinaz
aktivasyonunu onleyebilecegi ileri siiriiliistiir (19).

Bununla birlikte, melatoninin miyometriyum diginda
kalan diiz kaslar iizerine de etkilerinin oldugu bildirilmistir.
Satake ve ark. (20) tavsana ait izole aorta, iliak ve renal
arterlerde, 5-hydroxytryptamine (5-HT) ile indiiklenen
kontraksiyonlarm melatonin uygulamas ile inhibe oldugunu,
bu etkisinin hiicre igi depolardan Ca™ akisindan ziyade,
reseptor bagimli kalsiyum kanallarindan kalsiyumun akisi ile
ilgili olabilecegini belirtmislerdir. Benzer sekilde Weekley
(21), sicanlar tizerinde yapmis oldugu calismasinda,
melatoninin aorta diiz kaslarinda relaksasyona yol ac¢tigini ve
melatonin hormonunun diisiik dozunun, damar diiz kasinin beta
adrenerjik cevabinda bir degisiklik olusturmadigini, alfa-1 ve
alfa-2 adrenerjik cevabi azalttigini belirtmistir. Yine Weekley
baska bir ¢aligmasinda (22), melatoninin pulmoner arter ve ven
duvarlarindaki diiz kaslarda gevsemeye neden oldugunu
bildirirken, Ting ve ark. (15) da melatoninin domuzlarda arter
yapisindaki diiz kaslarda gevsemeye mneden oldugunu
belirtmislerdir. Reprigny ve ark. (23) da, pinealektomili
sicanlarda serebral arteriyol duvarinda olusan gerilmenin
melatonin uygulamas: ile Onlendigini ortaya koymuslardir.
Capsoni ve ark. (24) ise siganlar {izerinde yaptiklar1 ¢alismada,
melatoninin willis poligonunu olusturan arterlerde forskolin ile
stimule edilmis cAMP {iretimini inhibe ettigini ve bdylece
vazodilatasyona yol agtigini ifade etmislerdir. Bununla birlikte,
melatoninin mide, ince ve kalin barsak yapisindaki diiz kaslar
iizerine etkileri ile ilgili ¢alismalar da mevcuttur (10, 16, 25,
26). Storr ve ark. (10) sicanlar fiizerinde yaptiklar
calismalarinda, melatonin hormonunun mide diiz Kkaslar
iizerinde etkili oldugunu ve doza bagl olarak serotonin ile
indiiklenen kontraksiyonlari inhibe ettigini belirtmislerdir. Yine
siganlarda yapilan deneysel ¢alismalarda, melatoninin ince ve
kalin barsak yapisindaki diiz kaslarin kasilmasinda azalmaya
sebep oldugu bildirilmistir (16, 25). Arastirmamizda da,
melatonin hormonunun diiz kas yapisindaki miyometriyum
tizerine etkisi arastirildi ve melatoninin oksitosinle indiiklenmis
miyometriyum kasilmalarini inhibe ettigi bulundu. Bu nedenle,
melatoninin  miyometriyum disinda kalan diiz kaslarin
kontraktilitesi {lizerine olan inhibitdr etkisini ortaya koyan
yukaridaki ¢aligmalarin (10, 15, 16, 20, 21-26) bulgular
¢alismamizin sonuglarini desteklemektedir.

Sonug olarak, siganlar iizerinde yapmis oldugumuz bu
caligmada, melatonin hormonunun oksitosinle indiiklenmis
miyometriyum kontraksiyonlarmni inhibe ettigi tespit edildi.
Ayrica, elde edilen bu sonucun klinik yoénden faydali
olabilecegi kanisina varildi.
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