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1. OZET

Bu caligmada, melatoninin nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonu ve tuz ile
olusturulan hipertansiyonda rho kinaz, NADPH oksidaz, hsp90, kaveolin-1 (Cav-1)
aktiviteleri ve asimetrik dimetil arginin (ADMA) diizeylerine ve kan basinci iizerine
etkilerinin incelenmesi amacglandi. Ek olarak hipertansiyon olusturulan ve melatonin
uygulanan ratlarin aortlarinda in vitro fenilefrin (phe) kasilma, asetilkolin (Ach)
gevseme cevaplari arastirildi

Hipertansiyon olusturmak i¢in 6 hafta boyunca intraperitoneal (i.p.) olarak
NOS inhibitorii N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) (40 mg/kg/giin) ve igme
suyuyla %1 tuz verildi. Melatonin (10mg/kg/giin) hipertansiyon olusturulan gruba
14. giinden itibaren 4 hafta boyunca 1.p. uygulandi. Kan basinci tail-cuff yontemiyle,
aorta dokusundan NADPH oksidaz, rhokinaz, Cav-1 ve hsp90 diizeyleri RT-PCR ile,
serum ADMA diizeyi ise ELISA ile 6l¢iildii.

Kan basinglari, NOS inhibisyonu ve tuz uygulanan grupta kontrol grubuna
gore 14., 28. ve 42. giinlerde anlaml yiiksek, melatonin uygulanan grupta, 28. ve 42.
gilinde hipertansiyon grubuna gore anlaml diisiik bulundu. Melatonin grubunda, Ach
gevsemesi Emax degerleri, kontrol ve hipertansiyon grubuna gore anlamli yiiksek
bulundu. Ach gevsemesi EC50 degerlerinde ise istatiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmedi. ADMA diizeyi, rtho kinaz, NADPH oksidaz, hsp90 ve Cav-1
ekspresyon seviyelerinin hipertansif grupta artmasi, kan basinci yiikselmesine araci
molekiiller olabilecegini diisiindiirmektedir. Melatoninin, NOS inhibisyonu ve tuz ile
olusturulan hipertansiyonda kan basincin1 diisiirmesi damar Ach duyarliligmi

hipertansiyon ve kontrole gore arttrmasi yukaridaki parametereleri olumlu yonde



etkilemesi hipertansiyon tedavisinde yeni bir tedavi yaklagimi olabilecegini
desteklemektedir.
Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, nitrik oksit, melatonin, rhokinaz, ADMA,

NADPH oksidaz, hsp90, Cav-1



2. ABSTRACT

Effects of Melatonin on Blood Pressure, Serum Level of Adma, Nadph Oxidase,
Rho Kinase, Hsp90, Caveolin-1 Levels And Vascular Response In Nos
Inhibition and Salt Induced Hypertension

In this study, it has been aimed to investigate the effects of melatonin on the
activities of rho kinase, NADPH oxidase, Caveolin-1(Cav-1), hsp90 and on the
levels of ADMA and on the blood pressure in N-nitro-L-arginine metil ester (L-
NAME) and salt induced hypertensive rats. In addition to this, in vitro phenylephrine
(phe) contraction and acetylcholine (Ach) relaxation responses in the aorta of rats
subjected to the pharmacological treatment and developed hypertension were
investigated.

In hypertension model, %1 salt in drinking water was given by oral route and
L-NAME (40 mg/kg/glin) were injected intraperitoneally (i.p.) for six weeks.
Melatonin was applied for 4 weeks (10mg/kg/day) intraperitoneally (after 14th day in
hypertension group). Blood pressure was measured by tail-cuff method. Levels of
NADPH oxidase, rho kinase, Cav-1 ve hsp90 were measured in aort tissue by RT-
PCR. ADMA was measured from the serum by ELISA.

Blood pressure of the rats in hypertension group exhibites a significantly
increase compared with control group on 14 (141,63£8.3; 97,33+0,84), 28t
(147,71£2; 96,50+0,9295) and 421 (151,94£7,5; 100£1,41) days. On the other hand,
blood pressure of melatonin group exhibites significantly decrease on 28™
(124,11£5,9; 147,71+1,97) and 421 (116,43£3,9; 151,90+7,53) days compared with
hypertension. It was observed that Ach Emax value of melatonin group is higher than
the values of the control group and the hypertension group. However, a significantly

statistical difference for Ach EC50 between three group was not observed. The



observation that the levels of ADMA, rho kinase, NADPH oxidase, hsp90 and Cav-1
expression are higher in the hypertensive group can be explained by the existance of
some molecules that causes the blood pressure to increase. Since it was observed that
the melatonin decreases the blood pressure caused by NOS inhibition and salt
injection, increases the vascular Ach sensitivity compared to hypertension and
control group, and effects the levels of ADMA, rho kinaz, NADPH oksidaz, hsp90
and Cav-1 expression positively, it can be claimed that melatonin can be used in

hypertension treatment as a new treatment approach.

Key words: Hypertension, nitric oxide, melatonin, NADPH oxidase, Rho kinase,

ADMA, Hsp90, caveolin-1



3. GIRIS

Hipertansiyon gilinlimiizde 6nemli bir klinik problem olarak giincelligini
korumakta ve sebep oldugu kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan, diinyada baslica
Olim nedenleri arasinda yer almaktadir. Hipertansiyon olusumunda en Onemli
mekanizmalardan biri; nitrik oksit (NO) biyoyararlanimindaki azalma sonucu
endotel disfonksiyon gelismesidir. Tuz alimina bagl plazma volumiindeki artis ve
gelisen endotel hasar, hipertansiyon olusumuna katki saglamaktadir. Bu sebeple
tedavide tercih edilecek ilaglarin NO metabolizmasi lizerinde olumlu etkilerinin
olmas1 beklenmektedir.

NO, L-arjinin’den NO Sentaz (NOS) enzimi araciligiyla sentezlenen énemli
bir molekiildiir. Endotelyal hiicrelerden bazal ya da uyarilmis olarak salinir ve
arteriyel kan basmci ile kan akimmin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Arjinin
analogu N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME), NO sentezini inhibe ederek,
vazokonstriksiyona ve sistemik hipertansiyona neden olur. Bu c¢aligmada
hipertansiyon modeli olusturmak i¢in ratlara intraperitonal (i.p.) L-NAME ve i¢me
suyuyla tuz uygulanmistir.

Reaktif oksijen {riinleri (ROS) ateroskleroz, hipertansiyon ve kalp
yetmezligi gibi hastaliklarin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. ROS’un NO
iiretimini bozarak endotelyal disfonksiyon araciligiyla hipertansiyon olusumunda
onemli etkisi bulunmaktadir (1). Vaskiiler duvardaki en onemli ROS kaynagi
NADPH oksidaz enzimidir. Renin anjiotensin aldosteron sistemi ile NADPH
oksidaz arasindaki etkilesimin yol actig1 oksidatif stres kardiyovaskiiler
patolojilerde anahtar rol oynamaktadir. Oksidatif streste artan ve kardiyovaskiiler

patolojilerde diizeyi yiikselen diger bir molekiil, endotelyal nitrik oksit sentaz



(eNOS) inhibitorii olan ADMA’dir. ADMA, endotelyal disfonksiyona sebebiyet
vererek hipertansiyonun ve aterosklerozun fizyopatolojisinde Onemli rol
oynamaktadir (2). Bu nedenle ADMA diizeylerini azaltmaya yonelik stratejiler,
hipertansiyon tedavisinde 6nemli yer tutmaktadir.

Rho kinaz ve NO yolaklar1 kardiyovaskiiler sistemde birbirine zit ¢alisan iki
mekanizma olarak goriilmektedir. Rho kinaz apoptozis, biliylime, metabolizma,
migrasyon ve kontraksiyon gibi hiicresel faaliyetlerin 6nemli bir diizenleyicisidir.
Bu 6nemli gorevlerinden dolayr kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde 6nemli
bir terapdtik hedef haline gelmistir.

Hsp90 ve Cav-1, endotelyal NOS (eNOS) iizerinden etki gostererek
kardiyovaskiiler homeastazin diizenlenmesini etkilemektedir (3). Hsp90 molekiiler
bir saperon olup oksidatif stresin, sinyal transdiiksiyonunun, hiicre siklusunun
kontroliinde 6nemli rol almaktadir (4). Hsp90’1n, kronik hipoksi indiiklii pulmoner
hipertansiyonda, eNOS aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir (5). Hsp90 aktivite
artisinin eNOS’u olumlu etkileyerek NO seviyesinin artmasma neden oldugu
gosterilmistir (3). Hsp90’m inhibisyonu Ach-indiiklii gevsemeyi engellemistir (3).
Bu sonugclar, hsp90 ‘in NO salinimi ve endotelyal fonksiyonlar agisindan énemli bir
molekiil oldugunu ortaya koymaktadir.

Kaveoller, hiicre membranlarinda ekstraseliiler mediyatorlerden intraseliiler
sinyal yolaklarina iletimi saglayan yapilardir. In vivo ¢alismada, Cav-1 seviyesinin
artmast Ach-indiklii gevsemeyi engellemistir (3). Bu sonu¢ Cav-1’in eNOS’un
potent inhibitorii oldugunu goéstermistir. Bu yoniiyle cav-1’in kardiyovaskiiler

homeastazda 6nemli rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (6).



Melatonin endojen senkronizor olarak, pineal bezden agirlikli olarak
geceleri salinan antioksidan 6zellikleri belirgin bir indolamindir (7). Pinealektomi
ve siirekli 1518a maruz birakilma deneysel modellerinde, melatonin seviyelerinde
diisme sonucu hipertansiyon gelismektedir (8). Ayrica, yetiskin spontan hipertansif
ratlarda (SHR) hipertansiyon gelisiminden sonra melatonin seviyelerinde diisiis
meydana gelmistir ve melatonin uygulanmasiyla kan basinciin yiikselmesi
engellenmistir (9). Yash hastalar {izerinde yapilan klinik bir ¢alismada melatonin
uygulanan hipertansif hastalarda noktiirnal sistolik kan basincinin daha diistik
ciktig1 tespit edilmistir (10). Bu caligmalar, melatoninin hipertansiyon tedavisinde
klinik 6neminin olabilecegini diistindiirmektedir.

Calismamizda, tuz yiliklemesi ve NOS inhibisyonu ile olusturulan
hipertansiyonda melatoninin; kan basinci, NADPH oksidaz, rho kinaz, ADMA,
hsp90 ve Cav-1 diizeylerine etkileri ve in vitro deneylerde ratlarin aortalarinda
fenilefrin (phe) kasilma, asetilkolin (Ach) gevseme cevaplar1 iizerine etkileri

incelenmistir.



4. GENEL BIiLGIiLER

4.1 Hipertansiyon

Hipertansiyon, kan basincinin yiikselmesi sonucu gelisen bir hastaliktir.
Sistemik kan basincini belirleyen ve birbiriyle etkilesen bir¢ok faktdr olmasi
sebebiyle hipertansiyondan sorumlu tek bir etiyoloji veya patofizyolojik
mekanizma yoktur. Bu nedenle primer hipertansiyon olarak adlandirilir. Kan
basincinin kontrolii santral sinir sistemi, bobrekler, periferik sinir sistemi, vaskiiler
endotel ve adrenal bez arasindaki karmasik etkilesimle saglanir. Kan basicimi
belirleyen hemodinamik parametreler kalp debisi ve periferik arteriyel direngtir.
Hipertansiyona neden olan faktérler bu ikisinden birinde veya her ikisinde artisa
yol agmak suretiyle etki ederler. Debi artis1 2 farkli mekanizmayla; damar i¢i hacim
artis1 (Onyiik) veya kalbin noral uyarimmin artmasma bagli kontraktilitenin artmasi
sonucu olusabilir. Hipertansiyon olusumunda rolii olan patofizyolojik faktorler
arasinda; artmis sempatik sinir sistemi aktivitesi, sodyum tutan hormonlarin
fazlaligi, vazokonstriktor maddelerin asir1 tiretimi, vazodilator maddelerin yetersiz
dretimi, renin tUretimindeki dengesizlikler, diyette sodyumun fazla alinmasi,
obezite, insililin direnci, diyabet, damar hiicre biiyiimesinde etkili faktorlerin asiri
iretimi sayilabilir.

Sempatik sinir sistemindeki aktivite artisi, hem hipertansiflerde ve hem de
normotansif kisilerde kalp, bobrekler ve periferik damarlar iizerindeki etkileri
iizerinden kalp debisi ve damar direncini artirarak ve sivi retansiyonuna neden
olarak kan basmcinda yiikselmelere yol acar. Santral sinir sistemi (SSS)
uyarilmasmin  sonunda kalp hizinda artis, periferik vazokonstriksiyon,

adrenallerden norepinefrin salimimi ve kan basmncinda artis gergeklesir. SSS



aktivitesinin hipertansiyon patogenezindeki spesifik roliinden ayri olarak artmis

kardiyovaskiiler morbidite ve mortaliteyle de iliskisi vardir (11).

4.1.1. Tuz ve Hipertansiyon

Tuz tiikketimi fazla olan toplumlarda hipertansiyon sikliginin fazla olmasi, tuz
kisitlamasi ile kan basinci degerlerinde diisiis tespit edilmesi ve tuzdan fakir diyetle
beslenen ilkel toplumlarin diyetlerindeki tuz orami arttirildiginda esansiyel
hipertansiyon insidansinin artmasi, esansiyel hipertansiyon etyolojisinde tuz
alimmin 6nemine dair ipucu vermektedir.

Normotansif kisilerde kan basinci yiikseldiginde bobreklerden sodyum ve su
atilmasi artar, sivi hacmi azalr ve basing normale doner. Bu mekanizmada
meydana gelebilecek bir bozulmanin, kan basincinda yiikselmeye yol acgabilecegi
diistiniilmektedir. Sodyum aliminin artmasi, su tutulumunun ve kalp debisinin
artisina yol agarak ve ayrica renal fonksiyonlar1 ve vaskiiler reaktiviteyi degistirerek
hipertansiyona neden olabilir. Diyetle alinan giinlik sodyum miktar1 primer
hipertansiyon patogenezi ile yakindan iliskilidir. Ancak tek basma yiiksek kan
basinci olusumu acgisindan yeterli bir faktor degildir. Fazla sodyumun kan basinci
artirict etkisi ile birlikte inme, sol ventrikiil hipertrofisi ve hiperfiltrasyona bagli
renal fonksiyonlarda bozukluklara da neden olabilecegi bilinmektedir (12).

Yiiksek dozda kronik NOS inhibitérii uygulanmasiyla olusturulan
hipertansiyonda, birinci derecede NOS’un total inhibisyonu sonucu periferik direng
artis1 rol oynarken, renal tuz ve su tutulumu, sempatik sistem aktivasyonu ve
oksidatif stres artig1 gibi faktorlerin de gelisen hipertansiyona katildiklarina dair

bulgular vardir.



4.1.2. Endotel disfonksiyon, Nitrik Oksit ve Hipertansiyon

4.1.2.2. Endotel disfonksiyon

Endotel; vaskiiler tonus, trombosit adezyonu, inflamasyon, fibrinoliz ve
vaskiiler proliferasyonu diizenleyen lokal medyatorler saglayarak vaskiiler
homeostazi korur. Endotelyal hiicreler tiim damarlarin luminal yiiziinii saran hiicre
tabakas1 seklinde olup karmasik cevresel uyarilara cevap veren bir yapidadir.
Viicuttaki en biiyilkk endokrin organ olan endotelyum, cesitli hastaliklarin
fizyopatolojisinde 6nemli rol oynar. Saglikli bireyde endotelyumdan salinan kasict
ve gevsetici faktorler denge halinde iken ateroskleroz, hipertansiyon, kronik kalp
yetmezligi, koroner kalp hastaligi ve diyabet gibi ¢esitli patolojik durumlarda bu
denge bozulur. Kasici faktorlerin salmimi artarken endotelyum bagimli gevseme
faktorii azalir. Endotelyumun kan akigkanligi, lipoprotein metabolizmasi, kapiller
transport, anjiyogenezis, dolasan kan elementleri ile kan damarlar1 arasindaki
karsilikli etkilesimde ve vaskiiler yapida 6nemli gorevleri vardir. Endotelyal
hiicreler fizyolojik ve patolojik uyarilara kars1 damar diiz kas hiicrelerinin tonusunu
ayarlar.

Endotelyal hiicrelerden salmman gevsetici faktorler damar tonusunu ve
vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu modiile ederken; platelet ve monosit
fonksiyonlarmi, trombogenezis ve fibrinolizisi kontrol altinda tutarlar. Hipoksi,
humoral faktorler, basing, gerilme ve siirtlinme stresi gibi mekanik faktorler de
endotelyumun fonksiyonlarinit modiile etmektedir (14).

Endotel fonksiyonunun bozulmast bu olaylar1 olumsuz etkileyerek

kardiyovaskiiler risk olusturur. Bu alandaki gelismeler, oksidatif stresin vaskiiler

10



disfonksiyon mekanizmalarii kolaylastirdigini diisiindiirmektedir. Oksidatif stres
durumunda endotel hiicreleri koruyucu fenotiplerini kaybeder ve proinflamatuvar
molekiiller sentezler. Endotelyal disfonksiyonda endotel hiicreleri bir¢cok lokal
parakrin etkili madde salgilayarak hipertansiyon patogenezinde aktif rol alir..
Reaktif oksijen tiirleri, NO inaktivasyonunu hizlandirarak vazomotor fonksiyonu
bozar. Endotel hiicrelerinden biiylime faktorlerinin sekresyonunu hizlandirarak
endotel hiicre proliferasyonuna yol agar. Ayrica, apoptotik sinyal aktivasyonuyla

endotel hiicre kaybina neden olur (14).

4.1.2.2. Nitrik Oksit ve Hipertansiyon

NO seviyesinin azalmasi hipertansiyon gelisimi ile dogrudan ilgilidir. Bu
ylizden NO’i restore etmeye yonelik stratejiler tedavide oldukca onemlidir. NO
yiiksek penetrasyon ve kisa etki siireli bir gaz olup giiclii vazodilator, trombosit
adezyonu ve agregasyonunu inhibe edici, damar diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini
ve gociinii engelleyici etkileri vardir (15). Kan basinct degisiklikleri, damar
duvarmdaki gerilim ve akima bagl mekanik degisiklikler gibi bircok uyarana yanit
olarak endotel hiicrelerinden salgilanir. Boylece bolgesel ve sistemik kan akimi ve
kan basinci regiilasyonunda rol alir. NO, vazokonstriktér hormonlara yanit olarak
salgilanan bir vazodilatdr maddedir ve normal kan basincinin siirdiiriilmesini saglar
(16). Ayrica NO, kan basincimi organlarin perflizyonunu, onlara zarar vermeden
sinirda tutarak saglayan dengeleyici bir maddedir. Kan basinc1 farmakolojik olarak
yiikseltildiginde, NO salgilanmasi1 uyarilir buna karsin kan basincindaki diisme ise

NO salgilanmasini baskilanir.
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NOS enzimi L-argininden nitrik oksit iiretimini indiikler. NOS enziminin
NOS1 (nNOS), NOS2 (iNOS) ve NOS3 (eNOS) olmak iizere 3 izoenzimi
bulunmaktadir (17). Lokal etki gosteren ve biyolojik haberci rolii olan NO’nun
kimyasal yapis1 meydana getirdigi islevleri kolaylastiracak sekildedir. Yagda
¢cOziinebilme 6zelligi biyolojik membranlardan kolayca diffiize olmasini ve hiicre
icindeki hedef molekiillere kolaylikla ulagsmasini saglar.

eNOS ilk olarak endotelyal hiicrelerde tanimlanmistir. Daha sonra yapilan
immunohistokimyasal ¢alismalar bircok dokuda arteriyel ve vendz endotel
hiicrelerinde bulundugunu gostermistir. Hiicrede membrana bagli olarak bulunan
eNOS aktivitesi kalsiyum 1yonu, asetilkolin, bradikinin, adenozin trifosfat (ATP),
elektriksel uyar1 ve sivi akimiyla uyarilabilir. eNOS enziminin ekspresyonu sabittir
ve Ozellikle dolasimin diizenlenmesinde, trombositlerin ve polimorf cekirdekli
l6kositlerin damar liimeniyle olan etkilesiminde 6nemli role sahiptir (17).

NOS inhibitorleri in vivo agregasyonu arttirirlar ve endotel hasari olan
bolgelerde trombosit aktivasyonunu arttirir. NO, antitrombotik etkilerine ilaveten
16kosit adezyonunu da inhibe eder. L-arjinin—NO yolu renal vaskiiler yatak ve renal
tiibiiler fonksiyonun kontroliine etki ederek kardiyovaskiiler sistemi etkiler. NO’in
diger vaskiiler yataklarda oldugu gibi renal vaskiiler yatakta da olduk¢a benzer
etkileri vardir. Saglikli yada hasta kisilerde protein alimi ve L-arjinin inflizyonu
renal kan akimini ve glomerular filtrasyon oranini arttirir. Renal tiibiillerde lokal
NO sentezi natriiiresize neden olur. NO renin sekresyonunu hem inhibe, hem de
stimiile ettiginden sonu¢ agik degildir. In vitro calismalarm farkli sonugclar
vermesine ragmen NO, insiilin sekresyonunda da etkilidir (18). Endotelyum

tarafindan bazal NO sentezi, vaskiiler tonusu diizenler ve endotelyum ile hiicreler
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arasindaki etkilesmeyi azaltir. Bu nedenle L-arjinin—-NO yolundaki artan yada
azalan aktiviteler, cesitli kardiyovaskiiler hastaliklara neden olur. Esansiyel
hipertansiyon, sekonder hipertansiyon, pulmoner hipertansiyon, insiilin bagimli
diabet, hiperkolestrolemi, ateroskleroz, akut ve kronik renal yetersizlik de aktivite
azalirken bakteriyel sepsis kardiyomiyopati ve glomerulonefritte ise aktivitesi

arttig1 bildirilmistir (18).

4.1.2.3. Kronik NOS Inhibisyonu Aracili Hipertansiyon

Esansiyel hipertansiyon arastirmalarinda, kronik NOS inhibisyonu yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Total periferik direng artiginin, artmis renal sodyum
tutulumunun, sempatik sistem aktivasyonunun ve g¢esitli vazoaktif maddelerin,
kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun gelisimine katkis1 oldugu ileri
stiriilmektedir. Genel olarak NOS inhibitorlerinin diisiik dozlarmin uygulanmasi ile
olusturulan hipertansiyondan daha ¢ok sodyum tutulumunun, NOS inhibitérlerinin
yiiksek dozlar1 ile olusturulan hipertansiyondan ise daha c¢ok total periferik direng
artisinin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (17).

Kronik NOS inhibisyonu sonucu gelisen hipertansiyonda uygulanan NOS
inhibitorlerinin kullanim siirelerine ve dozlarma bagl olarak kalp ve bdbrekler
basta olmak iizere bir¢ok organ ve dokuda hasarlar meydana gelmektedir. Yiiksek
doz L-NAME uygulanan siganlarda hipertansiyon sonrasinda siirekli kan basinci
yiiksekliginin sonucu olarak kardiyovaskiiler hipertrofi, rezistan damarlarmm media
kalinhigi/liimen ¢ap1 ve kalp/viicut agirligi oranlarinda artis olmustur (19). Kronik
NOS inhibisyonu kardiyak hipertrofi ile beraber arteriyel hipertansiyona koroner

arter ve aort etrafinda fibr6z doku olusumuna ve bu damarlarin media tabakasinda
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hiperplaziye, sol ventrikiil hipertrofisine ve miyokardda iskemik lezyonlara neden
olmaktadir. SHR’da yapilan bir ¢aligmada hipertansiyona bagli olarak kardiyak
hipertrofi, miyokardiyal fibrozis, fokal miyosit dejenerasyonu ve miyokardiyal
kiigiik  arterlerde  mikroarteriyopati meydana gelmistir  (20). Esansiyel
hipertansiyonda endotele baglh vazodilatasyon cevabmin bozulmast ve
vazokonstriktorlere olan hassasiyetin artmasi periferikk damar direncini

arttirabilmektedir.

4.1.3. Oksidatif Stres ve Hipertansiyon

Hiicresel diizeyde yiiksek miktarda tiretilen serbest oksijen radikallerinin yol
actig1 toksik etkiler viicuttaki antioksidan savunma sistemiyle yok edilmeye
calisilir. Antioksidan savunmanin yetersiz kaldig1 durumlarda ortaya ¢ikan oksidatif
stres, yaslanma ve bir¢ok hastaligin olusum siirecinde 6nemli rol oynar. Oksidatif
stresin endotel disfonksiyonu, hipertansiyon, ateroskleroz, kalp yetmezligi ve
reperflizyon hasar1 gibi bircok 6nemli kalp hastaliginin olusumu ve ilerlemesinde
onemli rolii vardir. Sonucta, oksidatif stres DNA mutasyonlari, hiicre 6liimleri ve
patolojiler gibi hasarlara neden olur.

Oksijenin kismi indirgenmesiyle olusan O°, siiperoksit radikali, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali gibi aktive olmus oksijen tiirleri oldukca reaktiftir ve
kalp gibi organlarda toksik etkilere yol acar (13). Serbest oksijen radikalleri, hiicre
membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiiriir; membran lipid ve proteinlerini
yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu engeller; ¢ekirdek

membranini yararak cekirdekteki genetik materyale etki edip DNA’y1 kirilma ve
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mutasyonlara acik hale getirir; immiin sistemdeki hiicreleri yok ederek immiin
sistemi bozar.

Molekiiler, hiicresel ve doku diizeyindeki oksidatif hasarin en aza inebilmesi
icin oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge saglanmalidir. Kalp
hastaliklarina kars1 miyokardiyal savunma bu agidan birka¢ asama gosterir. Birincil
savunma hiicre i¢i antioksidanlardan [siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GSH-rediiktaz), vb.] olusur.
Ikincil savunma lipolitik ve proteolitik enzimleri (proteaz, fosfolipaz, vb.) igerir.
Ugiinciil savunma da, oksidatif stres sonucunda artan reaktif oksijen tiirleriyle basa
cikabilmek amaciyla, kalpteki gen ve proteinlerden (redoks duyarli transkripsiyon
faktorii olan) niikleer faktor kB (NF-kB) sayesinde hiicre i¢i antioksidanlarin
iretiminin artirilmasidir (13).

Dolasimdaki homeostaz kontrolii, vaskiiler endotelin kimyasal, hormonal ve
hemodinamik degisikliklere olan yanitma baghdir. Hipertansiyonda, endotelle
iligkili (prostaglandinler, endotelden salinan hiperpolarize edici faktoér ve nitrik
oksit) vazodilator sistemlerdeki bozukluk endotel disfonksiyonuna neden

olmaktadir. Hipertansiyonda, serbest radikallerin yol actig1 nitrik oksit yikimi

kritik rol oynamaktadir. Yine, NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz gibi siliperoksit
ireten enzimlerin hipertansiflerde yiikseldigi gosterilmistir (2). Hipertansif
hastalarda kan SOD aktivitesinin diisiik oldugu gosterilmistir (13). Ayrica,
siiperoksit anyonlar hipertansiyonla iliskili kardiyak hipertrofi, inme ve bobrek
hasarinin gelismesinde rol oynamaktadir. Kan basmci normal olan sicanlarda, tuz
yiiklemesinin direngli damarlarda reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini artirdig1 ortaya

konmustur. Ayrica, hipertansiyonda vazokonstriktor siklooksijenaz {iriinlerinin
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arttig1 ve ksantin oksidaz yolundan olusan O*. ve OH. radikallerinin bu olay1
olumsuz etkiledigi goOsterilmistir. Tim bunlar, reaktif oksijen tiirlerinin

hipertansiyondaki 6nemini ortaya koymaktadir (13). Endotel disfonksiyonun

gelisiminde 6nemli etkenlerden biri olan oksidatif stresle iligkili, artan veya azalan
bircok parametre vardr. ADMA, NADPH oksidaz, rho kinaz, hsp90 ve Cav-1

hipertansiyon ile iligkisinin oldugu diisiiniilen molekiillerdir.

4.1.4. ADMA

ADMA plazmada, idrarda ve dokularda bulunan, arginine benzeyen bir
aminoasittir. Proteinlerdeki arginin kalintilarmin metillenmesiyle dogal olarak
olusabilmektedir. Damarlardaki dominant NOS izoformu olan eNOS inhibisyonunu
kompetitif olarak yaparak hipertansiyonun ve aterosklerozun fizyopatolojisinde
onemli olan endotelyal disfonksiyona neden olur (21).

ADMA, nitrik oksit biyosentezinin major inhibitoriidiir (22). ADMA,
siklikla nukleusta bulunan, metilenmis arginin rezidiileri i¢ceren polipeptidlerin veya
proteinlerin katabolizmasma bagli olarak olusur ve proteinlerin hidrolizi sonucu
serbestlesir.

Saglikli kisilerde plazma ADMA diizeyleri 0.2-1.2 mmol/L arasindadir (23).
Patolojik durumlarda ADMA diizeylerinde artis goriilebilmektedir. Yiiksek plazma
ADMA diizeyleri, kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak iizere diger bircok
hastalikta saptanmistir. Her giin yaklagik 60 mmol ADMA idrarla atilabilmektedir
(24). ADMA’ nmn idrarla atiliminm tamamen bozulmasi, plazma ADMA

diizeylerinde artisa sebep olur. Proteoliz artigina bagl olarak, dokulardan plazmaya
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hizli ADMA gecisi veya ADMA serbestlesmesinin ani artisi, plazma ADMA
diizeylerinde ani degisikliklere neden olabilmektedir (24).

ADMA’ya uzun siire maruz kalma, aterogenezi arttirir ve hipertansiyon
gelisimine neden olarak organ hasarlarma yol acabilmektedir. ADMA tarafindan
uzun siire NOS inhibisyonu, sol ventrikiil hipertrofisine yol agabilir. ADMA, kalp
hizin1 ve kardiyak outputu diisiiriir (23). ADMA’ nin intraarteriyel infiizyonu lokal
vazokonstriksiyona sebebiyet verirken, sistemik inflizyonu ise vaskiiler direnci
arttirrr ve bobrek islevlerini bozar. Deneysel ve klinik bircok calismada ADMA
diizeylerindeki kiigiik degisikliklerin dahi damarlardaki NO iiretiminde, vaskiiler
tonusta ve sistemik vaskiiler direncgte anlamh degisikliklere yol actig1 gdsterilmistir
(23).

Esansiyel hipertansiyonda endotel bagimli vazodilatasyon bozulmustur.
Vazodilatasyonda bozulma; eNOS aktivasyonuna yol agan fosfoinozitol yolundaki
spesifik defekte bagli NO sentezindeki azalmaya, artmis sliperoksid iiretimine bagl
NO yikimmin artistna ve NO’nin endotel kokenli faktorler ile etkilesimine
baglanmigtir. ADMA, eNOS’u inhibe ederek NO sentezini azalttigi igin
hipertansiyonun patogenezinde 6nemli yer tutmaktadir (25). ADMA, endotelde
bulunan lokal renin-anjiotensin-aldesteron sistemini aktive edebilmektedir. Bu

ozellikleriyle ADMA, hipertansiyon patogenezinde dnemli bir aminoasittir.

4.1.5. NADPH oksidaz

Bir¢cok kardiyovaskiiler hastaligin patofizyolojisiyle iligkili olan ROS’un
major kaynagi NADPH oksidaz enzim ailesidir (NOXs) (26). Bu enzimlerin

hiicrenin ~ biiyiime, diferansiyasyon, migrasyon ve proliferasyon gibi
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fonksiyonlariyla iliskili redoks duyarli sinyal yolunun modulasyonunda 6nemli
olduklar1 belirlenmistir. Redoks sinyali ve oksidatif stres ateroskleroz,
hipertansiyon ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler durumlarda énemlidir. Ang
[I’'nin  hipertansiyon iizerine olan etkisi kismen aydmlatilmis olup damar
hiicrelerinde bulunan NADPH oksidaz sistemini aktive ettigi belirlenmistir.
Hipertansif hastalarin, anjiyotensin reseptdr blokerleri ile tedavi edilmesi
sonucunda sadece tansiyonlarinin diismedigi, ayn1 zamanda ROS’un bir gostergesi
olan malondialdehit miktarlarmin da azaldig1 goriilmiistiir (26).

Damarmn biitiin tabakalarinda NADPH oksidaz enzim ailesi eksprese
oldugundan kan basinc1 regiilasyonunu etkiler (27). Damar duvarinda ROS vaskiiler
direnci ya direkt vaskiiler tonus modiilasyonuyla ya da vaskiiler remodelingi
degistirerek etkilemektedir. Vaskiiler siiperoksit liretimi NO inaktivasyonuna ve
peroksinitrit olusumuna neden olarak vazokonstriktor etkiye sebebiyet vermektedir.
NADPH oksidaz etkisiyle redoks duyarli sinyal yolunun aktivasyonu vaskiiler
remodelingde ve kronik hipertansiyonda énemlidir.

Anjiotensin Il indiiklii hipertansiyon modelinde ROS iiretiminde artis
belirlenmistir. Bu artis ise damar duvarindaki biitiin hiicrelerde ekspresyonu ve
aktivitesi artan NADPH oksidaz enzimiyle iliskilendirilmistir. Anjiotensin 1I
indiiklii hipertansiyonda farelere NADPH oksidaz inhibitorii gp91-dstat peptidi
verilmesi kan basincini ve siliperoksit iiretimini anlamli sekilde diistirmiistiir (27).
Insanlarla yapilan c¢alismalarda, esansiyel hipertansiyonla ile artrms vaskiiler
NADPH oksidaz ekspresyonu arasindaki iligki arterlerden alinan biyopsilerle

gosterilmistir. Ayrica hipertansif hastalardaki endotelyal disfonksiyon artmis
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NADPH oksidaz bagimli ROS iiretimine dayandirilabilir (28). Bu veriler, oksidatif

stresin, hipertansiyonun bir modiilatorii oldugunu gosterir.

4.1.6. Rho Kinaz

Rho proteinleri, baslica hiicre iskeleti kontroliinden, stres liflerinin
yapilanmasindan, fibroblastlarin yapismasindan ve diiz kas kasilmasinda kalsiyuma
duyarliligin diizenlenmesinden sorumludur (29). Rho izoformlar1 arasinda viicutta
cesitli hiicrelerde varlig1 gosterilen ve tizerinde en fazla calisilan Rho A’dir (30).

Rho kinaz, diiz kas kasilmasi, aktin hiicre iskeleti olusumu, hiicre yapigsmasi
ve hareketliligi, ¢ogalmasi, sitokinaz ve genetik bilginin genden proteine
aktarilmasi gibi kardiyovaskuler hastaliklarin patojenezinde rol oynayan c¢esitli
hiicre islevlerine aracilik etmektedir (29). Rho kinazin damar diiz kas hiicrelerinin
kasilmasinda onemli oldugu onceki ¢aligmalarda belirlenmistir. Bu durum, Rho
kinaz inhibitorlerinin koroner ve serebral vazospazm, hipertansiyon ve pulmoner
hipertansiyon ile myokardial iskemi reperfiizyon hasar1 gibi damar diiz kas hiicresi
asirt kasilmasmin neden oldugu kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yararl
olabileceklerini gostermektedir (31).

NO ve Rho kinaz yolaklar1 6zellikle kardiyovaskiiler (KVS) sistemde
birbirine zit ¢alisan iki mekanizma olarak goriilmektedir. Rho kinazin
hipertansiyon, koroner arter spazmi, anjina, ateroskleroz, miyokardial iskemi ve
reperflizyonun neden oldugu zedelenme ve restenoz gibi diiz kas hiicrelerinin asir1
kasilmasinin eslik ettigi ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde dnemli

rol oynadig1 bilinmektedir.
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4.1.7. Hsp90

Fizyolojik kosullarda, bu molekiiliin gorevi; proteinlerin ¢okmesini 6nlemek,
yeni sentezlenen proteinlerin lclinciil yapilarmi kazanmasmi saglamak, yanlis
katlanmis ve ¢Okmiis proteinleri birbirinden ayirmak ve dogru katlanmasini
saglamak, ribozomdan gorev alacagi yerlere tagimaktir. Stres kosullarinda bu
proteinlerin sentezi hizlanir. Hiicre farklilasmasinda da 6nemli rol oynadiklari
bilinmektedir. Gerek hiicre i¢inde sitoplazma ve organellerde (mitokondri,
endoplazmik retikulum); gerek hiicre disinda goriilebilirler, hatta hiicre
membranlarinda bile gézlenebilirler.

Molekiiler bir saperon olan hsp90, eNOS aktivasyonunda Onemli rol
oynamaktadir. eNOS’u regiile edici olmas1 kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan
onemini ortaya koymaktadir.

Bazi saperonlar islev gorebilmeleri i¢cin ko-saperonlarina ihtiya¢ duyarlar. Bu
amagla Hsp90’1in ATPaz bolgesini hedefleyen geldanamisin ve tiirevi antibiyotikler
klinik kullanimda yer almaktadir. Geldanamisin hsp90°’1 inhibe ederek yoklugunda
ortaya c¢ikacak sonuclarla ilgili yorum yapilmasini kolaylastirmaktadir.
Geldanamisin uygulanan ratlarin aortik halkalarinda asetilkolin indiiklii gevseme
cevaplar1 azalmistir (32). Bagka bir calismada, portal ven ligasyonu yapilan ratlarda
eNOS ve hsp90 seviyeleri kontrol grubuna gore parelellik gostermis olup
asetilkolin indiiklii gevseme cevaplarinda geldanamisin uygulamasinin gevseme
cevaplarini azalttig1 goriilmiistiir (33). Bu bulgular, hsp90°in endotelyal fonksiyon

ve NO salimnimi i¢in 6nemli oldugunu gdstermektedir.
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4.1.8. Kaveolin-1

Kaveoller lipid yigmlarinin bir altkiimesi olarak plazma membranlarinda
cesitli hiicrelerin icerdigi endotelyal, diiz kas, epitel hiicreler ve fibroblastlarda
bulunmustur. Kaveolin’in en énemli islevlerinden biri, bir platform olarak hizmet
etmesidir. Kaveoller, transitoz, endositoz, hiicre ¢ogalmasmin diizenlenmesi,
diferansiyon ve apoptozis de dnemli rol oynamaktadir. Cav-1 kaveollerde esas
protein olup bircok protein grubunun; G-proteinleri, H-Ras, PKC, eNOS,
integrinler ve bliylime faktorii reseptorleri olan VEGF-R ve EGF-R ile baglanti
kurup diizenlenmesini saglar. Cav-1 bu sinyalci proteinleri stabilize etmektedir
(34).

Kaveol proteinin yap1 tasi olan kaveolinler 3 izoformda bulunmaktadir.
Cav-1 (CAV-1) bir¢ok kas olmayan hiicre tiplerinde kaveol olusumu i¢cin, CAV-2
membran lokalizasyonuna icin gereklidir. CAV-3 ise ¢izgili (iskelet ve kardiyak)
diiz kas hiicreleri i¢inde kaveol olusumu i¢in gereklidir.

Endotelyal hiicreler, Cav-1’in en fazla seviyede oldugu diisiiniilen
yapilardir. Endotelyal hiicrelerin esas fonksiyonlar1 vaskiiler yapiyr ve tonusu
olusturmasidir. Diger bir 6nemi ise diiz kas hiicreleriyle kan akimi arasinda kalan
araylizdiir. NO, endotelyum bagimli hiperpolarizan faktor (EDHF) ve PGI2
endotelyal hiicreler tarafindan salman potent vazodilatdor ve antimitojenik
faktorlerdir. Siirekli Ca®" girisi endotelyal hiicrelerin Cav-1 aracihigiyla diizenlenip
NO, EDHF ve PGI2 aktivasyonuyla saglanir. eNOS, L-argininden NO
sentezlenmesini katalizler ve optimum aktivasyon i¢in, eNOS kaveolii hedef alir. In
vivo calismalar da Cav-1, eNOS’un negatif regiilatorii olarak goriilmiistiir.

Asetilkolin indiiklii gevseme cevaplarinda Cav-1 seviyesinin artmasi potent eNOS
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inhibitérii  olmas1 sebebiyle gevseme cevaplarmi engellemistir.  Genetik
arastrmalarda, Cav-1 knockout farelerde, Cav-1’in eNOS’u negatif etkiledigi
gosterilmistir. Bu farelerde hem bazal hemde stimiile edilen eNOS aktivitesinin ve
gevseme cevaplarmin arttigi tespit edilmistir (35). Bu veriler hipertansiyon
gelisiminde NO yolagi ilizerinden Cav-1’in onemli bir molekiil olabilecegini

gostermistir (34,36).

4.2. Melatonin

Melatonin, memelilerin baslica beyninde serebral yarikiireler arasindaki
pineal bezden ve ayrica over, lens ve kemik iligi hiicreleri ile safra ve
gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir hormondur. Melatonin diger
hormonlarin regiilasyonunu ve organizmanin sirkadyen ritmini diizenler. Kiiclik
molekiilli olmasi nedeniyle organizmada yaygin dagilim gosterir, hiicresel
kompartmanlara kolayca girer. Giiglii antioksidan 6zelligi olan bu dogal bilesik in
vitro ve in vivo gilclii bir sitostatik ajandir. Melatoninin etkinligi okiiler
hastaliklarda, diyabette, romatoid artritte, fibromyaljide, kronik yorgunluk
sendromunda, enfeksiyon hastaliklarinda, kardiyovaskiiler hastaliklarda, ndrolojik
hastaliklarda, uyku bozukluklarinda, yaslanmada ve depresyonda gosterilmistir (37,
38).

Retinada sentezlenen melatonin retinal pigment epitel fonksiyonunun ve
fotoreseptorlerdeki gece-giindiiz varyasyonuna karsi retinanin verecegi yanitin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Deride; pigment graniillerin degisiminden ve
derin dokularin giinesin zararli radyasyonuna karsi korunmasmdan sorumlu olan
melatonin, gastrointestinal kanalda enterokromofin hiicrelerde sentezlenmekte ve

postprandial olarak dolasima saliverilmektedir. Safrada sentezlenen melatonin ise
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okside kolesterol tiirevlerine ve safra asitine karsi safra yollarmin mukozasini ve

epitelini korumaktadir (39).

4.2.1.Melatonin Sentezi
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] b
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Sekil 1. Melatoninin kimyasal yapisi(N-asetil-5-metoksitriptamin)

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin, Sekil 1) sentezinde birinci basamak
triptofanin pinealositler icine alinmasi ve orada pineal bir enzim olan N-
asetiltransferaz (NAT) tarafindan N-asetil serotonine doniistiiriilmesidir. N-asetil
serotoninin melatonine doniisiimii diger bir pineal enzim olan hidroksiindol-o-
metiltransferaz (HIOMT) aracilig1 ile olur (Sekil 2). Melatonin pineal bezin

endokrin hiicreleri olan pinealositlerden hizla salgilanmaktadir.

AsetilKoA KoA SAM SAH

Yo \/

Serotonin —— N -asetilserotonin - Melatonin

N-asetiltransferaz Hidroksi-indol
-O- metil transferaz

l 2
Sekil 2. Melatoninin sentezi (SAM: S-adenozil metionin, SAH: S-adenozil

homosistein).
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Melatoninin pineal bezde sentezi, suprakiazmatik niikleus tarafindan 24
saatlik aydinlik/karanlik siklusuna gore ayarlanir. Sentez ve salinim, karanlikta
uyarilmakta, 151k ile inhibe olmaktadir. Retinadan gelen fotik bilgi hipotalamusun

suprakiazmatik niikleusundan gegerek pineal beze taginmaktadir (Sekil 3).

PINEAL BEZ

SCN
NS

N

MEDULLA SPINALIS

Sekil 3. Pineal bezin inervasyonu (SSG: Superior servikal ganglion )

Isik altinda, retinadan baslayan néronal impulslar, hipotalamusta SCN ve
diger hipotalamik yapilara aktarilir. Uyar1 SCN ve periventrikiiler nukleus (PVN)
aracilig1 ile superior servikal gangliyona gecer. Karanlikla birlikte postganglionik
sempatik liflerden saliverilen noradrenalin esas olarak B] reseptorlere baglanarak,
depolardaki serotonin ve NAT’in intraselliiler saliverilmesine neden olur.
Noronlarda ve pineal bezdeki biyokimyasal sinyallerin bu dongiisii insanda
melatonin anabolizmasmi hizlandirir ve ayni zamanda melatoninin giin i¢i ritme

bagli olarak sentez ve saliverilmesini olusturur (40).
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4.2.2.Melatoninin Farmakokinetigi

Suda kismen ve lipidlerde yiiksek oranda ¢oOziinen melatonin dolasima
saliverildiginde dokulara ve hiicrelere kolaylikla girebilmektedir. Jelatin kapsiiller
yada tablet seklinde oral uygulanan melatonin insanda yaklasik 60 dakikada pik
plazma diizeyine ulasir. Oral uygulamada ilk geg¢is etkisine maruz kalir. Melatonin
esas olarak karacigerde dnce hizla 6-hidroksidopamine, sonra bir dizi reaksiyon ile
N-asetil-5-metoksi-6- hidroksitriptamin’e ve daha sonra da siilfat veya glukronid ile
konjuge olarak 6-siilfatoksimelatonin’e doniisiir ve idrar ile atilir. Idrarda %1

oraninda degismemis sekli bulunmaktadir (41).

4.2.3.Melatonin reseptorleri ve etki mekanizmasi

Melatonin suya gore lipid ¢oziiniirliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle hiicrelere
rahatca girebilmektedir. Bu nedenle etkileri sadece membrana yonelik degildir.
Sulu ortamda kismen ¢oziinmesi de intraselliiler etkilerinin olugsmasina katkida
bulunur. Son c¢alismalar melatoninin nukleusta yiiksek konsantrasyonda
bulundugunu ve melatonin i¢in spesifik baglanma noktalarinin oldugunu
gostermistir. Bu bulgulara gére melatonin etkilerinin tiroid ve steroid hormonlara
benzer sekilde nukleustaki molekiiler olaylarla iliskili olabilecegi ileri stirtilmiistiir
(42).

Melatoninin ML1 ve ML2 olarak bilinen farkli farmakolojik familyalara ait
membran bagimli iki tip reseptorii tanimlanmgtir.

MLI1 reseptorleri renal fonksiyon, uyku, sirkadiyen ritm, lireme ve serebral

arter kontraktilitesinden sorumludur. Bu reseptorler memeli retinasinda Ca™
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bagimli dopamin saliverilmesi ve retinal fotopigment disklerinin fagositozu gibi
1518a bagimli olaylarda rol oynar (43).

Diisiik afiniteli ML2 reseptorlerinin de G-proteinleri ile kenetli oldugu ve
sinyal iletiminde ML1 reseptorlerine benzer davranista bulundugu ileri
siriilmektedir. ~ Ancak ML1’lerden farkli olarak ML2 reseptorlerinin
aktivasyonunun fosfoinozitid (PI) hidrolizi ile kenetli oldugu ve selektif ML2

antagonisti uygulanimimin bu hidrolizi geri ¢evirdigi belirtilmistir (43).

4.2.4. Melatonin ve Oksidatif Stres

Melatoninin antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkisinin reseptor aracili
olmadigt ve bu etkilerin fizyolojik konsantrasyonlarin iizerinde olustugu
bildirilmektedir (44). Melatonin hidroksil ve peroksil radikallerinin gii¢lii bir
stiptirictisiidiir. "OH radikalini notralize edici etkisi glutatyondan 5 kat ve ROO™
inaktivasyonunda ise E vitamininden 2 kat fazla etkilidir. Melatonin ayrica
inflamasyon reaksiyonlar1 sirasinda makrofajlarin aktivasyonu ile olusan ve toksik
bir oksijen tiirevi olan (HOCI)’e kars1 da siipliriicii etki gostermektedir. Ancak
melatoninin HO ve O radikalleri iizerine direkt stipiiriicii  etkisi  zayiftir.
Melatoninin H,O, ile reaksiyonu sonucu N-asetil-N-formil-5-metoksi kniiramin
(AFMK) olustugu, AFMK nm ise katalazla N'-asetil-5-metoksi kniiramine
dontstiiriildiigii ve antioksidan etkiye sahip bu metabolitlerin melatoninin siipiiriicii
etkisini artirdig bildirilmistir (45).

Melatoninin serbest radikaller iizerinde dolayl etkileri de vardir. Melatonin,
hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O~ radikalini

HO ’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
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aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu NOS enzimini
inhibe ederek, antioksidan etki gostermektedir (44).

Antioksidan savunma sistemi ile iliskili diger bir enzim sitokrom P450
enzimidir. Bu enzim ksenobiyotik metabolizmasi araciligi ile serbest radikal
olusumunu artirir. Melatonin’in  P450 aktivitesini azaltarak serbest radikal
olusumunu ve dolayis1 ile oksidatif hasar1 azalttig1 gosterilmistir (46).

Melatonin fizyolojik konsantrasyonlarda serebellumda NOS aktivitesini
baskilayarak noral ve kardiyovaskiiler fonksiyonlarin fizyolojik diizenlenmesinde
rol oynamaktadir. Bu etki de melatoninin serbest radikal olusumunu onleyici
etkisine aracilik etmektedir. NO™ tek basina bir serbest radikaldir ve O™ varliginda
ONOO- olusumunu artirir. Melatonin ile NOS aktivitesinin baskilanmasi NO
olusumunu azaltarak bu yolak {izeriden oksidatif hasar1 azaltmaktadir (44).
Melatoninin serbest radikaller tizerindeki siipiiriicii etkisi onun ayn1 zamanda giiglii
bir antiinflamatuar ajan oldugunu da aciklamaktadir. inflamasyonun uyarilmasiyla
doku hasarina giden yolak iizerinde ¢esitli kademelerde melatonin ile blokaj bu
ajana antiiflamatuar ve doku koruyucu etki saglamaktadir.

Cesitli inflamasyon modellerinde (yanik hasari, sepsis, iskemi/reperfiizyon
gibi) notrofil aktivasyonunun dokularda neden oldugu oksidan hasarlar1 melatonin

anlamli olarak geri ¢evirmistir (37,47-50).

4.2.5. Melatonin ve Kardiyovaskiiler Sistem

Geligmis tlkelerde 6liim nedeni olarak kardiyovaskiiler hastaliklar en tist
sirada yer almaktadir. Yapilan bircok c¢alisma, kardiyovaskiiler olaylarda
(miyokardiyal enfarktiis, inme, komplex aritmiler, ani kardiyak oliimler, vb.)

sirkadiyen biyolojik ritmin Onemini gostermektedir. Tim organizmalarda
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gece/giindiiz veya karanlik /aydmlik dongiisii ile baglantili olarak biyolojik ritimler
mevcuttur. Bu ritmlerin insanlarda cesitli fizyolojik fonksiyonlar1 etkiledikleri
kabul edilmistir.

Kardiyovaskiiler olaylarin insidansi sabahin erken saatlerinde maximum
seviyeye ulagsmaktadir. Bu duruma ek olarak, bir¢ok patofizyolojik mekanizma
katilmaktadir. Bunlar; artan kan basinci, kalp hizinin dalgalanmasi, periferal ve
koroner arterlerde diisen endotelyal dilatér kapasitesi, artan sempatik aktivite,
yiikselen platelet agregasyonu sayilabilir. Insidansinin yiiksek olmasi nedeniyle
kardiyovaskiiler hastaliklarda yeni tedavi yontemleri bulabilmek olduk¢a 6nemli bir
hale gelmistir.

Melatoninin kardiyovaskiiler sistemin c¢esitli fonksiyonlarma etkiler
gosterdigi dogrulanmistir. Benzer diger organlar ve sistemler, kardiyovaskiiler
sistem gibi melatonini etkileyen sistem araciligiyla suprakiazmatik niikleusun
modiile edilmesiyle giinlilk ve mevsimsel ritimlerin olusturulmasini saglar. Kalp
hizi, kan basinci, trombosit ve endotel fonksiyonlarini1 suprakiyazmatik nukleus
diizenlemektedir.

Paskaloglu ve ark. (51) diyabette insiilin ve melatoninin kullanimmin
hiperglisemi indiiklii oksidatif streste, smirli koruyucu etki gdsterdigini rapor
etmislerdir. Insiilin ve melatoninin kombine kullanimini ise hiperglisemiyi suprese
ettigl, oksidatif hasarin engellendigi, endotelyal fonksiyonun 1yilestigini
gostermektedir. Bu da kombine kullanimmin tedavide daha yararli olacagini
gostermistir. Yapilan ¢alismalarda melatoninin, I/R indiiklii kardiyak infakt alaninin

azalmasini sagladig1 gortilmiistiir (48-50). Bu etki iskemik kalp hastaliginin
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onlenmesinde ve tedavisinde melatoninin 6nemli koruyucu bir molekiil olabilcegini
gostermektedir.

Diisen melatonin seviyeleri sonucunda koroner arter hastaligi, hipertansif
kalp hastaligi ve dilate kardiyomiyopati gibi bir¢ok kardiyovaskiiler hastalik
meydana gelmektedir (52). Antihipertansif, anti-iskemik ve antioksidan bir ilag
olarak melatonin kullanimi1 tedavide sirkadiyen ritmi diizenleyerek kardiyovaskiiler
disfonksiyonlarin tedavisinde yeni bir bakis acis1 getirmektedir.

Melatoninin safra ligasyonu ile artan ADMA, NADPH oksidaz ve NADPH
oksidaza bagl superoksit {iretimini azalttig1 bildirilmigir. Melatonin ile yapilan
baska bir calismada, kanser hiicrelerinde rho kinaz aktivitesini azalttig

gosterilmistir (61,72,89).

4.2.6. Melatonin ve Hipertansiyon

Deneysel ve klinik ¢aligmalarla melatoninin hipertansiyon ilizerine olumlu
etkileri rapor edilmektedir. Pinealektomi sonucu hipertansiyon gelisen ratlarda
melatonin uygulamasiyla kan basiglart normale dondiirtilmiistiir (53). Plazma
melatonin konsantrasyonlariyla kan basincinin akrofazi arasinda ters bir iliski
bulunmaktadir. Yiiksek melatonin konsantrasyonlarinda diisiik kan basinci
olciilmektedir. Insanlarda yapilan ¢aligmalarda ekzojen melatonin uygulanmast;
normotansif hastalarda (54), esansiyel hipertansiyonu olan hastalarda (55) ve tip 1
diyabeti olan hastalarda (56) kan basincini diisiirmiistiir.

Melatonin eksikligine bagl iki tip deneysel hipertansiyon modeli vardir (8).
Birincisi pinealektomi yapilarak olusturulan digeri ise 24 saat 151¢a maruz birakma

sonucu olusturulan hipertansiyon modelidir. Siirekli aydinlik ortamda bulunan
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deneklerde gece salinanan melatonin miktar1 azalmaktadir. Melatonin eksikligi
sonucu kan Dbasinci yiikkselmekte ve miyokardiyal, renal ve vaskiiler
disfonksiyonlarla ilgili oldugu disiiniilmektedir (52,56). Melatonin azalmasi
norohumoral aktiviteyi etkileyerek RAS ve SSS araciligiyla kan basincinin
yiikselmesine neden olmaktadir. Bu etki onu hipertansiyon tedavisinde dnemli bir
molekiil oldugunu diistindiirmektedir.

Pineal bezden iiretilen melatonin miktari, memelinin yasina gore degisiklik
gosterir (57,58). Antihipertansif tedavide uzatilmis-salinimli melatonin tedavisi
uygulanarak noktiirnal hipertansiyonda kan basincinin diizenlenmesi saglanmistir
(59). Uykusuzluk, hipertansiyonda tedaviyi zorlastiran en O6nemli faktorlerden
biridir. Yapilan testlerle 55 yasin istiindeki hastalarda antihipertansif tedavide
melatoninin tedaviye yardimci olarak olumlu etkiler meydana getirdigi tespit
edilmistir (59). Eldeki veriler melatoninin kardiyovaskiiler hastaliklarda
antienflamatuar, antioksidan, antihipertansif ve muhtemel antilipidemik

fonksiyonlar1 oldugunu ortaya koymaktadir (60).

4.3.Calismanin Amaci

Melatoninin SHR’larda ve NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyonda
kan basmcini diisiirdiigii bilinmekle birlikte, NOS blokaj1 ve tuz diyeti ile birlikte
olusturulan hipertansiyonda kan basincina etkisi bilinmemektedir. Literatiirde
melatoninin hipertansiyonda ki ADMA diizeyleri ile ilgili iki ¢alismada farkli HT
modelleri (spontan ve renovaskiiler) kullanilmistir (61,62). Bu calismalarda
melatoninin ADMA diizeylerini diisiiriicli etkisi rapor edilmistir.

Tuz ve NOS inhibisyonunda ise melatonininin ADMA diizeylerine etkisi ve

damar tonusunu nasil etkileyebilecegi (phe kasilma, ach gevseme cevaplari)
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bilinmemektedir. Yine melatoninin kontrol ve hipertansiyon olusturuldugunda,
NADPH oksidaz, rho kinaz, hsp90 ve Cav-1 diizeylerine etkisi bizim bilgilerimize
gore heniiz bilinmemektedir.

Bu c¢alismada tuz yiikklemesi ve NOS inhibisyonu ile olusturulan
hipertansiyonda melatoninin kan basinci, NADPH oksidaz, rho kinaz, ADMA,
hsp90, Cav-1 diizeylerine etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Ek olarak
hipertansiyon olusturulmus ve farmakolojik tedavi almis ratlarin aortalarinda (in

vitro) phe kasilma, ach gevseme cevaplari1 incelenmistir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Denekler

Arastirmada 220-260 gr agrrlhifinda Spraque-Dawley cinsi erkek ratlar
(n=21) kullanildi. Ratlar standart sartlarda (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik,

havalandirmaly, sabit 1s1l1 odalarda) kafeslerde barmdirildi.

5.2. Deney protokolii

5.2.1. Hipertansiyon olusturulmasi

6 hafta boyunca L-NAME ve Tuz uygulamasi ile hipertansiyon olusturuldu.
Tuz, ratlarin normal diyetlerine ilave olarak %1’lik tuz i¢eren igme suyu ile

42 giin boyunca verildi.

L-NAME 1i.p. olarak 40mg/kg/giin dozunda 42 giin uygulandi.

5.2.2. Gruplar

Her bir grupta 7 rat olacak sekilde 3 gruba ayrild1.

1.Grup: (Kontrol) izotonik (%0,9) NaCl soliisyonu (0,5cc/giin i.p 4 hafta
boyunca) i.p. uygulandi.

2.Grup: [Hipertansiyon (HT)] Ratlara 6 hafta boyunca igme suyunda % 1
tuz ve su 1.p 40 mg/kg/giin dozda L-NAME verildi. L-NAME izotonik (%0,9) NaCl
soliisyonunda ¢ozdiiriilerek her hayvana 0,5 cc olacak sekilde enjekte edildi. Bu
gruptaki ratlara melatonin grubu tedavi siiresi olan bir ay boyunca ¢oziiciisii etanol

(izotonik iginde %1 konsantrasyonunda 0,5 cc olacak sekilde) verildi. Ilag
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soliisyonlar1 hergiin taze olarak hazirland1 ve enjeksiyonlar diizenli olarak her giin
ayni1 saatte yapildi.

3.Grup: (HT+Melatonin) 40 mg/kg/giin dozda L-NAME 1.p ve 2. haftadan
sonra (14. giin) melatonin 10 mg/kg/giin 1.p. 4 hafta verildi. Melatonin saf etanolde
coziilerek stok soliisyon hazirlandi. Stoklar deneyin yapildig1 giin hazirlandi. Stok

cozeltiler melatonin uygulamasi dncesi, (%0,9) NaCl soliisyonu ile sulandirildi.

Kontrol r 1

HT i |

HT4me | at o r i m—m—m—m————

0. giin 14. giin 28. giin 42.glin

Serum fizyolojik (0.5 cc, i.P.)
Melatonin (10 mg/kg, i.P.)
m— Tuz (%1 igme suyunda) + L-NAME (40 mg/kg, i.P.)

Sekil 4. Deney gruplar1 ve uygulanan maddeler

5.2.3. Kan basinci ol¢iimleri

Bilinci acik ratlarin kan basinglari (sistolik kan basinct) kuyruktan indirekt
tail cuff yontemi ile 6lciildi. (MAY BPHR 9610-PC TAIL-CUFF Indirect Blood
Pressure Recorder, Ankara, Tiirkiye). Tim gruplardaki ratlarin kan basinci
Olciimleri 0., 14., 28., ve 42. giinlerde yapildi. Alinan kan basinci degerleri

bilgisayara kaydedildi. Her ratdan 5 6l¢iim alind1 ve ortalamalar1 hesaplandi.

5.2.4. Cerrahi uygulamalar

Deney sonunda, denekler dekapite edilerek kan 6rnekleri alindi. Daha sonra

hizlica abdomen ve toraks orta hattan agildi. Torasik aorta diafragmanin tizerinden
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baslayarak arkus aortaya dogru diseke edilerek ¢ikarildi ve soguk krebs soliisyonu
icine alindi. Torasik aorta ¢evre bag ve destek dokularindan dikkatlice temizlenerek

arkusa yakin uctan 4 mm boyunda halka halinde kesildi.

5.2.5. In vitro deneyler

Hazirlanan 4 mm boyundaki torasik aorta halkalari, limeninden birbirine
paralel iki paslanmaz gengel gegirilerek igerisinde 37°C’ta 1sitilmis ve %95 O +
%35 CO? karisimu ile gazlandirilan Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu bulunan 10
ml’lik izole organ banyosuna asildi. Alt ¢engel izole organ banyosunun tutma
kismina tutturulacak iist ¢engel de izometrik kasilma cevaplarimi kaydetmek i¢in
force-displacement transducerlerine (FT 0.03) baglanildi. Kayitlar BIOPAC marka
(Model MP36) poligrafi yapildi. izole organ banyosuna asilan torasik aorta
halkalar1 2 gramlik istirahat gerimi altinda 1 saat boyunca dengelendi. izole organ
banyosundaki Krebs-Ringer bikarbonat solusyonu metabolik son {iriinlerin
birikimini 6nlemek i¢in her 15 dakikada bir taze solusyonla yenilendi. In vitro

torasik aorta ¢aligmalar1 endotel varliginda calisild.

5.2.5.1. Fenilefrin kasilma cevaplan

Aortik halkalarda artan konsantrasyonda fenilefrin (10° - 10* mol/L)
uygulamasina kasilma cevaplar1 degerlendirildi.
5.2.5.2. Asetilkolin gevseme cevaplarn

Artan dozlarda fenilefrin uygulamasiyla elde edilen egriden submaximal

doz belirlendi. Sonrasinda submax fenilefrin dozu ile kasilma yapildiktan sonra
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artan konsantrasyonda (10® - 10 mol/L) asetilkolin uygulamasiyla doz bagiml

gevseme cevaplari alindi.

5.2.6. Genetik analizler

Damar ornekleri etrafindaki bag dokulari temizlendikten sonra hizli bir
sekilde RNA later soliisyonu iceren 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alindi. +4°C’de 1
gece bekletildikten sonra RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80°C derin

dondurucuda saklanda.

5.2.6.1. RNA Izolasyonu

1.Yaklasik olarak 50-100 mg olan dokular RNA later soliisyonu icerisinden
cikartilarak kurutma kagidi arasina alinip hafifce bastirilarak RNA later soliisyonu
uzaklastirildiktan sonra 1 ml Trizol reaktifi igeren 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alind1
ve steril ¢elik bilyeler kullanilarak homojenizasyon cihazinda homojenize edildi.

2. Homojenize edilmis 6rnekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Santrifiijjde 12000x g’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kisim yeni tiipe
transfer edildi.

3. Uzerine 0.2 ml kloroform ilave edilerek vortekslendi ve 2-3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

4. Ornekler, 15 dakika ve +4°C’de 12000xg’de santrifiij edildi.

5. Ust faz, yeni bir tiipe transfer edildi ve iizerine 0.5 ml izopropil alkol
eklendi. Ornekler, 10 dakika 15-30°C’de inkiibe edildi ve +4°C’de 10 dakika

12000xg’de santrifiij edildi.
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6. Siipernatant kistm tamamen uzaklastirildi. RNA pelleti, ilk olarak 1 ml
%75’lik etanol ile yikandi. +4°C’de 5 dakika i¢cin 7500xg’de santrifiij edildi. Bu
yikama islemi tekrarlandi ve kalan tiim etanol uzaklastirildi.

7. RNA pelleti 5-10 dakika havada kurutma islemine tabi tutuldu.

8. DNase/RNase icermeyen su ile sulandirildi ve cDNA elde edilinceye

kadar -80°C’de sakland.

5.2.6.2. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Izolasyonu yapilan RNA’larin miktar1 Qubit cihazi (Invitrogen, Carlsbad,
CA) kullanilarak 6l¢iildii. Kontrol, HT ve Melatonin olmak {izere olusturulan 3
grup i¢cin Qubit ile Olciilen degerlere gore esitleme yapilarak 3 RNA havuzu

olusturuldu.
5.2.6.3. cDNA Sentezi
RNA orneklerinden cDNA sentezi High Capacity cDNA sentez kiti
kullanilarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde gerceklestirildi.
5.2.6.4. Real Time-PCR

Elde edilen cDNA’lar, GAPDH (Housekeeping gen), Rho kinaz, NADPH,
Hsp90 ve Cav-1 gen ekspresyonlarimmi arastirmak icin Tag Man Ekspresyon
Assay’leri (Invitrogen, Carlsbad, CA) kullanilarak, ABI Prism 7500 Fast Real Time
PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA) cihazinda caligildi. 3 gruptaki ilgili 4

genin ekspresyonlar1 24" degerleri kullanilarak karsilastirilds.
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5.2.7. Biyokimyasal analiz
5.2.7.1. ELISA

Serum ADMA diizeyleri ELISA yontemiyle 06l¢iildii. Deneklerden elde
edilen serum Orneklerinden ADMA Kkiti ile ticari firmaca (Eastbiopharm, Cat No:
CK- E90206, Ref: E2012 1120049, lot: 20121120) belirlenen protokol uyarinca

Ol¢tim yapildi.

5.3. istatistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalama+standart hata (SH) olarak belirtildi. Ortalamalar
arasindaki farklarm istatistiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek icin spss paket
istatistik programi kullamildi. Istatistiksel farklarin degerlendirilmesinde Kruskal
Wallis sonrasinda Mann Whitney U testi kullanildi. Elde edilen sonuglarin

yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

5.4. Kullanilan Kimyasallar

Fenilefrin, Asetilkolin, L-NAME, Melatonin, (Sigma Aldrich Inc. St. Louis,

MO. A.B.D) satim alind1.
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6.BULGULAR

6.1. Kan basinglan

Calismamizda, kan basinglari, L-NAME ve tuz uygulanan grupta 14. ve 28.

ve 42. giinde kontrol grubuna gore anlamli yiiksekti. Melatonin

alan grupta

14.giinde 143,14+3,76 mmHg olan kan basinci degerleri tedavinin son giinii olan

42. giinde 116,434+3,89 mmHg’ye kadar anlamli bir diislis gosterdi (Tablo 1, Sekil

5).

Tablo 1. 0., 14., 28. ve 42. giinlerde kan basinc1 degerleri

Gruplar 0.giin 14.giin 28.giin 42.giin

Kontrol 101,77+3,34 97,33+0,84  96,50+0,9295 100£1,41
HT 111,714£2,93  141,63+8,34*  147,71+1,97° 151,90+7,53"
HT+Melatonin 106,93+2,50 143,14+£3,76 *  124,11+£5,92  116,43+3,89

Veriler ort £SHolarak ifade edilmistir.
a, Kontrol grubuna gore; b, HT grubuna gore; c, grup ici 0. giine gore;
d, grup ici 14. giine gore anlamh farklilig1 gostermektedir, p<0,05.

Kan Basing¢lar: (mmHg)

Sbp_ilk Sbp_14 Sbp_28 Sbp_42

HT+MELATONIN

a
160 a a
rﬂw
o
a
12 — S —
0 i ab b
= e e ) @=gme KONTROL
E 80 iD= HT
40
0

Sekil 5. 0., 14., 28., 42.giinlerde kan basinc1 degisimleri a, Kontrol grubuna gore; b,

HT grubuna gore anlamli farklilig1 gostermektedir, p<0,05.

38



6.2. Torasik aortada kasilma-gevseme cevaplari

6.2.1. Fenilefrin kasilma cevaplan

Artan konsantrasyonlarda fenilefrin uygulamasina karsi elde edilen torasik

aorta kasilma yanitlar1 arasinda fark bulunmadi. Ayni zamanda Emax ve Ec50

degerleri arasindada istatiksel olarak anlamli fark yoktu (Sekil 6, Tablo 2).

1600

- 1400

5 1200 —A—

&

2 1000

E g 800 % === KONTROL

a 600 es=HT

N 74 .

T 400 HT+MELATONIN

2 200

Vi
0 =
8 7 6 5
-Log10

Sekil 6. Fenilefrin Doz Cevap Egrisi
Tablo 2. Fenilefrin Kasilma Cevaplari
Dozlar(mol/L) Kontrol HT HT+melatonin
107 0 0 28,0+9,56
5.10° 67,5+47,14 0 59,75+20,2
10 175,75+£76,87 114,0+89,71 210,50+71,8
5.10° 438,00+203,26 293,33+177,44 494,0+164,93
107 753,75+122,61 644,33+319,13  691,75+211,86
5.107 947,75+104,19 935,62+£321,61  947,5+182,09
10° 1156,2+113,58 1158,7+220,18 1081,0+£165,35
5.10° 1224,5+121,97 1341,0+148,89 1160,2+115,9
107 1267,2+137,06 1412,0+£100,50 1211,2+122,87
5.107 1270,5+139,42 1412,0+£100,5 1226,0+120,58
10* 1270,5+139,42 1412,0+£100,5 1231,5+118,904

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir.
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6.2.2. Asetilkolin gevseme cevaplar

Torasik aortada submaksimal doz phe kasilmasi sonras1 artan dozlarda Ach
uygulamasina gevseme cevaplar1 Sekil 7 ve Tablo 3 de, bu degerlerden elde edilen
Emax ve Ec50 degerleri Tablo 4 de verilmistir. Melatonin grubunun aortik Ach
gevseme cevaplarinda Emax degerlerinde kontrol ve hipertansiyona gore anlamli
artisga neden oldugu gozlendi (p<0,05). Ec50 degerinde ise melatonin grubunda
diger gruplara gore farklilik gézlenmedi. 10° mol dan artan konsantrasyonlarda ach
eklenmesiyle ach gevseme ylizdelerinde hipertansiyon ve kontrole gore anlamli bir

artis gozlendi (Sekil 7, Tablo 3).

120

100 P

80 -

60 e=g=»Kontrol
ei=HT
40 HT+MELATONIN

%Ach Gevseme cevaplari

Wb
20 b——ap

-Log 10

Sekil 7. Asetilkolin Doz Cevap Egrisi

a, Kontrol grubuna gore; b, HT grubuna gore anlaml farkliligi gostermektedir,

p<0,05.
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Tablo 3. Asetilkolin Gevsemesi Emax ve Ec50 degerleri

Dozlar Kontrol HT HT-+melatonin
Emax (%) 59,27+7,75 43,95+10,5 88,24+2.74%
Ec50 (uM) 0,26+0,06 0,45+0,27 0,24+0,12

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir.

a, HT grubuna gore anlaml farklilig1 gostermektedir, p<0,05.

100 -
90 ~
80 A
70 A

60 -
u
50 - [ Kontrol

HT

Emax (%)

40 -
7. HT+Melatonin
30 -
20 -

10 -

N

Asetilkolin Gevsemesi

Sekil 8. Asetilkolin gevsemesi Emax yiizde degerleri

a, HT grubuna gore anlamli farklihig1 gostermektedir, p<0,05.
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Asetilkolin Gevsemesi

Sekil 9. Asetilkolin gevsemesi Ec50 (uM) degerleri

6.3. Serum ADMA diizeyleri

Hipertansif grupta serum ADMA diizeylerinde anlamli artis ve melatonin

grubunda ise anlamli bir azalma goriildii (Sekil 10).

ADMA

2,5 -
—_ a
E 2 -
\
)
£
g H kontrol
-5 1,5 -
= HT
=
< #~melatonin
= 17
= b
£
g 0,5 - /
g 7/

o 7.

Sekil 10. Serumda ADMA diizeyleri
a, kontrole gore; b, hipertansiyona (HT) gore anlamli farklilig1 gostermektedir,

p<0,05.



6.4.Aortik dokularda gen ekspresyon ¢calismalari
Aortik dokularda NADPH oksidaz, rhokinaz, hsp90 ve Cav-1 ekspresyon

diizeyleri 6lciilmiistiir.

6.4.1. NADPH Oksidaz ekspresyon diizeyleri

NADPH oksidaz ekspresyon diizeyleri hipertansif grupta anlamli artma,

melatonin alan grupta ise azalma egiliminde oldugu gozlemlendi (Sekil 11).

NADPH Oksidaz

3,5 -
:é a
/A i
g’ [
225 -
5
>
E 2 . ® Kontrol
S 15 - 7 HT
E # HT+Melatonin
=]
5 1 _
<
o
% 0,5 -
<
s, 7

Gruplar

Sekil 11. Aort dokusunda NADPH oksidaz ekspresyon diizeyleri

a, Kontrol grubuna gore anlamh farklilig1 gostermektedir, p<0,05
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6.4.2 Rho Kinaz ekspresyon diizeyleri

Hipertansif grupta rho kinaz ekspresyon diizeylerinde anlamli artis ve

melatonin grubunda ise anlamli bir azalma goriildii (Sekil 12).

Rho Kinaz
g a
£
M5 -
o T
S
=1
4
< K
> 3 - m Kontrol
an HT
Q
% 2 . b # HT+Melatonin
)
g /77
~ J A

o

Gruplar

Sekil 12. Aort dokusunda rho kinaz ekspresyon diizeyleri

a, Kontrol grubuna gore; b, melatonin uygulamasi ile HT grubuna gére anlamli

farklilig1 gostermektedir, p<0,05
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6.4.3. Kaveolin-1 ekspresyon diizeyleri

Hipertansif grupta ekspresyon diizeylerinde anlamli artis goriiliirken,

melatonin grubunda istatiksel olarak anlamli azalma goriiniimiindedir (Sekil 13).

Kaveolin-1
2,5 - a
g T
E 2
)
o
!
Y
© i b
4 L5 ® Kontrol
= Y, ) HT
jan
z %
% # HT+Melatonin
&)
~
—
20,5 -
[g+]
&)
o 7,
Gruplar

Sekil 13. Aort dokusunda Cav-1 ekspresyon diizeyleri

a, Kontrol grubuna gore; b, HT grubuna gore anlamli farklilig1 gostermektedir,

p<0,05
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6.4.4. Hsp90 ekspresyon diizeyleri

Gruplar arasmnda hsp90 ekspresyon diizeyleri agisindan anlamli fark

goriilmemistir. Melatonin uygulanmasiyla ekspresyon artma egilimindedir (Sekil

14).
Hsp90
1,8
g 16 » T
& 14 /
g
= 1,2 I
3
5 1 H Kontrol
>
E 0,8 HT
% 0,6 r HT+Melatonin
9
% 0,4
Z 0,2
) 7.

Gruplar

Sekil 14. Aort dokusunda Hsp90 ekspresyon diizeyleri
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7. TARTISMA

Calismamizda kan basinglari, NOS inhibisyonu ve tuz uygulanan grupta
kontrole gore 14., 28. ve 42. giinde anlaml yiiksekti. Melatonin uygulanan grupta,
28. ve 42. giinde anlamli diisiiktii. Melatonin grubunda, Ach, Emax degerleri,
kontrol ve hipertansiyon grubuna gore anlamli yiiksekti. Hsp90 diizeyi ise
melatonin uygulamasi ile daha artma egilimi gosterdi. ADMA diizeyi, rhokinaz,
NADPH oksidaz ve Cav-1 ekspresyonlar1 hipertansiyonla anlamli artarken
melatonin uygulamasi ile rho kinaz haricinde bu artislar istatistiksel olarak anlamli
azald1.

Kan basinglar1 L-NAME ve tuz uygulamasi ile artarken bu artis1 melatonin
uygulamas1 geri ¢evirdi. L-NAME uygulanarak, hipertansiyon modeli
olusturulmas1 (63,64), vaskiiler remodelling ve endotelyal disfonksiyon gelisimi
saglanmaktadir (64-66). Zicha ve ark. (67), 4 ve 12 haftalik Wistar ratlara 4 hafta
icme suyu ile 40mg/kg/giin L-NAME uygulamislar ve hem gen¢ hem de yetiskin
ratlarin sistolik, diyastolik ve ortalama kan basinci degerlerinin kontrol gruplarma
gore anlamli olarak yiikseldigini; bu artisin geng ve yetiskin bireylerin kendi
aralarinda herhangi bir anlamlilik ifade etmedigini belirtmislerdir. Baska bir
calismada, L-NAME’ in 5mg/100 ml dozda uygulanilmasiyla 2 ay sonunda kan
basincinin 136 +2 mmHg’ a ulastig1 ve hipertansiyon meydana geldigi ve
hipertansiyonla birlikte glomeruloskleroz olustugu rapor edilmistir (68). NOS
inhibisyonu sonucu olusan hipertansiyonda rol oynayan periferik vaskiiler direng
artisginda endotelyumdan kaynaklanan kasici faktorlerin  katkis1 olabilecegi
disiiniilmektedir (69). 10mg/kg dozda 8 hafta derialti L- NAME uygulamasi ile kan

basincinin 4. haftaya kadar anlaml olarak yiikseldigi, 5. haftada pik yaptigini ve 8.
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haftaya kadar arttig1 belirlenmistir. Kan basincina ilaveten NADPH oksidaz
diizeylerinin arttig1 gostermislerdir (70).

Calismamizda, 14 giin L-NAME ve tuz uygulamasmin ardindan kan
basincinda anlamli artisin saglandig1 ve organ hasar1 gelismesinin heniiz basladigi
diisiiniilerek melatonin uygulanmasina baslandi. Melatonin uygulamasi, artmis kan
basincin1 kontrol degerlerine geri ¢evirdi. Bircok klinik ve deneysel calismada
bulgularimiza benzer sekilde melatonin uygulamasmin kan basincinda diismeye
neden oldugu tespit edilmistir (7-9,61,71-73). Bu diisiiste direk hipotalamik etki
araciligiyla katekolamin seviyelerinde azalma, aorta diiz kasinda gevseme ve
antioksidan etkisinin katilimmin énemli rol oynadigi belirtilmistir (73).

Anabilim dalimizda yapilan bir ¢calismada; ratlar da 15 glinliik L-NAME
uygulamasinin kan basinci artist ile birlikte MDA diizeyini arttirdigi ve GSH
diizeyini azalttigt melatonin uygulamasinin ise bu etkileri geri c¢evirdigi
gosterilmistir (50).

Melatoninin hipertansiyon iizerine etkilerininin incelendigi bir ¢alismada
(74), kronik melatonin uygulamasinin SHR’ da arteriyel kan basincmi azalttigr ve
mezenterik arterlerinde endotelyum bagimli gevseme cevaplarint arttirdig:
gosterilmistir. Organ banyosuna yiiksek konsantrasyonlarda eklenen melatoninin
SHR ve WKY ratlarda mezenterik arterlerin o-1 adrenerjik reseptoriiniin
aktivasyonu ile meydana gelen vazokonstriksiyonu inhibe ettigi belirtilmistir (74).
Wang ve ark (75) , in vitro 1 mmol/l melatonin uygulanmasi ile aortik dokulardaki
norepinefrin indiiklii kasilma cevaplarmin SHR ve WKY ratlarda anlamli olarak
azaltildigmi gostermis ve SHR’de WKY’ye gore kasilma cevaplarinda ki diisiis

daha belirgin bulunmustur. Lopez ve ark., (76) akut 100 mg iv L-NAME
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uygulanmis ve 3 giin boyunca oral 60 mg /kg L-NAME uygulanmis ratlardan elde
edilen aortik halkalarda fenilefrin indiikli kasilma cevaplarinda artis
belirlemislerdir.  Calismamizin fenilefrin kasilma cevaplarinda, kontrol ve
hipertansiyon gruplar1 arasinda bir fark goériilmemis olup 4 hafta melatonin
uygulamasi da fenilefrin indiikli kasilmalar1 etkilememistir.

Bizim bulgularimiza benzer sekilde SHR’de yapilan baska bir ¢calismada ise
norepinefrin indiiklii kasilma cevaplarinda kontrol ve hipertansif grup arasinda bir
fark goriilmemistir (77). Kalklolvalkama ve ark., (78) yapmis olduklar1 ¢alismada
icme suyu ile 4 hafta L-NAME verilen grupla kontrol grubu arasinda noradrenaline
verilen kasilma cevaplar1 arasinda fark belirlenmemistir.

Calismamizin asetilkolin gevseme cevaplar1 ise; melatonin uygulanan
grupta, hipertansiyon ve kontrol grubuna goére anlamli yiiksek c¢ikmustir. Benzer
baska bir calismada (79), melatonin uygulamasinin mezenterik arterde ve aortada
asetilkolin bagli gevseme cevaplar1t SHR’in , WKY ‘a gore daha az hassas
olduklarmi ortaya konmus ve SHR’ lerde asetilkolin gevseme cevaplarmin azaldigi
rapor edilmistir. Paulis ve ark., (71) melatoninin, L-NAME uygulanan hipertansif
grubun femoral arterinde, asetilkolin indiiklii gevseme cevaplarimi etkilemedigini
rapor etmislerdir. Rezzani ve ark., (80) SHR larda melatoninle tedavi alan grupla
almayan gruba gore asetilkolin indiiklii vazodilatasyon cevabinin mezenterik
arterde iyilestigini bildirmislerdir. Bu bulgular, melatonin uygulamasmin damar
tiirtine ya da gelistirilen hipertansiyon modeline gore farkli sonuclar verebilecegini
gostermistir.

Calismamizda melatonin hipertansiyonla artan ADMA diizeylerini, anlamli

seviyede azaltmistir. Benzer bir ¢calismada, Tain ve ark., (61) SHR’de melatoninin
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artmis ADMA seviyelerini azalttiklarin1 gdstermislerdir. Melatonin SHR’larda
plazma ADMA seviyelerini diisiirerek hipertansiyon gelisimini engeller ve oksidatif
stresi azaltir. Safra kanali ligasyonu yapilmis ratlarda melatonin ADMA’y1 yikan
enzim olan DDAH seviylerini yiikselterek ADMA seviyesini diisiirmiistiir (96). Bu
bilgi Melatoninin NO/ROS dengesini NO lehine bozarak kan basmcimni azalttigim
gostermektedir. Bu koruyucu ve restore edici Ozellikleri ile prehipertansiyonda
tedavi edici olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde, NADPH oksidaz ve
ekspresyon seviyelerinde hipertansiyon grubunda kontrole gore anlamli olarak artig
gozlenirken melatonin uygulanmasi ile azalma egilimi goriilmiistiir. Yapilan
calismalarda hem hipertansiyon hem de diger oksidatif stresle iliskili hastaliklarda
NADPH oksidaz artis1 bildirilmistir (2). Park ve ark., (81) aldosteron ve tuz indiikli
hipertansiyonda aortada NADPH oksidaz aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir.
Bizim sonuglarimizi destekleyen benzer bir g¢alismada iki hafta boyunca igme
suyuyla L-NAME uygulanmasinin aortada NADPH oksidaz seviyelerinin artmasina
yol actig1 belirlenmistir (82). SHR lardan ve fruktoz diyeti almis metabolik
sendromlu ratlardan elde edilen kalp dokusunda NADPH oksidaz seviyesinde artig
belirlenmistir (83). Ayn1 ¢alismada hipertansif ratlarin kalpleri izole lanhgendorf
sistemine alinip iskemi reperflizyon uygulandiginda reperfiizyon sirasinda
melatonin verilmesinin ventrikiiler fibrilasyona kars1 koruma sagladigi ve ek olarak
bu etkinin reperflizyon sonrasinda devam ederek ventrikiiler tagikardi gibi meydana
gelebilecek onemli kardiyovaskiiler risk faktorlerini azalttig1 belirlenmistir (83). L-
NAME ile hipertansiyon olusturulmus ratlarda melatonin kardiyak I/R na bagh

nekroz ve oksidatif degisiklikleri azaltmistir (49). Bu sonuglar, melatonininin
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kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemli rol oynayan oksidatif stres ile iliskili NADPH
oksidaz1 baskilayarak antioksidan etki gosterdigi ve klinikte de 6nemli etkilerinin
oldugunu desteklemektedir.

Rho kinaz, hipertansiyon grubunda anlamli artarken melatonin grubunda
anlamli azalmistr. SHR kullanilarak yapilan bir c¢alismada Rho/RhoA
translokasyonunun vaskiiler diiz kas hiicrelerinde iki kat arttig1 gosterilmistir (77).
Baska bir ¢alismada, renal korteksde RhoA proteininin mRNA seviyelerinin, L-
NAME uygulanan SHR’de arttig1 goriilmiistiir (85). Diger bir ¢alismada, aldosteron
ve tuz indiikli hipertansif ratlarda rhokinaz inhibitérii fasudil, Rho kinaz
ekspresyon seviyelerinin azalmasina neden olmustur (86). Calismamiza benzer
sekilde, Kataoka ve ark., (87) 4 hafta boyunca i¢me suyuyla L-NAME verilmesinin
Rho/Rho-kinaz aktivitesinin artmasmna neden oldugunu gostermislerdir. Bu
sonuclar bizim rho kinaz ile ilgili bulgularimiz1 destekler niteliktedir.

Melatonin rho kinaz etkilesimi ile ilgili smirli sayida calisma vardir.
Melatoninin kardiyovaskiiler hastaliklarda rho kinaz enzim aktivitesi etkisi heniiz
tam olarak ortaya konmamistir. Yapilan az sayida ¢alismada, melatoninin kanser
hiicreleri ve yaslhh kobay detrusor kasinda rho kinaz aktivitesini azalttigi
gosterilmistir (88,89). Hipertansiyonla rho kinaz iligkisi ise ilk kez bu ¢alisma ile
gosterildi.

Cav-1 ekspresyonu c¢alismamizda, hipertansiyon grubunda kontrole gore
anlamli artmis olup buna karsmn melatonin tedavisiyle anlamli azalmistir. Yapilan
bir bagka ¢alismada, SHR ‘de Cav-1 seviyeleri aorta endotelyumunda artmistir (90).
Pojoga ve ark.,(91) L-NAME/ Ang II indiiklii kardiyak hasarin kaveolin knockout

farelerde wild type e gore azaldigini gozlemlemislerdir. Bu sonuca gore L-NAME/
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Ang Il indikli kardiyak hasarin mekanizmasinda Cav-1’in rol oynadigi
diistiniilebilir. Melatoninin Cav-1 lizerine etkileriyle ilgili smirli sayida c¢aliyma
olmakla birlikte hipertansiyon Tlzerine etkileri ilk kez bu c¢alisma ile
degerlendirilmistir.

Calismamizda, hsp90 hipertansif grupta artma egiliminde olmus olup
melatonin uygulanan grupta da anlamli olmayan ek bir artig goriilmiistiir. Yapilan
arastirmalarda, melatoninin NO yolagmi indiikledigi (71) ve hsp90 1 eNOS u direk
aktive edebildigt (92,93) belirlenmistir. Buna goére elde ettigimiz sonuglar,
melatoninin hsp90 iizerinden NO yolagim aktive edebilcegini diisiindiirmektedir.
Hsp90 ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda kardiyovaskiiler hastaliklarda onemli rolu
oldugu bildirilmistir. Catala ve ark., (94) melatoninin adriyamisinin indiikledigi
hasarda hsp90 diizeylerini azalttigmi rapor etmislerdir. Bu g¢alismamiza benzer
sonuglar gosteren baska bir calismada melatoninin human pankreatik karsinom
hiicrelerinde hsp90 diizeyini arttirdigi tespit edilmistir (95).

Melatoninin oksidatif stresi azalttigina dair bir¢ok calisma vardir (44-50).
Nava ve ark.,, (97) SHR’ da 6 haftalik melatonin tedavisi oksidatif stresi
disirmiistiir. SHR da artma egilimi gosteren sistolik kan basinci melatonin
tedavisiyle diisme egilimi gdstermistir. Hiicre i¢ci O, liretimi ve MDA seviyeleri
melatoninle tedavi edilen SHR’da hizli bir sekilde diismektedir. NF-kB
ekspresyonlarinda da anlamh diisiisler gozlemlenmistir (97). Benzer bir caligmada
Simko ve Paulis (98), SHR’ larda 6 hafta boyunca melatonin tedavisinin kan
basincin1  diisiirdiiglinii  gostermekle  birlikte intersisyel renal dokudaki
inflamasyonun azaldigini, oksidatif stresin diistiiglini ve renal NF-Kb

ekspresyonunun azaldigmi gostermislerdir. Kronik melatonin tedavisi plazma MDA
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ve GSSG:GSH oranmi normal seviyelere getirmektedir (98). Pechova ve ark., (99)
melatoninin kan basmcini anlamli olarak diisiirdiigiinii ve bunu NOS aktivitesini
arttirarak, oksidatif stresi azaltarak ve NF-kB yi azaltarak yaptigmi One
siirmiislerdir.

Melatoninin antihipertansif etkisinin, hipotalamus tizerindeki direkt etkisine,
antioksidan etkisine, aorta duvarindaki diiz kaslar1 gevsetmesine bagli olarak
ortaya ¢ikabilecegi belirtilmektedir (100). Ek olarak, melatoninin sempatik sinir
fonksiyonlarmi baskilayabildigi, katekolamin saliniminin azaltabildigi ve kalp
papiller kasinda adrenerjik blokaj yapabildigi rapor edilmistir (101). Melatonin
SHR’de hipotansif etkisine, alfa 1 adrenerjik cevabi ve bazal sempatik tonusu
azaltmasinin aracilik edebilecegi gosterilmistir (74).

Endojen melatonin seviyelerinin kan basincinin diizenlenmesinde ve diger
kalp damar hastaliklarinda ©Onemli baglantilar1 oldugu diisiiniilmektedir.
Pinealektomi  yapilan deneysel modelde melatonin seviyesi diigmiis,
vazokonstriksiyon ve hipertansiyon olusmustur (8). Yaslanma ile kalp hastaliklar1
orant artarken melatonin seviyesinin yasla birlikte azaldigi (57), kronik kalp
hastaligi olanlarda normal bireylere oranla kan melatonin diizeylerinin anlamli
diisiik oldugu rapor edilmistir (101).

Kalp hastaliklarindan kaynaklanan ani Gliimlerin sirkadiyen bir ritm
gosterdigi bilinmektedir. Bu sirkadiyen ritm dolasimdaki melatonin diizeyi ile ters
yonde bir korelasyon gostermektedir. Iskemi ve buna bagh miyokardiyal elektriksel
bozukluklardan kaynaklandigina inanilan ani kardiyak oliimler sabah erken
saatlerde c¢ogunlukla meydana gelmektedir. Bu saatlerde melatonin diizeyi

disiiktiir. Ani kardiyak 6liim orani gece yarisinda diisiiktiir, bu saatlerde melatonin
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seviyesinin yliksek oldugu bildirilmistir (102).

Melatoninin hipertansiyonda, NADPH oksidaz rho kinaz, hsp90 ve Cav-1
diizeylerine etkisi bizim bilgilerimize gore ilk kez gdsterilmistir. Ilave olarak tuz
diyeti ve NOS inhibisyonunda ise melatonininin kan basinci, ADMA diizeyleri ve
damar tonusuna etkisi ilk kez belirlenmistir.

Bulgularimiz 15181nda, ADMA diizeyi ve rho kinaz, NADPH oksidaz ve
Cav-1 ekspresyon seviyelerinin kan basinc1 ylikselmesinde ©nemli rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Melatoninin kan basinci diisiiriicii etkisine; damar
Ach gevseme cevaplarini arttirmasinin, damar dokusunda NADPH oksidaz ve rho
kinaz, Cav-1 ve serum ADMA diizeylerinin azaltilmasma aracilik edebilecegi
ongoriilmektedir.

Sonuglarimiz melatoninin kan basincini diisiirticii etkisini gosteren klinik ve
deneysel ¢alismalar1 desteklemektedir. Yapilan ¢aligmalar ve bizim bulgularimiz
melatoninin hipertansiyon tedavisinde 6nemli koruyucu etkilerinin olabilecegini ve

klinik olarak test edilebilecegi diisiindiirmektedir.
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